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OZET

ASMADA (Vitis vinifera) TAC GALI HASTALIK ETMENI Rhizobium vitis’IN
LNA PROBE KULLANILARAK REAL-TIME PCR iLE TANISI VE TESPITi

Ali TURGUT

Doktora Tezi Bitki Koruma Anabilim Dah
Damisman: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
Aralik 2014, 178 sayfa

Bu calismada, asmada (Vitis vinifera) onemli kayiplara neden olan Ta¢ Gali
hastalik etmeni Rhizobium vitis’in LNA (Locked Nucleic Acid) prob kullanilarak hem
direkt bakteri hiicresinden hem de hastalikli bitki dokularindan Real-Time PCR yontemi
ile hassas ve segici olarak tanisi ve tespiti gergeklestirilebilmistir.

Oktopin katabolize eden ve Rhizobium vitis strainlerine ait ocs (oktopin sentaz)
geninin 475 bg’lik kismi, nopalin katabolize eden nos (nopalin sentaz) geninin 394 bg’lik
kism1 klasik PCR ile ¢ogaltilmis, PCR f{iriinlerinin dizi analizi gerceklestirilerek Real-
Time PCR i¢in primer ve prob setleri gelistirilmistir. Vitopin katabolize eden Rhizobium
vitis strainlerine spesifik primer ve prob setleri ise, vis (vitopin sentaz), vitopin iaaM
(indol asetik sentaz) ve vitopin virD2 genlerine ait gen bankasindaki diziler kullanilarak
gelistirilmistir. Gelistirilen primer setleri ve problarin spesifikligi, farkli Rhizobium vitis
strainleri, farkli bitki patojeni bakteriler, asma genomik DNA’s1, baz materyal ve timor
dokularindan hazirlanan siispansiyonlar kullanilarak test edilmistir. Oktopin ve nopalin
katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinde sirastyla, 62 ve 78 baz cifti uzunlugunda
DNA fragmentleri ¢ogaltilabilmesine ragmen, farkli bitki patojeni bakterilerde ve asma
genomik DNA’sinda higbir amplifikasyon meydana gelmemistir. Oktopin ve nopalin
katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin tanilar1 ve tespitleri, bu g¢alismada
gelistirilen primer ve prob setleri kullanilarak Real-Time PCR yontemi ile 20-25 dakikada
gerceklestirilebilmistir. Oktopin ve nopalin straini ic¢in gelistirilen Real-Time PCR
yonteminin bakteriyel hiicre hassasiyet sinir1 1 bakteri hiicresi olarak belirlenmistir.
Oktopin ve nopalin strainleri i¢in DNA diizeyindeki hassasiyet sinir1 ise 10 pg olarak
tespit edilmistir. Rhizobium vitis’in enfekteli asma baz materyalinden elde edilen bitki
0zsuyundan ve tiimdr dokularindan hazirlanan silispansiyonlardan tani ve tespiti
gergeklestirilmistir.

Sonug olarak, Ta¢ Gali hastalik etmeni, Rhizobium vitis’in oktopin, nopalin ve
vitopin katabolize eden strainlerinin her birine 6zel gelistirilen primer ve prob setleri ve
Real-Time PCR yontemi kullanilarak hem direkt bakteriyel hiicreden, hem asma bitki
0zsuyundan, hem de asma ve domates tiimor dokularindan hizli ve hassas bir diizeyde
tan1 ve tespitlerinin yapilabilecegi ortaya ¢ikarilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Asma, Real-Time PCR, Rhizobium vitis, Ta¢ Gali
Hastalig1, Tani, Tespit, Vitis vinifera
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ABSTRACT

IDENTIFICATION AND DETECTION OF Rhizobium vitis CASUAL AGENT OF
CROWN GALL DISEASE OF GRAPEVINE (Vitis vinifera L.)
BY REAL-TIME PCR USING LNA PROBE

Ali TURGUT

PhD Thesis in Plant Protection
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin BASIM
December 2014, 178 pages

In this study, a Real-Time PCR method using LNA (Locked Nucleic Acid) probe
which was sensitive and selective were developed for identification and detection of
Rhizobium vitis, a causal agent of Crown Gall Disease of grapevine from both bacterial
cells and diseased plant material.

The 475 bp of ocs (octopine synthase) gene belong to Rhizobium vitis strains
catabolising octopine, and 394 bp of nos (nopaline synthase) gene belong to Rhizobium
vitis strains catabolising nopaline were amplified by conventional PCR. The amplified
PCR product were sequenced in order to develop primer and probe sets for Real-Time
PCR. Spesific primer and probe sets for Rhizobium vitis strains catabolising vitopine were
developed from the gene sequences of vis (vitopine synthase), vitopine iaaM (indole
acetic acid synthase) and vitopine virD2 genes from the GenBank. Different Rhizobium
vitis strains, other plant pathogenic bacteria from different genus and species, vine total
genomic DNA and basal material and tumor tissue were tested in order to determine the
sensitivity of primer sets and probes. Although the DNA fragment amplified from the
Rhizobium vitis strains catabolising octopine and nopaline were 62 and 78 base pairs
respectively, no amplified product was detected from the other bacterial pathogens and
vine genomic DNA. The primer and probe sets developed in this Real-Time PCR method
for the detection and identification of Rhizobium vitis strains catabolising octopine and
nopaline were identified within 20-25 minutes. The sensitivity of detection limit by the
developed Real-Time PCR methods for octopine and nopaline strains was 1 bacterial cell.
The sensitivity limit of DNA level was 10 pg. The pathogenic bacterium obtained from
bleeding sap of basal material and tumor tissues were identified and detected.

In conclusion, Real-Time PCR method using primer and probe sets specific for
each of Rhizobium vitis strains catabolising octopine and nopaline were sensitive and
quick for identification and detection of Rhizobium vitis from bacterial cell, bleeding sap
of grapevine, tumor tissues from grapevine and tomato

KEYWORDS: Crown Gall Disease, Detection, Diagnosis, Grapevine, Real-Time PCR,
Rhizobium vitis, Vitis vinifera
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ONSOZ

Bu c¢aligma kapsaminda asmada (Vitis vinifera) 6nemli kayiplara neden olan Tag
Gali hastalik etmeni Rhizobium vitis’in LNA prob kullanilarak hassas ve segici bir metot
olan Real-Time PCR ile tanis1 ve tespiti yapilmistir.

Ziraat miihendisliginin lisansiistii egitiminin kademelerden biri olan doktora
egitimimin sonuna gelmis bulunuyorum. Doktora siireci boyunca bilgisinden istifade
ettigim, yaninda ¢aligmaktan onur duydugum, insani ve ahlaki degerleri ile de bana
hayatimin ileri donemlerinde yol gdstermeye devam edecek Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’a
tecriibelerinden yararlanirken bana kars1 gostermis oldugu hosgorii ve sabirdan dolayi
tesekkiirii bir borg bilirim.

Birlikte calismaktan keyif aldigim ekip arkadaslarima, ¢calismay1 mali olarak destekleyen
Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Birimi’ ne, bugiinlere gelmemde biiyiik
pay sahibi olan esim Duygu TURGUT a ve dostlarima tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Bagcilik, insanoglunun en eski tarimsal aktivitelerinden biri olup, bugiin de
onemini korumakta ve iklimi uygun iilkelerde en yaygin tarimsal {iretim alanlarindan
birisini olusturmaktadir. Diinya iizerinde tarimi yapilan en eski bitki tiirlerinden birisi
olan asma, iilkemizde, son derece eski ve koklii bir kiiltiire sahiptir (Celik vd 1998).
Yeryiiziiniin kuzey yarimkiiresinde bagcilik, 10 ile 52 derece kuzey paralelleri arasinda
yapilmaktadir. Kuzey sinirin1 olusturan yorelerde bagcilik, 6zellikle giiney yamaclarda
ve nehir kenarlarinda yapilabilirken, ekvatora yaklastikca ancak yiiksek yaylalarda
yapilabilmektedir (Uzun 1996). 50. enlem derecesinden sonra asma, ancak sera ve benzeri
ortamlarda iiretilebilmektedir (Winkler vd 1974). Yerkiirenin en elverisli iklim kusagi
izerinde bulunan iilkemiz, 36 ile 42 derece kuzey paralelleri arasinda bulundugundan
bagcilik i¢cin optimum olanaklara sahiptir (Oraman 1965).

Vavilov’un bitki gen merkezlerinin Diinya {izerindeki dagilimu ile ilgili ¢aligsmasi
sonucunda belirledigi sekiz gen merkezinden ikisi olan Yakin Dogu ve Akdeniz gen
merkezleri iilkemiz topraklari lizerinde kesismektedir (Vavilov 1926). Diger yandan,
Anadolu Yarimadasi’nin kuzeydogu bdliimiinii de i¢ine alan Karadeniz ve Hazar Denizi
arasindaki bolge, asmanin en onemli tiirii olan Vitis vinifera’nin gen merkezi ve kiiltiire
alindig1 yore olarak kabul edilmektedir (McGovern vd 1996, Fatahi vd 2003). Arkeolojik
bulgulara ve bolgedeki mevcut asma gen potansiyelinin zenginligine dayandirilan bu
hipotezler, molekiiler genetik ¢alismalarla da kanitlanmistir (Arroyo-Garcia vd 2006).
Ulkemiz yaklasik 6000 yillik bir bageilik kiiltiiriine, hem yabani asmaya (Vitis vinifera
subsp. sylvestris) ve hem de kiiltlir asmasina (Vitis vinifera subsp. sativa) ait zengin asma
gen potansiyeline ev sahipligi yapmaktadir (Agaoglu vd 1997, Celik vd 1998, Celik vd
2005). Binlerce yillik bu siirecte Anadolu topraklar lizerinde dogal melezlemelerin eseri
olarak cok genis bir cesit ve tip zenginligi olusmustur (Celik vd 1998, Argun 2001).
Bir¢ok botanikgi, Vitis vinifera subsp. vinifera tiiriiniin, Avrupa’da ve Bat1 Asya’da dogal
ortam1 boyunca yayilmis Vitis vinifera subsp. sylvestris tiiriiniin kiiltiire alinmasiyla
meydana geldigine inanmaktadir (Uziimeri 1938, Fidan 1985, Vouillamoz vd 2003).
Ulkemizin hemen her bolgesinde, ozellikle akarsu yataklar1 ve ormanlarda agaclara
sartlmig olarak yabani asmalara rastlamak miimkiindiir. Bu popiilasyonlar i¢inde ve
arasinda, zaman icinde meydana gelen dogal melezlemeler sonucunda daha da
zenginlesen yabani asma gen potansiyelimizi olusturan ¢esit ve tiplerden pek cogu, dogal
olarak ya da biyotik veya abiyotik stres etmenleri nedeniyle elden ¢iksa da kendi i¢inde
stirekli yenilenme sonucu yeni ¢esit ve tipler ortaya ¢ikmaktadir (Agaoglu vd 1998,
Soylemezoglu vd 1998, Celik vd 2005). Bugiin anavatan1 Anadolu olarak kabul edilen
1200 kadar iiziim ¢esidi bulunmaktadir (Anonim 2012-a). Anadolu 'da bagcilik, daima
tarimsal yapi igerisinde onemli bir yere sahip olmustur. Bununla birlikte, her zaman
insanimizin toplumsal ve ekonomik yasamina énemli katkilarda bulunmustur (Ergenoglu
ve Tangolar 2000, Anonim 2014-a).
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Sekil 1.1. Tiirkiye’de liziim ve diger meyve gruplarmin iiretim miktarlar ile tiretim
oranlar1 (Anonim 2013)

Bagciligin ana iiriinii olan {iziim oldukga genis bir kullanim alanina sahiptir. Uziim
tiim Diinya’da oldugu gibi iilkemizde de sadece sofralik olarak kullanilmamakta, ayrica
saraplik, kurutmalik ve siralik olarak da iilkemiz ekonomisine ©Onemli katkilar
saglamaktadir (Agaoglu 1986, Argun 2001). Diinya’nin bagcilik i¢in en elverisli iklim
kusag1 iizerinde yer alan {ilkemizde gergeklestirilen {retimin ne sekilde
degerlendirildigine bakildiginda, Tiirkiye’deki toplam meyve iiretiminin %?25’inden
fazlasin1 olusturan {izimiin biiylik orada kurutmalik ve sofralik olarak ayrildigi,
%?23’tunlin ise pekmez, sucuk, pestil ve sirke gibi iirlinlerin iiretiminde kullanildig
goriilmektedir (Karabayir ve Tosun 2005, Celik vd 2010). Bagcilik kiiltiirti kadar eski
olan bu drilinler, asirlardir oldugu gibi bugiinde halkimiz tarafindan iiretilmekte ve
tilkketilmektedir (Celik vd 2000). Bunun yan1 sira budama sonucu elde edilen ¢ubuklarin
yakacak olarak kullanilmasi ve yapraklari sarmalik ve salamura olarak degerlendirilmesi
de diger yararlar1 arasinda belirtilebilinir (Agaoglu 1986). Ulkemizde iiziim yapragi,
geleneksel olarak onemli bir tiiketim potansiyeline sahiptir. Sarmalik yaprak {retimi,
ozellikle Ege Bolgesi i¢in 6nemli bir ek gelir kaynagidir (Celik vd 2005). Bagcilikta 6ne
cikan diger ilkelerde liretilen iiziimiin %59 gibi ¢ok 6nemli bir boliimii, yiiksek katma
deger yaratan sarap liretiminde kullanilmakta, Diinya bagcilik ihracatindan elde edilen
gelirin yaklasik %81’i sarap ihracatindan kaynaklanmaktadir (Aktas ve Tan 2007,
Anonim 2010). Ulkemizin ekolojik kosullar1, kaliteli saraplik {iziim yetistiriciligi i¢in
mitkemmel secenekler sunarken bu oran iilkemizde sadece %?2,5-3’tiir (Celik vd 2005,
Anonim 2013). Sarap iiretimi Tiirkiye’de basta dini gerekgeler olmak lizere ¢esitli
nedenlerden otliri yillardir ihmal edilirken, o©zellikle Avrupa iilkelerinde ulusal
ekonomilere 6nemli katkilar saglamaktadir (Karabayir ve Tosun 2005). Diinya’daki en
biiyiik ii¢ sarap iireticisi iilke sirasiyla, Fransa, italya ve Ispanya’dir. Bu iilkeler Diinya
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sarap Uretiminin yaklasik yarisin1 gerceklestirmektedirler. Tiirkiye %0,09 pay ile Diinya
iretiminin ¢ok gerisinde kalmistir (Aktas ve Tan 2007).

Tiirkiye bagciliginin gelistirilmesi her seyden 6nce elde edilen iiriiniin taze ya da
islenmis olarak i¢ ve dis pazarlarda degerlendirilmesine baghdir. Yillik iiretimin yaklasik
olarak %75°1 yurt i¢inde tiiketilmektedir. Bu durum, Tiirkiye bagciliginin ice doniik bir
yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Sektore konu olan tiim degerlendirme sekillerinin
toplami olarak, kisi basina yillik tiiketim 45 kg, tiretim 52 kg dolayindadir (Aktas ve Tan
2007, Celik vd 2010). Sofralik ve saraplik {izlim {iretiminin yurt i¢i talebi ancak karsiliyor
olmas1 sebebiyle, iiretimin biiylik boliimii yurt i¢inde tiiketilmekte, ancak kiiglik bir
boliimii ihracata konu olmaktadir. Kuru iiziimde ise tam tersine agirlik ihracattadir
(Anonim 2013). Tiirkiye’de 2005 yilinda toplam ihracatta kuru iiziimiin pay1 %72, yas
iizlimiin pay1 ise %28 dir. Tiirkiye kuru {iziim iiretiminde ve ihracatinda Diinya’da ilk
siray1 almaktadir. Fakat yas iizlim ihracatinda kuru iiziim kadar basarili degildir (Aktas
ve Tan 2007). Ulkemiz, Diinya sofralik {iziim ihracatinin %1,1’ini, kuru {iziim ihracatinin
%14,3’linii, iizim suyu ihracatinin %0,07’si ve sarap ihracatinin %0,03’linii
gerceklestirmektedir (Anonim 2012-b). Tiirkiye iiziim iiretiminde kendine yeterli, hatta
kuru iiziimde net ihrag tilkesi oldugundan yapilan ithalat cok az miktardadir (Anonim
2012-c).

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de son yillarda iiziim iiretimine ayrilan alan, {iziim tiretim miktar1 ve
liziim tretiminin degerlendirilme sekillerine gére dagilimi (Anonim 2013)

Uretim Alam Uretim Miktar1  Sofrahk  Kurutmalk Saraphk

vi (Hektar) (Ton) (Ton) (Ton) (Ton)

2004 5.200.000 3.500.000 1.900.000 1.230.000 370.000
2005 5.160.000 3.850.000 2.000.000 1.400.000 450.000
2006 5.138.351 4.000.063 2.060.167 1.495.697 444.199
2007 4.846.097 3.612.781 1.912.539 1.217.950 482.292
2008 4.827.887 3.918.442 1.970.686 1.477.471 470.285
2009 4.790.239 4.264.720 2.256.845 1.531.987 475.888
2010 4.777.856 4.255.000 2.249.530 1.543.962 461.508
2011 4.725.454 4.296.351 2.268.967 1.562.064 465.320
2012 4.622.959 4.234.305 2.219.813 1.613.833 400.659
2013 4.687.922 4.011.409 2.132.602 1.423.578 455.229

Ulkemizde, toplam tarim alanlarinin %2,1°i baglarla kaplidir (Anonim 2013).
Bahge bitkileri tarimina ayrilan alanlarin %19,2’si, cok yillik bahge bitkilerine ayrilan
alanlarin %27,5’1 bagciliga aittir (Sabir 2002, Anonim 2012-b). Tiirkiye’de Dogu
Anadolu’nun yiiksek kesimleri ile yillik yagisin metrekareye 1.000 mm’nin iizerinde
oldugu Dogu Karadeniz sahil seridi disinda kalan tiim bolgelerinde bagcilik
yapilabilmektedir (Celik vd 1998). Ulkemizde yer alan dokuz tarim bdlgesi iginde, hem
alan, hem de iiretim yoniinden Ege Bolgesi birinci sirada gelmektedir. Sadece bu
bolgemiz tek basina bag alanlarinin %28,5’ine, liziim iiretiminin %45,6’s1na sahiptir
(Anonim 2013). Modern bagcilik teknigi sayesinde dekara ortalama verim 1.000 kg’in
tizerine ¢ikmistir. Bolgede kurutmalik iiziim yetistiriciligi yapilmakta olup, %90 oraninda
yuvarlak cekirdeksiz iiziim ¢esidi tretilmektedir (Gider vd 2002). Bag alan1 ve {iretim
acisindan ikinci sirada gelen Akdeniz Bolgesi’nin, sahil kusagi erkenci, yayla kesimleri
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ise orta ya da ge¢ mevsimde olgunlasan iiziim ¢esitlerinin yetistiriciligi i¢in elverisli
kosullara sahiptir. Bolgede ortiialt1 bag yetistiriciligi son yillarda artmistir (Celik vd
2010).

Cizelge 1.2. Tiirkiye’nin en biiyiik iiziim {ireticisi on sehrinde iiretime ayrilan alan ve
tiretim miktarlart (Anonim 2014-a)

Sehir Uretim Miktar Uretim Alam
(Ton) (Dekar)
Manisa 1.163.899 754.009
Denizli 376.253 426.099
Mersin 263.226 223.870
Mardin 171.205 342.810
Gaziantep 127.268 164.851
Diyarbakar 123.213 195.901
Izmir 121.467 134.499
Nevsehir 117.671 181.941
Karaman 56.484 44.395
Usak 38.330 46.540

Bagcilik gelir acisindan 6nemli tarim kollarindan biridir. Tabii olarak bu sektorii
tizim ireten isletmeler olusturmaktadir. Bu isletmelerden 2,5 milyon kisi gelir
saglamaktadir. Ulkemizde bagcilik genellikle kiiciik isletmelerde yapilmaktadir (Gider
vd 2002). Asmanin yiiksek adaptasyon yetenegine sahip olmasi nedeniyle, 6zellikle diger
tarim {rlinlerinin yetistiriciliine uygun olmayan iklim ve toprak kosullarina sahip
alanlarin  degerlendirilmesine de olanak vermesi, bagcilik faaliyetin Onemini
arttirmaktadir. Ayrica yilin hemen hemen her ayinda yogun is giicii gerektiren bir faaliyet
dali olmasi ve iilkemiz i¢in onemli bir husus olan istihdama da bir 6l¢iide katkida
bulunmasi agisindan da ayr1 bir &neme sahiptir (Celik vd 2000, Ozdemir 2005). Marmara,
Ege ve Akdeniz gibi kuru iiziim ve sarap isletmelerinin daha yogun oldugu bdlgelerde
istthdamin diger bolgelere gore, daha da yogun oldugu goriilmektedir (Celik vd 2005).
Isletmelerin genel yapis1 degerlendirildiginde, Ege, Akdeniz ve Marmara bolgelerinde
pazara yonelik faaliyetin esas oldugu, buna karsilik diger bolgelerde kiiclik aile
isletmelerinin agirlikli olarak bulundugu goriilmektedir (Cetin ve Tipi 1998). Cesitli
kaynaklarda tlkemizde tarim isletmelerinin %15’inin bagcilik alaninda faaliyet
gosterdigi kabul edilmekle birlikte, veriler ¢ok kesin ve saglikli degildir (Celik vd 2005).
Ulkemiz baglarinin biiyiik bir ¢ogunlugu mekanizasyona elverisli olmayan, yogun is
giiclinli gerektiren Goble terbiye sekli ile tesis edilmistir (Anonim 2012-c). Son yillarda
bag tariminda kol giicline dayali iiretimden, makineli tarima doniisiim, yeni
plantasyonlarin ticari biiylikliiklerde kurulmasini1 6zendirmistir (Gengtan vd 2005).

FAO’nun 2012 yili verilerine gére Tiirkiye, 462.269 hektar bag alani ile Ispanya,
Fransa, italya ve Cin’in ardindan besinci, 4.275.659 ton iiziim iiretimi ile de Cin, Amerika
Birlesik Devletleri, Italya, Fransa ve Ispanya’nmn ardindan altinci sirayr almaktadir
(Anonim 2012-b).



Cizelge 1.3. Diinya’nin en biiyiik iiziim iireticisi on iilkesinin {iretim miktarlari, Diinya
iiretimindeki paylari ve tiretim alanlari (Anonim 2012-b)

Ulke Uretim Miktar Diinya Uretimindeki Pay Uretim Alam
(Ton) (%) (Hektar)
Cin 9.699.267 14,46 602.800
ABD 6.661.820 9,93 389.349
Italya 5.819.010 8,67 696.756
Fransa 5.338.512 7,95 760.805
Ispanya 5.238.300 7,81 943.000
Tiirkiye 4.275.659 6,37 462.269
Sili 3.200.000 4,77 204.000
Arjantin 2.800.000 4,17 220.000
Iran 2.150.000 3,20 215.000
Hindistan 1.240.000 1,84 112.000
Diinya 67.067.129 100 6.969.373

Tiirkiye’de bag alanlarindaki degisim incelendiginde Diinya’da oldugu gibi bag
alanlarinda 6nemli bir azalig oldugu goriilmektedir. Diinya’da 1961-2010 yillar1 aras1 bag
alanlarinda %33 azalisa karsilik Tiirkiye’deki azalis %49 oraninda olmustur (Anonim
2012-b). Diinya’da bag alanlar1 azalmasina ragmen iiziim iiretiminde artis devam etmistir.
Diinya’da iiztim tiretimi 1961 yilindan 2010 yilina %98 artarak, 34,5 milyon tondan 68,3
milyon tona yiikselmistir. Diinya bag alanlarindaki azaligsa ragmen tiretimdeki artis1, yeni
bagcilik sistemine, biyoteknolojiye ve verimdeki artisa baglayabiliriz. 1961-2010
doneminde Tiirkiye’de liziim iiretim artist yalnizca %33 olarak gerceklesmistir. Bu
durumun en Onemli sebepleri Tiirkiye’deki verim artisinin Diinya’daki verim artig
ortalamasinin altinda olmasi, zeytinciligin giderek 6n plana ¢ikmasi ile hastalik ve
zararlhilarin Tiirkiye’deki bag alanlarina verdigi zararlar olarak siralanabilir (Aktas ve Tan
2007, Anonim 2012-b).
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Sekil 1.3. Tiirkiye’de 1961-2010 yillar1 arasinda bag alanlarinin ve iiziim iiretim
miktarlarinin degisimi (Anonim 2012-b)

21. yiizyila geldigimiz bu donemde giliniimiiz bagciligini tehdit eden pek ¢ok unsur
bulunmaktadir. Bu unsurlar, iiretici hatalarindan, hastaliklara kadar c¢ok cesitlilik
gostermektedir. Diinya’da oldukga genis bir alanda kiiltiirli yapilan asma, basta viriisler
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olmak iizere pek cok patojene kars1 hassastir (Alleweldt ve Possingham 1988). Asmada
Kisa Bogum, Yaprak Kivircikligi, Mildiyo, Kiilleme ve Ta¢ Gali tiim Diinya’da ve
tilkemizde bagcilig1 tehdit etmektedir. Ad1 gecen hastaliklarin savagiminda erken uyari,
entegre ve biyolojik miicadele sistemleri yaygin ve etkin hale getirilemedigi icin veya
yetersiz miicadeleden dolay1, 6zellikle iklim kosullarinin hastalik gelismesi i¢in uygun,
ancak kontrolil i¢in elverigsiz oldugu yil ve yorelerde dnemli iiriin ve gelisme kayiplar
meydana gelmektedir (Burr vd 1998, Creasap ve Burr 2006).

Baglarda meydana gelen hastaliklardan en oOnemlilerinden biri Ta¢ Gali
hastaligidir (Sawada vd 1990, Burr vd 1998). Ta¢ Gali hastaligi, Diinya ¢apinda iiziim
yetistiriciligi yapilan bolgelerin hemen hemen tamaminda karsilagilan, ekonomik agidan
en yikici hastaliklardan biridir (Panagopoulos ve Psallidas 1973, Loubser 1978, Siile
1978, Dhanvantari 1983, Tarbah ve Goodman 1986, Burr vd 1987-b, Haas vd 1991, Filo
vd 2013, Johnson vd 2013). Koppen-Geiger’in iklim siniflandirmasina gore Tac¢ Gali
hastaliginin 6zellikle Dfb kodu ile gosterilen nemli karasal iklim kusaginda yaygin
oldugu goriilmektedir (Kottek vd 2006, Filo vd 2013). Dfb iklim kusagi, kis1 siddetli yazi
kisa ve sicak, her mevsimi yagish iklim olarak tanimlanabilir. Aylik ortalama sicaklik 18-
22,9°C arasinda degisir. En sicak ayimn ortalama sicakligi ise 10°C’den fazladir. Yilin en
az dort ay1 10°C’nin lizenindedir (Anonim 2014-a).

Uygun iklim sartlarinda Ta¢ Gali hastaligi asmalarda 6nemli verim kayiplarina
neden olur (Ophel ve Kerr 1990, Rouhrazi ve Rahimian 2012). Hastalik ilerleyen
asamalarda asmanin 6liimiine neden olabilir (Siile ve Burr 1998, Odile vd 2006). Baglarda
yaygin olarak ur olusumuna neden olan Ta¢ Gali hastaliginin bakteriyel hastalik etmeni
Rhizobium vitis tir (Panagopoulos ve Psallidas 1973, Kerr ve Panagopoulos 1977, Siile
1978, Burr ve Katz 1983, Burr ve Katz 1984, Tarbah ve Goodman 1986, Burr vd 1987-
b, Bishop vd 1989, Bien vd 1990, Sawada vd 1990, Haas vd 1991). Ta¢ Gali hastalik
etmeni Rhizobium vitis’e kars1 etkili bir miicadele yontemi olmamasindan dolayi, iklim
kosullarinin hastalik gelisimi i¢in uygun oldugu bolgelerde, etmen 6nemli verim ve
gelisme kayiplarina neden olmaktadir (Creasap ve Burr 2006, Filo vd 2013). Ta¢ Gali
hastaligi halen yiiriirlikte olan, I¢ Karantinaya Tabi Bitki Hastalik ve Zararlilari
Hakkinda Tebligine gore iilkemizde i¢ karantinaya tabi hastaliklardan biridir (Anonim
2014-h).

Tiirkiye baglarinda, Rhizobium vitis strainlerinin varligi, yayilist ve diger
karakteristikleri iizerine ayrintili bir bilgiye sahip olunmadigindan, hastalia kars1 etkin
bir miicadele yontemi gelistirilememis ve dolayisiyla bakterinin bagciligimiza daha fazla
zarar vermesinin Oniine gecilememistir (Argun 2001). Tiirkiye’de Ta¢ Gali hastaliginin
ilk kez Ege Bolgesi'nde 1931 yilinda goriildiigline iligkin kayitlar bulunmaktadir
(Tirkmenoglu vd 1974, Argun 2001). Tiirkiye’de, 6zellikle bagciligin yaygin sekilde icra
edildigi Ic Anadolu Bolgesi’nde asma hastaliklarini belirlemek icin cesitli ¢alismalar
yiiriitiilmiis Rhizobium vitis ve Rhizobium tumefaciens strainlerinin asmada yaygin
tiimorijenik patojenler olduklari saptanmustir (Iyriboz 1938, Kuntay 1942, Goksel 1953,
Karaca 1956, Oktem 1978, Benlioglu ve Ozakman 1998, Argun, 2001).

Rhizobium tiirleri, bakteriler alemi icinde, Alphaproteobacteria simifinin
baklagillerde simbiyotik olarak azot fikse eden bakterileri de barindiran, Rhizobiaceae
familyas1 i¢inde yer almaktadir. Patojenik Rhizobium tiirleri, aralarinda asma, tas
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cekirdekliler, aycigegi, giil, krizantem, ceviz, findik, seker pancari, ravent, turp, bogiirtlen
gibi ekonomik 6nemi olan bitkilerin de bulundugu 140’tan fazla otsu ve odunsu bitki
tiirtinde tiimor olusumuna neden olan toprak kokenli bakterilerdir (Anonim 2012). Bazi
onkojenik olmayan Rhizobium strainlerinin klinik insan Orneklerinden dahi izole
edilebildigi bildirilmistir (Young vd 2005, Kuykendall vd 2005). Rhizobium cinsinin
Brucella cinsi ile yakin akraba oldugu bilinmektedir (Matthysse 2005).

Viriilent Rhizobium tiirlerinin bitkilerde neden oldugu timor veya agir1 sagak kok
olusumu bu tiirlerin sahip oldugu Ti (Tumour Inducing) ve Ri (Root Inducing) plazmitleri
ile ilgilidir (Kerr vd 1977, Ream 1989, De la Riva vd 1998, Oger vd 1998, Young vd
2005, Pulawska 2010). Bu plazmitler hastalik olusumuna neden olan mekanizmalari
kodlamaktadirlar. S6z konusu onkojenik ve rizojenik plazmitlerden yoksun strainler
hastalik yapma kabiliyetine sahip degildir (Young vd 2005). Ta¢ Gali hastalik etmeni
patojenik Rhizobium vitis strainleri de timér olusumuna neden olan bir Ti plazmit
icermektedirler (Kaufmann vd 1996). Belirtiler bitkinin enfeksiyonu esnasinda bu plazmit
izerinde yer alan T-DNA (Transfer DNA) olarak bilinen kii¢lik bir DNA parg¢asinin bitki
hiicresinin ¢ekirdeginde yer alan bitki genomuyla rastlantisal olarak birlesmesi
sonucunda ortaya c¢ikmaktadir. Transfer edilen DNA parcasi, bitkide hiicre
cogalmasindan sorumlu oksin ve sitokinin hormonlarini ve sadece bu bakteri tiirlerinin
katabolize edebildigi opin tiirevlerini kodlayan gen bolgelerini icermektedir. Bakteriden
bitkiye transfer edilen oksin ve sitokinin genleri, bitkide asir1 ve kontrolsiiz hiicre
boliinmesini tesvik ederek hastaligin tipik belirtisi olan tiimorlerin ortaya ¢ikmasina
neden olmaktadir (Lim vd 2009, Anonim 2012, Campillo vd 2012). Rhizobium
enfeksiyon prosesi dahilinde gerceklesen bakteriden bitkiye DNA transferi, dogada
alemler aras1 DNA transferinin gerceklestigi tek olaydir (Burr 2004).
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Sekil 1.4. Rhizobium vitis’in hayat dongiisii (Burr vd 1998, Creasap ve Burr 2006)

Rhizobium cinsi bakteriler toprak mikroflorasinin ayrilmaz bir parcasidir (Escobar
ve Dendekar 2003). Rhizobium tiirlerinin topraktaki popiilasyonunun bahar ve yaz
aylarinda artt1g1, sonbahar ve kig aylarinda azaldigi bilinmektedir (Krimi vd 2002). Bir
gram toprakta ortalama 10°-107 cfu simbiyotik Rhizobium straini (Kuykendall vd 2005),
10°-107 cfu patojenik Rhizobium straini bulunabilecegi rapor edilmistir (Schroth vd 1971,
Bouzar ve Moore 1987-a, Bouzar vd 1993-b, Burr vd 1987-b). Her ne kadar Rhizobium
rhizogenes, Rhizobium rubi, Rhizobium tumefaciens, Rhizobium vitis, Rhizobium
larrymoorei, Rhizobium skierniewicense, Rhizobium nepotum gibi bircok Rhizobium tiirii
bitkilerde ur veya sacak kok olusumuna neden olsa da topraktan izole edilen Rhizobium
strainlerinin biiylik cogunlugu bitkilerde ur olusturma kabiliyetine sahip degildir (Bouzar
ve Moore 1987-a, Burr vd 1998, Burr vd 1999, Bouzar ve Jones 2001, Escobar ve
Dendekar 2003, Pulawska vd 2012-a, Pulawska vd 2012-b). Bununla beraber Rhizobium
cinsi bakterilerin topraktaki dagilimi1 da homojen degildir. Asmada patojenik Rhizobium
tirleri, asma rizosferinde daha yogun bir sekilde kolonize olmaktadir (Burr vd 1999).
Agrosin sentezleyebilen Rhizobium strainlerinin topraktaki dagilimi bu toksinden
etkilenen patojenik strainlerin topraktaki dagilimi iizerinde etkilidir. Rekabete dayali
benzer siiregler diger toprak kokenli bakterilerle de meydana gelmekte, bunlar da
patojenin toprakta dagilimini etkilemektedir (Kuykendall vd 2005). Patojenik strainler,
toprakta ve bitki artiklarinda uzun siire yasayabilmekte ve islenen toprakta da
viriilensliklerini koruyabilmektedirler (Anonim 2008, Bini vd 2008-a). Yapilan
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calismalar Rhizobium vitis strainlerinin topraktaki asma kalintilarinda hasta bitkinin
sokiilmesinden sonra bes yila kadar hayatta kalabildigini, gostermistir (Burr vd 1998,
Vizitiu ve Dejeu 2011). Etmenin, alkali topraklarda, hafif asit karakterde olan topraklara
oranla daha iyi kolonize oldugu saptanmistir. Yapilan ¢aligsmalar, asma dikili topraklarin
Rhizobium vitis strainlerinin gelisimini indiikledigini, nadasa birakilmis veya patojenin
konuk¢u araliginda olmayan bitkilerin  yetistirildigi  topraklarda  patojenin
popiilasyonunun azaldigini gostermistir (Burr vd 1987-a). Bugiine kadar 6zellikle asma
art1g1 olmayan topraktan bakteriyi izole etmek miimkiin olmamistir (Burr ve Katz 1984,
Ferreira ve Van Zyl 1986, Burr vd 1987-b, Burr vd 1995, Stewart vd 2005,
Mahmoodzadeh ve Doulati Baneh 2008). Bu durum, temiz c¢ogaltma materyali
kullanilarak daha 6nceden bag tesis edilmemis bir alana yeni bag tesisinde en azindan
korunma tedbiri saglamasi bakimindan sevindirici bir durumdur (Burr vd 1998, Creasap
ve Burr 2006, Vizitiu ve Dejeu 2011). Rhizobium vitis strainleri kiiltiirii yapilan asma
cesitlerinin yani1 sira yabani asma cesitlerinden de izole edilebilmektedir. Ancak bu
strainlerin genellikle patojenik olmayan Rhizobium vitis strainleri oldugu saptanmistir
(Burr ve Reid 1994, Burr vd 1999).

Rhizobium vitis, asmalarda tiimoér olusturan kok kanseri hastaligi etmeni
Rhizobium tumefaciens ten farkli olarak asmada sistemik olarak yayilmaktadir (Lehoczky
1968, Siile 1978, Burr ve Katz 1984, McGuire vd 1991, Burr vd 1999 Stewart vd 2005,
Genov vd 2006). Asma koklerinde nekrozlar ve asmanin {ist aksaminda galler meydana
getiren toprak kaynakli patojenin, asmada odun borulari ile {ist aksamlara tagindig1 ayrica
hastalik belirtisi gostermeyen omcalardan alinan siirgiinlerin iletim demetlerinde de
etmenin bulunabildigi kesin olarak ortaya konmustur (Lehoczky 1968, Lehoczky 1971,
Moore vd 1980, Burr ve Katz 1984, Bishop vd 1989, Burr vd 1988, Benlioglu ve
Ozakman 1998). Ta¢ Gali hastalik etmeni ile enfekteli bitkiler herhangi fiziksel bir
zararlanma veya don zarar1 gormedikge belirti vermeyebilirler (Burr ve Katz 1983, Burr
ve Katz 1984, Eastwell vd 1995, Kawaguchi vd 2008-b). Bakterinin, bitki 6zsuyunda
bulunmasi1 ve 6zsu vasitasiyla tasimabilmesi, budama ya da diger kiiltiirel islemler
sirasinda bulagmalarin meydana gelmesine neden olabilmektedir. Bu durum, bagciligin
onemli bir kolu olan fidancilik i¢in biiyiik bir tehlike arz etmektedir. Ciinkii hastalik
dolayisiyla erken donemde fidanliklarda olusabilecek urlar fidan 6liimlerine dahi sebep
olabilmektedir (Burr vd 1998, Campillo vd 2012 Burr 2004, Creasap ve Burr 2006).
Hastaliktan ari asmalar, daha 6nce Rhizobium vitis ile bulasik bitki kalintilar1 barindiran
topraklara dikildiginde hastaligin bu asmalara da bulasabildigi rapor edilmistir (Burr vd
1995, Stewart vd 2005). Hastaliktan zarar goriip 6len bitkilerin sokiilmesi ve gerekirse
yeniden dikilmesi gerektiginden hastaligin yol actig1 zarar ireticiler i¢in 6nemli bir
maliyet unsurudur (Creasap ve Burr 2006). Ayrica hastalik etmeni, bitki materyalinde
simptom olusturmadan yillarca canli kalabildiginden, kolaylikla vejetatif {iretim
materyali ile yayilmakta, hastalik etmeninin varlig1 ancak ur olusumu gézlenince fark
edilebilmektedir (Siile 1978, Burr ve Katz 1983, Burr ve Katz 1984, McGuire vd 1991,
Stewart vd 2005, Johnson vd 2013). Rhizobium vitis ile enfekteli bir asmada dondan,
budamadan, as1 isleminden veya baska bir nedenden dolay1 meydana gelen yaralanmadan
sonra bitkide ur olusturabilmektedir (Lehoczky 1968, Lehoczky 1978, Dhanvantari 1983,
Bishop vd 1989, Burr 2004, Stewart vd 2005, Creasap ve Burr 2006, Vizitiu ve Dejeu
2011, Tolba ve Zaki 2011, Johnson vd 2013). As1 islemlerinden sonra meydana gelen
enfeksiyonlardan oOtiirii as1 kalemi Olebilmektedir. Hastalik, 6zellikle soguk iklimli
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bolgelerde biiyiik zararlanmalara yol agmaktadir (Creasap vd 2005, Stewart vd 2005,
Creasap ve Burr 2006 Vizitiu ve Dejeu 2011).

Bakteriyel patojenlerin tan1 ve tespitinde ge¢misten glinlimiize kadar gelistirilen
bir¢ok yontem bulunmaktadir. Bunlar, hastalikli bitki materyallerinden besi ortamlarina
izolasyon, fidelerde belirti izleme yOntemi, test bitkilerine inokiilasyon yontemi,
bakteriyofaj yontemi, serolojik yontemler, biyokimyasal yontemler, protein elektroforezi,
mikroorganizmalarin yag asidi kompozisyonunun belirlenmesi, mikroskopi ve genetik
farkliliklarin esas alindigi modern biyoteknolojik yontemlerinden olan niikleik asit
hibridizasyonu, AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism), sekanslama, PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis),
klasik PCR (Polymerase Chain Reaction) ve Real-Time PCR (Real-Time Polymerase
Chain Reaction) gibi yontemleridir (Temizkan vd 2008, Buckingham 2011).

Son yillarda niikleik asit temelli yontemler diger yontemlere nazaran oldukc¢a hizli
ve giivenilir olmasindan dolay1 tercih edilmektedir. PCR, dizisi bilinen bir DNA dizisinin
in vitro olarak ¢ogaltilmasini saglayan ve DNA molekiiliiniin ¢ok sayida kopyasini kisa
zamanda olusturmaya olanak saglayan bir tekniktir (Saiki vd 1985). Bu teknoloji
sayesinde patojenlerin tani ve tespitinde bir devrim yasanmis, hedef DNA pargacigini
cogaltarak bir patojenin varlig1 veya yoklugu ¢cok daha kisa siirelerde tespit edilebilir hale
gelmistir. Son yillarda PCR reaksiyonlarinda sicaklik dongitileri saglamak i¢in kullanilan
cihazlarin hassas 6l¢iim aletleriyle birlestirilmesi, Real-Time PCR olarak adlandirilan
yeni bir yontemin gelismesine neden olmustur. Real-Time PCR’da olusan {iriinlerin
analizi reaksiyon esnasinda es zamanli olarak yapilmaktadir. Bu gelisim sayesinde artik
gen kopya liriinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek 6lgmek, devam eden
PCR reaksiyonunu ekranda izleyerek es zamanli olarak reaksiyonun gidisine miidahale
edebilmek ve PCR dongiilerinin sayisini degistirebilmek miimkiin olmustur. Bu yeni
sistemde, agaroz jel elektroforezi, DNA bantlarinin mor 6tesi 151k altinda goériintiilenmesi
gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Real-Time PCR yodnteminin
kolayligi, tan1 ve tespitlerin hizli, giivenilir ve hassas sekilde gergeklestirilebilmesi ve
direkt bitki dokularindan tespit yapilabilmesi bu yontemin son yillarda kullaniminin
yayginlagmasinda 6nemli rol oynamaktadir.

Real-Time PCR fiiriinlerinin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, diziye 0zgiin
olmayan floresan boyalardan ya da diziye 6zgiin problardan yararlanilmaktadir. Gelisen
teknoloji ile beraber Real-Time PCR igin farkli prob sistemleri de gelistirilmistir.
Giiniimiizde kullanilan en gelismis prob sistemlerinden biri LNA (Locked Nucleic Acid)
adi verilen sistemdir. Bu sistemde, prob iizerinde yer alan DNA analogu ile
monomerlerde bulunan seker halkalar1 metilen bir koprii ile baglanmistir. Bu sayede
monomerlerin her biri spesifik baglanma i¢in en uygun konformasyon olan N
konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu durum spesifik olmayan baglanmalara
izin vermemekte, problarin spesifik bolgelere olan baglanma afinitelerini arttirmakta ve
gerceklesen spesifik baglanmalarin daha stabil olmasin1 saglamaktadir. Bu tip problara
ait diziler, Real-Time PCR ile yapilan diger ¢alismalarda kullanilan problarin dizilerinden
uzunluk olarak daha kisadir. Boylece prob dizisinin kendi i¢inde baglanmasi olasilig
ortadan kaldirilmakta ve aymi zamanda amplifikasyon isleminin daha kisa siirede
gerceklesmesi miimkiin olmaktadir. LNA probun kimyasal yapisi daha spesifik olarak
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calisilmasini ve alinan sonuglarin daha hizli ve gilivenilir olmasini garanti etmektedir
(Anonim 2014-b).

Bahge bitkilerinin diger kollarinda oldugu gibi, bagcilikta da iki tip ¢ogaltma
yapmak miimkiindiir. Bunlar tohumlarla yapilan generatif ¢ogaltma ve bitkilerin dal,
kok, govde gibi organlariyla yapilan vejetatif gogaltmadir. Generatif cogaltma, pratikte
pek kullanilmayan bir yontemdir. Ancak generatif c¢ogaltma yontemi 1slah
caligmalarinda elde edilen melezlerin cekirdekten {iiretiminde kullaniimaktadir.
Vejetatif cogaltma ise tamamen odunlagsmis tek yillik dallar olan ¢ubuklar ile yapilir.
Yontem, daldirma, celik ve as1 olmak iizere baslica ii¢ sekilde uygulanir. Daldirma ile
cogaltma kiiltiir cesitlerinden fidan elde etmek amaciyla bagvurulan, giiniimiizde
kullanim 6nemini biiylik dl¢lide yitirmis bir yontemdir. Celikle ¢ogaltma, cubuklarin
koklendirilmesini esas alan bir ¢ogaltma yontemidir. Celiklerin hazirlanmasinda
genellikle 7-10 mm capindaki farkli uzunluklardaki cubuklar kullanilmaktadir. Bu tip
celikler dogrudan koklendirmede kullanildigi i¢in dikim celigi adin1 alir. Asi ile
cogaltma, 1860’dan itibaren Avrupa’ya Amerika’dan filoksera denilen bir bdcegin
bulagsmasi sonucu baglarin ¢ogunun yok olmasi sonucunda yayginlasmistir. Filoksera
asmanin koklerinde yasamakta ve kokleri tahrip ederek asmayi kurutmaktadir. Bocege
karst ekonomik bir kimyasal miicadele yontemi bulunmadigindan, filokseraya karsi
dayanikli asma anaclar1 kullanilmaya baslanmistir. Artik giiniimiizde asmalar bu anaclar
tizerine asilanarak bag tesis edilmektedir. Bagcilikta asi, fidan iiretimi, baglarda
anaclarin asilanmasi veya verimli baglarda cesit degistirmek amaciyla yapilmaktadir
(Jackson 2008, Creasy ve Creasy 2009).

Bagcilik konusunda gelismis olan tilkelerde, yeni baglarin tesis edilmesi sirasinda
g6z oniinde bulundurulan en onemli faktor, ulusal ve uluslararasi pazarda yillar i¢inde
olusan pazar rekabeti sebebiyle kurulacak olan baglardan uzun yillar boyunca yeterli ve
kaliteli iirtin elde edilebilmesinin saglanmasidir. Bu amagla, kurulacak olan baglarin
ekolojiye ve pazar isteklerine uygun ¢esit, anag ve yetistirme teknigi se¢imini kapsayacak
bir sekilde planlanmas1 kag¢inilmazdir. Bu planlamanin temelini ise sertifikali, saglikli ve
standartlara uygun anaglara dayali fidanlarla baglarin tesis edilmesi olusturmaktadir
(Karaca 2006). Diinya bagcilik endiistrisi, 6nemli ol¢iide belirli gesitlerin veya bu
cesitlerin secilen klonlarinin {iretimine dayanmaktadir. Bu durum tamamen uzun yillarin
birikimi olan, tiiketici ve endiistrinin tercihi sonucunda ortaya ¢ikmistir. Sertifikasyonun
geregi, asma ve meyve fidanlarinin iiretiminde ana damizlik parselleri olarak tanimlanan,
hastaliklardan ari baz materyallerden ¢ogaltilarak tesis edilen, klon bazli anag ve kalem
damizliklarinin kurulmasi ve fidan iiretimine hizmet etmeleridir (Soylemezoglu vd 2010).
Ulkemizde sertifikal1 fidan iiretimi i¢in uygulanmasi gereken hususlar, Resmi Gazete’de
yayinlanan meyve ve asma ¢esit/ana¢ damizlig1 fidan iiretim materyali ve fidanlarinin
sertifikasyonuna ait genel esaslar tebligi ile belirlenmistir (Anonim 2014-h). Bu teblige
gore, sertifikali fidan liretim sistemi i¢in klon seleksiyonundan elde edilen materyal tercih
edilmelidir. Bagcilik konusundaki gelismeler bakimindan daha ileri durumda bulunan
tilkelerdeki verim ve kalite artisinin saglanmasi amaciyla iilkemizde iiziim g¢esitlerinin
klonlarina ait sertifikali ¢ogaltma materyallerinin iretimi saglanmis ve 2006 yilinda
yayinlanan bagcilik yonetmeligi ile bag alanlarinda dikim ve gesit degistirme igin
kullanilacak asma cogaltim materyallerinin sertifikali olmas1 zorunlulugu getirilmistir
(Karaca 2006, Anonim 2011). Ulkemiz bagciliginda standartlara uygun modern anlamda
asma fidani liretimine ilk olarak 1930’lu yillarda kamu kuruluslarinda baslanmasina
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ragmen asma baz materyaliyle ana¢ ve kalem damizlik parsellerinin kurulmasi ve
iliskilendirilmesi yoniindeki altyap1 ve tiretim zinciri kurulamamistir (Gengtan vd 2005,
Séylemezoglu vd 2010). Ulkemizde, asma fidani iireten kuruluslarin baz materyal kokenli
anac ve kalem damizliklarina sahip olmadiklar1 ya da bu damizliklarin yeterli diizeyde
olmadiklar1 bir gergektir (Soylemezoglu vd 2010). Rhizobium vitis strainlerinin asmalarda
da sistemik olarak zarar yapmasi ve hastalikla bulasik vejetatif cogaltma materyali
kullanim1 ile hizli olarak yayilabilmesi, asma gibi ticari olarak tiimiiyle as1 yoluyla
cogalan bitkilerde bu patojenin yol agtig1 verim ve kalite kayiplarinin boyutunu ayni1 hizla
artirmaktadir.

Tag Gali, asmalarda goriilen en tehlikeli hastaliklardan biridir ve {iretimi biiyiik
Ol¢iide sinirlamaktadir. Bu ¢alismada bakterinin hizli ve giivenilir bir sekilde tanisinin
gerceklestirebilmesi amaciyla primer ve prob gelistirilmesi ve Ta¢ Gali hastalik etmeni
Rhizobium vitis’in farkli opin strainlerinin baz materyal olarak kullanilacak bitkisel
materyallerden kesin ve giivenilir tespitinin saglanmas1 amaglanmistir. Ta¢ Gali hastaligi
ile bulasik cogaltma materyali ile tesis edilecek bir bag ileri donemlerde ¢ogunlukla yok
olma tehlikesiyle kars1 karsiya kalmaktadir. Fidan 6liimlerinden ya da tesis edilmis bir
bagin bu nedenle elden ¢ikmasindan dolay1 olusacak kayip diistiniildiigiinde, temiz fidan
kullaniminin ne kadar biiyiik bir 6nem tasidig1 ortaya ¢ikmaktadir. Ta¢ Gali hastaligindan
korunmada sadece temiz ¢elik ya da ana¢ kullaniminin yeterli olmadig: da bir gergektir.
Ciinkii hastalik etmeni, toprakta, hastalikli asma artiklarinda ve hatta diger bitki
artiklarinda uzun yillar canliligin siirdiirebilmektedir. Bu ¢alismada Rhizobium vitis’in
tan1 ve teshisi i¢in gelistirilen primer setleri ve problar sayesinde Ta¢ Gali hastaliginin
etkin sekilde tanisinin gergeklestirebilmesi saglanmistir. Gelistirilen LNA prob bazl
Real-Time PCR yontemi ile hastalik etmeni simptom gdstermeyen iiretim materyalinde
hizli ve kesin bir sekilde tespit edilebilir hale gelmistir. Bu durum Ta¢ Gali hastaliginin
olusturacagi zararin en aza indirgenmesine katki saglanacaktir.
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2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Vitis vinifera L. veya Vitis vinifera subsp. vinifera olarak da adlandirilan asma,
Plantae aleminin Magnoliophyta boliimiiniin, Magnoliopsida sinifindadir. Asma bu sinif
icinde Vitales takiminin, Vitaceae familyasi dahilindedir (Anonim 2014-c). Vitaceae
familyasina ait bitkiler bilinen anlamda asmalar1 tanimlamaktadir. Bu familyanin 14 cinsi
ve yaklasik 950 tiirii bulunmaktadir. Kiiltiir asmalariin tiimii Vitis cinsine aittir Vitis
genusu i¢inde yer alan kiiltiir asmasi giiniimiizde taksonomik olarak Vitis vinifera olarak
adlandirilmaktadir (Anonim 2014-d).

Yakin Dogu ve Avrupa’da dogal olarak yetisen asma tiirii Avrupa Uziimii olarak
da adlandirilan Vitis vinifera’dir. Vitis vinifera’nin iki yabani alt tiire sahip oldugu
bilinmektedir. Bunlar, Vitis vinifera subsp. sylvestris ve Vitis vinifera subsp.
caucasica’dir. Vitis vinifera subsp. sylvestris, Orta ve Gliney Avrupa, Tiirkiye’nin bati
yoreleri, Filistin ve Kuzeybati Afrika’da, Vitis vinifera subsp. caucasica ise Giiney
Rusya, Kafkasya, Ermenistan, Anadolu ve iran’da yayilis gdstermektedir. Bu tiiriin kiiltiir
formu Vitis vinifera subsp. sativa’dir. Vitis vinifera tiiriinde yaklasik 6000 ¢esidin oldugu,
bunlarin da 400°den daha azinin ticari dneme sahip oldugu ifade edilmektedir (Wagner
1976).

Vitis vinifera tiriniin ait oldugu Vitaceae familyasinin genel o6zelliklerine
bakildiginda, siiliiklerle tirmanan odunlu pargali veya bilesik, almasik durumda gévde
yapisi, genellikle 3-5 dilimden meydana gelmis asimetrik stipiillii yapraklar ve kiiciik,
yesil renkli salkim seklinde ¢icekler dikkat ¢eker. Asmanin, odunlagsmis siirgiinlerine
cubuk ad1 verilir. Govde belirli bir ylikseklikten sonra ana dallara ayrilir. Bunlara kol ad1
verilir ve ¢ubuklar bu kollar ilizerinde yer alir. Vitis vinifera yaban hayatinda kigin
yapragini doken, ¢ok yillik tirmanici bir bitkidir. Esnek govde ve dallari tizerinde yetistigi
agaclar tarafindan desteklenir. Asmanin tirmanici 6zelligi basinca hassas siiliiklerinin
varligiyla gerceklesir (Keller 2010, Rees vd 2012). Yabani asmalar, orman agaglari
tizerinde 20-30 metre yiikseklige kadar tirmanabilir. Asma gelismesine devam ettikge,
govde lizerindeki kabuk gittikce, kalinlagir ve zamanla serit halinde soyulabilir (Creasy
ve Creasy 2009).

Asmanin, y1l boyunca dinlenme ve aktif hayat olmak tizere iki ana hayatsal sathasi
vardir. Baglarda uyku donemi, sonbaharda yaprak dokiimii ile baslayip ilkbaharda
asmaya su yiirimesi ve gozlerin uyanmaya baslamasi ile sona ermektedir. Aktif hayat
donemi ise gozlerin uyanmaya baslamasindan yapraklarin dokiimiine kadar uzanan
periyottur. Asmanin uyku doneminde genellikle beslenme ile ilgili gelismeler
yasanmayip bazi i¢sel degisimler s6z konusu olmaktadir. Beslenme ile ilgili faaliyetler
esasen aktif hayat déneminde cereyan etmektedir. Ilkbaharda toprak sicaklign 10 °C’yi
buldugu andan itibaren gozler uyanmaya baslamakta ve bu tarihten itibaren sicaklik
yaninda topraktaki rutubet ve besin maddesi igerigine gore siirgiinler hizli bir sekilde
biiylimeye devam ederken ¢i¢ceklenme doneminde gelisme kismen yavaslamaktadir. Bu
siirecin ardindan ¢igeklenme, ¢iceklenme donemindekinden daha az olmak iizere devam
etmekte, ben diigme doneminde ise tekrar yavaslayarak durmaktadir (Kerridge ve Antcliff
2000, Jackson 2008).
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Asmada c¢icek durumu bilesik salkim seklindedir. Asma ¢igegi, bes canak
yapragin birlesmesinden olusan kaliks, bes ta¢ yapragin birlesmesinden olusan korolla,
bes adet erkek organ, iki karpelli birlesmis bir disi organ ve nektar bezlerinden
olugmaktadir (Scoggan 1978). Erkek organlarda anterler, ikiser adet polen kesesi ve iki
tekadan olusur. Polen keselerinde erkek esey hiicrelerini olusturacak olan polen ana
hiicreleri bulunmaktadir. Asmanin polenleri kiiciik, genellikle oval yapida ve sari
renktedir. Baz1 asma cigekleri alt1, bazilar1 nadir olarak dort veya yedi adet erkek organa
sahiptir. Vitis vinifera tiirtinde iki ¢igek tipi bulunmaktadir. Bunlardan birisi hermafrodit
digeri ise fonksiyonel disi cigektir. Hermafrodit cigeklerde erkek ve disi organ ayni
cicekte bulunmaktadir. Fonksiyonel disi ¢i¢eklerde erkek organlar muhtelif derecelerde
asag1 dogru kivrik olup kisirdir. Fonksiyonel disi ¢icekli olarak tanimlanan cesitlerde,
mikrospor gelisimi hermafrodit olanlardan farkl bir gelisme gosterir. Bu ¢esitler, sayica
daha kii¢iik bir grubu olusturur ve genel olarak kisir ¢igek tozlarina sahip olarak
nitelendirilirler (Keller 2010). Genel bir kural olarak meyve tutumu, hermafrodit ¢igekli
asmalarda kendine, fonksiyonel disi ¢igekli asmalarda ise yabanci tozlasma ve dollenme
seklinde olmaktadir (Einset ve Pratt 1975). Asmalar, diger ¢ok yillik bitkilere gore daha
kisa genglik kisirligi donemine sahip olmalarina ragmen, iiriin alabilmek i¢in 2-5 yillik
bir siirenin ge¢mesi gerekmektedir. Asmanin ekonomik Omrii bakim sartlarina gore
degismekle birlikte 30-40 yil civarindadir Fakat bundan ¢ok daha yash oldugu halde
iziim verebilen asmalar da mevcuttur (Powers 2002). Dikkatli yonetilen asma ¢cok uzun
siire verimli kalir, kesin olmamakla birlikte yasayan en yash asmanin 1769°da dikildigi
distiniilmektedir (Anonim 2014-f).

Asmanin meyvesine iiziim adi verilir. Meyveler, salkim halinde bulunur ve her
salkim iiziim ¢esidine bagli olarak degisik sayida liztim tanesi igerir. Salkim sekli,
cesitlere gore ve hatta ayni ¢esit icerisinde bile degisiklik gosterebilir. Taneler, yuvarlak,
oval gibi farkl sekillerde olabilirler. Tane rengi agisindan siyah ve beyaz renkli tiziimler
diye iki ana gruptan bahsedilebilir. Siyah renkli iiziimler, pembe veya kirmizi gibi daha
alt gruplara ayrilabilir. Ayrica beyaz diye tanimlanmasina ragmen bu gruptaki {iziimlerin
kabuk rengi sar1 ila agik yesil arasinda degisir. Tanelerin iizeri ¢esitlere gore farkli
kalinlikta olan mumsu bir tabaka ile kaplidir (Rees vd 2012). Taneler ¢ekirdek durumuna
gore, cekirdekli ve cekirdeksiz seklinde ikiye ayrilir. Cekirdeksiz cesitler ise tamamen
cekirdeksiz veya iz halinde c¢ekirdek igeren cekirdeksiz cesitler seklinde ayrilir.
Cekirdekli ¢esitlerde meyve normalde dort ¢ekirdek tasir. Fakat bu sayidan daha az veya
fazla ¢ekirdege sahip cesitler de mevcuttur (Jackson 2008). Cekirdek sayisi ile tane iriligi
arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir (Keller 2010). Uziimlerin tam olarak
olgunlasabilmesi i¢in yillik belli bir sicaklik toplamina erisilmesine ihtiya¢ vardir.
Erkenci gesitlerde 1600-2000 °C gecci cesitlerde ise 3000 °C veya daha fazla sicaklik
toplami ve ortalama 1300 saatlik glineslenme olgunlagma i¢in yeterlidir (Creasy ve Creasy
2009).

Uziimlerin bilesimindeki en énemli karbonhidratlar, glikoz ve fruktozdur. Bu iki
karbonhidrat, siradaki sekerlerin %99’unu, olgun tane agirhiginin ise %12-27’sini
olusturur. Bu sekerler yapraklarda cogunlukla sakkaroz seklinde sentezlenir. Daha sonra
lizim tanelerine tagiman sakkaroz invertaz enzimi yardimiyla kendisini olusturan glikoz
ve fruktoza ayrisir. Uziimlerdeki en 6nemli asitler, tartarik asit ve malik asittir. Bu asitler
lizimiin toplam asit igeriginin %70-%90’ 1 olusturur. Her iki asitte yapraklarda
sentezlenip meyveye tasinir. Bu asitler haricinde, sitrik, siiksinik, fumarik, formik, asetik,
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glikolik, laktik, akonitik, kuinik, sikimik ve mandelik asitler {iziim iceriginde yer alir
(Ruffner 1982). Taneler olgunlagmamis halde iken yesil rengini klorofilden alirlar. Beyaz
tizlimlerin rengini flavon ve flavon grubu sar1 renk maddeleri olusturur. Kirmizi ve siyah
renkli tizlimlerin rengini ise antosiyanidin grubu renk maddeleri olusturur. Tane eti
genellikle beyazdir (Creasy ve Creasy 2009). Avrupa asmasi iizlimiiniin kimyasal igerigi
Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. 100 g Avrupa asmast liziimiiniin kimyasal i¢erigi (Anonim 2014-f)

Genel Kompozisyonu Mineral Icerigi Vitamin Icerigi Aminoasit Icerigi
Su 80.54 ¢ Kalsiyum 10mg  C vitamini 3,2mg Triptofan 0,011g
Enerji 69 kcal Demir 0,36 mg Tiyamin 0,069 mg Treonin 0,022 g
Protein 0,72g  Magnezyum 7 mg Riboflavin 0,070 mg izolésin 0,011 g
Toplam yag 0,16 g  Fosfor 20mg  Niyasin 0,188 mg Losin 0,022 g
Doymus yag 0,0054 g Potasyum 191 mg Pantotenik asit 0,50 mg Lizin 0,027 g
Doymamus yag0,055 g Sodyum 2 mg B-6 vitamini 0,086 mg Metiyonin 0,009 g
Fitosterol 4 mg Cinko 0,07 mg Folat 2 ug Sistin 0,010 g
Kiil 0,48 ¢  Bakir 0,127 mg Kolin 5,6 mg Fenilalanin 0,019¢
Karbonhidrat 18,10 g Mangan 0,7lmg  Betain 0,1 mg Tirozin 0,010 g
Diyet lif 09¢g Selenyum 0,1 ug B karoten 39 ug  Valin 0,022 g
Glikoz 720g  Flor 7.8 ug o karoten 1ug Arjinin 0,130 g
Fruktoz 813 ¢ A vitamini 66 IU  Histidin 0,022 ¢
E vitamini 0,19 mg Alanin 0,022 g

K vitamini 14,6 ug Aspartik asit 0,038 g
Glutamik asit 0,081 g

Glisin 0,016 g
Prolin 0,080 g
Serin 0,022 g

Asma, organik madde ve besin maddeleri agisindan zengin, su tutma kapasitesi ve
havalanmasi elverisli pH’s1 6-8 civarinda olan topraklarda iyi gelisme gostermektedir
(Creasy ve Creasy 2009). Asmalar, oldukca gelismis kok yapisina sahiptir. Asma
koklerinin biiylik cogunlugu, topragin ilk 20-60 santimetrelik katmaninda bulunur. Kok
govdesinin alt kisminda bulunan ve topragin derinliklerine dogru giden dip kokler ise
toprak icinde 12 metre kadar derine inebilir. Fakat koklerin yaris1 topragin ilk 24-45
santimetrelik kisimda yer alir. Ortalama bir asmada on bine yakin kilcal kdk bulunur
(Jackson 2008). Gelismis kok yapisi sayesinde yagisi az olan bolgelerde ve tarla, meyve
ve sebze tarimi yapilamayan sirtlarda da asma yetisebilmekte, erozyona uygun alanlari
erozyondan korumaktadir (Keller 2010).

Vitis vinifera‘nin kokleri toprak i¢inde yasayan filoksera (Phylloxera vastatrix)
isimli bir bocege karst hassastir. Dolayisiyla asmanin toprak i¢inde kalan ve anag¢ adi
verilen kismi, bu bocege dayanikli bagka asma tiirleriyle olusturulur ve bunlarin {izerine
ticari olarak yetistirilecek Vitis vinifera tiirii kalemler asilanir (Winkler vd 1974). Avrupa
iilkelerinde bagcilik 19. yiizyil ortalarina kadar eski bagcilik diye tanimlanan ve kiiltiir
cesitlerinin dogrudan koklendirilmesi ile elde edilen asmalarla yapilmaktaydi. Fakat 1861
yilinda orijini Amerika olan ve filokseranin Avrupa’ya bulagmasi ile baglarin 6nemli bir
boliimii zarar gorerek kurumustur. Filoksera, Avrupa baglarinda ilk olarak 1868 yilinda
rapor edilmistir (Planchon 1868). Filokseranin, Avrupa’ya 1854-1860 yillar1 arasinda
Amerika’dan getirilen fidanlardan bulastigi tahmin edilmektedir. Bocege karsi alinan
hicbir 6nlem fayda saglamamistir. 1872 yilinda Vitis aestivalis tiirii asmalara filoksera
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tarafindan zarar verilmedigini gézlemlenmis ve bunun sonucunda Vitis vinifera tiiriiniin
Kuzey Amerika orijinli Vitis berlandieri, Vitis riparia, Vitis rupestris gibi Vitis tiirleri
iizerine agilanmasini 6nermistir (Laliman 1872, Shaffer vd 2004). Baslangigta bu yabanil
asmalarin kendileri anag olarak kullanilmis, bu anaglar daha sonraki donemlerde yerlerini
birbirleriyle veya Vitis vinifera tiirii ile melezlenmesi sonucu olusturulan melez Amerikan
asma anaclarina birakmigtir. Giiniimiizde bile bagcilikta filoksera zararina karsi anag
kullanim1 disinda pratik ¢6ziim bulunmamaktadir (Winkler vd 1974). Filokseraya karsi
asma tiirlerinin dayaniklilik géstermesinin nedeni, bocegin asma kokiinti emdigi kisimda,
asmanin gosterdigi reaksiyon ile bir mantar tabakas1 meydana getirmesi ve bu tabakanin
kokiin i¢ kisimlarini ¢lirlimekten korumasi esasina dayanir. Yerli asmalarda bu reaksiyon
yavas meydana gelmekte, mantar tabakasi ya cok ince olusmakta veya hig
olugsmamaktadir. Amerikan asmalarinda bu tabaka hizli olusmakta ve kalin bir sekilde
meydana gelmektedir (Anonim 2012-a). Asisiz asmalarin toprakla olan adaptasyonlari
daha iyi olmasina karsin, filoksera ve nematodlar asmalarin koklerinde biiyiik zararlar
meydana getirmektedir. Bu nedenle maliyeti artirmasina ragmen, bu zararlilarla bulasik
ve riskli bolgelerde Amerikan asma anaglarinin kullanilmasi tavsiye edilmektedir
(Powers 2002) Diinya bagciligindaki bu degisim dikkate alinarak iilkemizde de Amerikan
asma anacit kullanimina gecilmistir. Filoksera zararmin heniiz etkili olarak ortaya
cikmadigi bazi bolgelerimizde hala kiiltiir asmasiin kendi kokleri tizerinde yetistirildigi
de goriilmektedir. Ancak giinlimiizde iilkemiz topraklarinin biiyiik bir kisminin filoksera
zararlis1 ile bulasik oldugu dikkate alinarak yeni baglar tesis edilirken mutlaka olumsuz
iklim ve toprak Ozellikleri yaninda filoksera hatta bazi yorelerimizde nematodlara
dayanikli anaglar {izerine asili fidanlarin kullanilmasi gerekmektedir (Pearson ve Goheen
1988)

Ulkemizde ticari olarak yetistirilen ve standart kabul edilebilecek niteliklere sahip
iziim c¢esidi sayist 70-80 dolayindadir (Celik vd 2010). Bugiine kadar yapilan
arastirmalardan elde edilen sonuglara gore, Tiirkiye baglarinda 6zellikleri belirlenmis cok
sayida ana¢ da bulunmaktadir (Celik vd 1998, Ozdemir 2005). Ulkemizin degisik
bolgelerinde yaygin olarak kullanilan asma anaglari, 41B, SBB, 1103P, 99R, Rup. du Lot
olarak siralanabilir (Celik vd 2010). Bagciligin gelistigi lilkelerde anaglarin sayilari
sinirlandirilmistir (Celik 1998). Tiirkiye’de ¢esit ve ana¢ standardizasyonu dinamik bir
yap1 gostermektedir (Celik vd 2010).

Diinya iizerinde ¢ok farkli iklim kosullarina adapte olabilmis olan asmanin,
yiiksek oranda ve stirekli olarak yabanci dollenmesi sonucunda ortaya ¢ikan heterozigotik
kalitsal yapi, tohumdan elde edilen fertler arasinda biiyiik genetik farklilik ortaya
cikmasina neden olmustur (Alleweldt ve Possingham, 1988). Yiiksek oranda
heterozigotik kalitsal yapiya sahip olan asma tiirlerin ¢ogaltilmasinda genellikle vejetatif
yontemler kullanilmaktadir. Kokeni ¢ok eski tarihlere dayanan ¢esitlerin giintimiize kadar
korunmalar1 bu sekilde saglanmigtir (Powers 2002). Tiirlerin ¢cogaltilmasinda vejetatif
yontemlerin benimsenmesi ile kokeni ¢ok eski tarihlere dayanan cesitlerin giiniimiize
kadar korunmasi bu sekilde saglanmistir. Diinya’da, 30.000 civarinda isimlendirilmis
tiztim ¢esidi bulundugu bilinmektedir. Bunlardan 15.000’inin genotipik olarak farkli
olabilecegi disiiniilmektedir (Alleweldt ve Possingham, 1988). Vejetatif ¢ogaltmanin
kolayligi, birgok iiziim ¢esidinin Diinya’nin farkli bolgelerine yayilmasini saglamistir.
Bunun sonucu olarak, bazi ¢esitler giiniimiiz itibariyle yiiziin iizerinde sinonim ve ¢ok
sayida homonime sahiptir (Anonim 2014-1).
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Cesit standardizasyonun olmamasi, 1slah edilmemis mahalli g¢esitlerin
kullanilmasi, yanlis budama, yanlis giibreleme, asir1 veya yetersiz sulama gibi teknik ve
kiltiirel uygulamalarin uygun bir sekilde gerceklestirilememesi yaninda, filoksera,
nematodlar, salkim giivesi, tripsler, bag uyuzu, kirmiz1 6riimcekler, bag maymuncuklari,
haziran bocekleri, arilar, kuglar gibi zararlilar, Kiilleme, Mildiyo, Olii Kol, Antraknoz,
Kursuni Kiif, Kav, Pas, Kok Ciiriikligii, Sap Ciiriikliigii, Aci Ciiriikliik, Beyaz Ciiriikliik,
Siyah Ciiriikliik, gibi fungal hastaliklar, Kisa Bogum, Arabis Mozaigi, Sar1 Mozaik, Sar1
Benek, Damar Bantlagsmasi, Yaprak Kivircikligi, Govde Cukurlagmasi gibi viriis ve viriis
benzeri etmenlerin olusturdugu hastaliklar, Bag Kanseri, Asmada Bakteriyel Yaniklik,
Asma Vebast ve Ta¢ Gali hastaligit baglarda meydana gelen hastaliklar diisiik
verimliliginin temel nedenleri arasinda sayilabilir.

Asmada hastaliga neden olan bakteriyel hastalik etmenleri: Rhizobium vitis,
Rhizobium tumefaciens, Xylella fastidiosa ve Xylophilus ampelinus bircok iilkede
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Loubser 1978, Anderson ve Moore 1979,
Kennedy ve Alcorn 1980, Burr ve Katz 1984, Staphorst vd 1985, Ma vd 1987, Bishop vd
1988, Stefani ve Rudolph 1989, Brisset vd 1991, Canfield ve Moore 1991, Haas vd 1991,
Sawada ve Ieki 1992-a, Eastwell vd 1995, Benlioglu ve Ozakman, 1998, Burr vd 1998,
Bazzi vd 1999, Alexandrova vd 2000, Cubero ve Lopez 2001, Khlaif 2003, Kawaguchi
vd 2005-a, Grall vd 2005, Lim vd 2009, Pulawska 2010, Tolba ve Zaki 2011, Vizitiu ve
Dejeu 2011, Campillo vd 2012, Rouhrazi ve Rahimian 2012). Son yiiz yillik periyotta
ozellikle Avrupa’da bakteriyel hastaliklarin tiziim iiretimindeki diisiislerde énemli role
sahip oldugu rapor edilmektedir (Vizitiu ve Dejeu 2011). Diinya’da {iziim iiretiminin
%90°1 Vitis vinifera kiiltivarlart ile gergeklestirilmektedir. Ancak Vitis vinifera
kiiltivarlarinin  %95’inin Rhizobium vitis’e kars1 hassas oldugu rapor edilmektedir
(Bishop vd 1989, Ophel ve Kerr 1990, Mahmoodzadeh ve Doulati Baneh 2008). Ta¢ Gali
hastaligi, 6zellikle Akdeniz’e kiyisi olan 1liman iilkelerde yaygindir (Rhouma vd 2006,
Chebil vd 2013).

Rhizobium strainleri 0,5-1x1,2-3 um ebatlarinda ¢ubuk seklinde, 1-6 adet peritrik
kamg1 bulunduran, Gram-negatif, spor olusturmayan, aerobik bakterilerdir (Kuykendall
vd 2005, Vizitiu vd 2012). Rhizobium cinsi bakterilerin genom biiyiikliikleri 3-3,6x10°
baz cifti, DNA’sinin %GC igerigi %57-66 arasinda degismektedir. Pek ¢cok Rhizobium
tiiri bitki dokular1 arasinda oldukca diisiik oksijen konsantrasyonunda gelisebilmekte,
hatta bazi1 Rhizobium strainlerinin nitrat varliginda anaerobik solunum yapabildigi de
bilinmektedir (Kuykendall vd 2005, Young vd 2005). Bu cinsteki bakterilerin
gelisilebildikleri sicakliklar, bakterinin tiirline hatta strainine gore biiylik degisiklik
gostermektedir. Rhizobium cinsi bakterilerin, 4-40 °C gibi mezofil bakterileri icin uc
sayilabilecek sicakliklarda geligebilen strainleri vardir. Optimum gelisme pH’lari, 6-7
arasinda degismekle birlikte, 4-10 pH araliginda gelisebilmektedirler. Bu cinsteki
bakterilerin jenerasyon siireleri 1,5-5 saat arasinda degismektedir (Kuykendall vd 2005).
Rhizobium strainleri, daire seklinde, diizgiin kenarli, konveks, herhangi spesifik bir renk
pigmenti icermeyen koloniler meydana getirirler. Kolonilerin rengi genellikle a¢ik bejdir
(Young vd 2005). Farkli Rhizobium tiirlerinin 61 kadar karbonhidrat tiiriinii oksidatif veya
fermentatif glikoz mekanizmasinda karbon kaynag: olarak kullanabildigi bilinmektedir
(White 1972). Karbonhidrat iceren besi ortamlarinda gelistirildiginde asit reaksiyon verip
ekstraseliiler polisakkaritlerden olusan kaygan bir yapt meydana getirmektedirler. Asit
tiretimi en fazla, L-arabinoz, sellobiyoz, D-fruktoz, D-glikoz, laktoz, maltoz, gibi
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karbonhidratlarin varliginda ortaya ¢ikmaktadir. Rhizobium tiirleri genellikle, katalaz
pozitif, oksidaz pozitif ve lireaz pozitiftirler. Pek ¢ok farkli karbonhidrat, organik asit
tuzlar1 ve aminoasidi karbon kaynagi olarak kullanabilmelerine ragmen, seliiloz, nisasta,
agar ve kitini sindiremezler. Baz1 Rhizobium strainleri i¢in amonyum tuzlar1 ve nitratlar
azot kaynagi olarak yeterli iken, bazi strainler i¢in bazi aminoasitler ve ek gelisme
faktorleri elzem olabilmektedir (Young vd 2005). Pek c¢cok Rhizobium straini, 3-
ketoglikozitleri sentezleme kabiliyetindedir. Hiicre duvar yapilan diger Gram-negatif
bakterilere benzemekle birlikte peptidoglikan tabakasindaki 16sin, fenilalanin, serin ve
aspartik asit miktar1 pek ¢ok patojenik Gram-negatif bakteriye oranla fazladir
(Kuykendall vd 2005). Lipopolisakkaritlerin hiicre duvarlarindaki kompozisyonu,
strainden straine degismekle birlikte glikoz, mannoz, ramnoz, glikozamin, fukoz,
galaktoz, 2-keto 3-deoksioktanoik asit ve iironik asit, oran1 goreli olarak sabittir (Carlson
1982). Elektron mikroskobu goriintiileri ve biyokimyasal analizler, patojenik Rhizobium
strainlerinin hiicre duvarlarinda seliiloz i¢eren fibrillerin bulundugunu goéstermektedir. Bu
fibrillerin enfeksiyon esnasinda bakterinin bitki hiicresine tutunmasini sagladigi
bilinmektedir (Matthysse vd 1981, Escobar ve Dendekar 2003). D1 membranda yer alan
lipopolisakkaritlerin de bakterinin yaralanmig bitki hiicresine baglanmasinda rol oynadigi
belirlenmistir (Whatley vd 1976, Matthysse vd 1978, Alexandrova vd 2000, De Castro
vd 2008). Rhizobium tiirlerinin bitkiye tutunmasinda bakteriye aracilik eden farkli
bakteriyel adezinlerin oldugu da bilinmektedir (Smit vd 1989).

Rhizobium tiirlerinde bulunan plazmitlerin sayisi, biiyiikliikleri ve yapilari
degiskenlik gostermektedir (White ve Nester 1980, Willmitzer vd 1983, Buchholz ve
Thomashow 1984, Dong vd 1992, Sawada vd 1995, Pulawska 2010). Rhizobium
tiirlerinin bitkilerde neden oldugu tiimoér veya asir1 sacak kok olusumu patojenik
Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rubi, Rhizobium vitis, Rhizobium larrymoorei,
Rhizobium skierniewicense, Rhizobium nepotum strainlerinin sahip oldugu Ti ve
Rhizobium rhizogenes strainlerinin sahip oldugu Ri plazmitleri ile iliskilidir (Ream 1989,
De la Riva vd 1998, Oger vd 1998, Bouzar ve Jones 2001, Kuykendall vd 2005, Young
vd 2005, Pulawska vd 2012-b). Bu plazmitler, strainler arasinda transfer edilebilir
niteliktedir (Van Larebeke vd 1975, Oger vd 1998). Her iki plazmit de hastalik olusumuna
neden olan benzer mekanizmalardan sorumludur. Ti ve Ri plazmitleri iizerinde yapilan
sekans analizleri her iki plazmitin de farkl diziler icerdigini gostermektedirler (White ve
Nester 1980). Patojenik olmayan Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium rhizogenes
strainlerinde Ti veya Ri plazmitleri gibi biiyiik ancak patojenisite ile ilgili olmayan
plazmitlere de rastlanabilmektedir (Merlo ve Nester 1977, Sheikholeslam vd 1979).
Benzer plazmitlere, patojenik Rhizobium tiirlerindeki Ti ve Ri plazmitlerinin yaninda da
rastlanabilmektedir. Patojenik Rhizobium tiirlerinde bulunan plazmitler, yap1 ve say1
acisindan biiyiik heterojenlik gostermektedir. Patojenik Rhizobium strainlerinde bulunan
Ti ve Ri plazmitlerin biiyiikliiklerinin 200 ila 800 kb, arasinda degistigi rapor edilmistir
(De Vos vd 1981, Pomponi vd 1983, Hood vd 1984, Jouanin 1984, Knauf vd 1984, Unger
vd 1985, Komari vd 1986, Paulus vd 1989, Paulus vd 1991, Gerard vd 1992, Fortin vd
1993, Vaudequin-Dransart vd 1995, Otten vd 1996, Suzuki vd 2000, Goodner vd 2001,
Wood vd 2001, Gelvin 2003). Yapilan arastirmalar, patojenik Rhizobium strainlerinde
plazmit sayisinin 1 ila 5 arasinda degistigini, biiyiikliiklerinin 5 ila 1000 MDa (~7,5-1500
kb) arasinda degistigini gostermistir (Albiach ve Lopez 1992, Pulawska 2010). Bazi
Rhizobium strainlerinin, tiim bu genetik materyallere ek olarak yaklasik 2,1x10° baz ¢ifti
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uzunlugunda lineer ikinci bir kromozoma sahip oldugu da bilinmektedir (Allardet-
Servent vd 1993).

Opinler, patojenik Rhizobium tiirlerinin bitkinin metabolik aktivitelerini modifiye
etmesi sonucunda olusan asir1 sagak kok veya tiimorlerde iiretilen miistesna aminoasit ve
iminoasit tiirevleridir (Burr ve Otten 1999, Kuykendall vd 2005). Bu bilesikler, aminoasit
ve iminoasitlerin sekerler ile kondanse olmasi ile meydana gelen maddelerdir (De la Riva
vd 1998). Opinler, ilk kez 1956°da Lioret tarafindan tiimdr dokularindan diisiik molekiiler
agirlikl bilegenler olarak tanilanmiglardir (Lioret 1956, Escobar ve Dendekar 2003). Bu
bilesen bitkiler tarafindan sentezlense de bitkiler ve bir¢ok mikroorganizma tarafindan
metabolize edilemez (De la Riva vd 1998, Burr ve Otten 1999, Kuykendall vd 2005,
Pulawska 2010). Opinler, sadece spesifik opin katabolizmasindan sorumlu genleri tagiyan
patojenik Rhizobium strainleri tarafindan karbon ve azot kaynagi olarak kullanilabilirler
(Guyon vd 1993, Kuykendall vd 2005, Vizitiu ve Dejeu 2011). Tiimdr olusumuna neden
olan Rhizobium straini, bitki icindeki gelisimi esnasinda substrat olarak belirli bir opin
tipini kullandigindan, tiimor olusumuna neden olan Rhizobium straini ile tiimorde
saptanan opin fenotipi arasinda yiiksek bir korelasyon vardir (Dessaux vd 1998, Rouhrazi
ve Rahimian 2012). Bitkiye aktarilan T-DNA {izerinde yer alan bazi spesifik genler,
bitkinin sentezledigi fotosentetik iirlinleri sadece patojenik Rhizobium tiirleri tarafindan
kullanilabilir forma sokan mekanizmalarin olusturulmasina rehberlik etmektedir
(Kuykendall vd 2005). Opin katabolizma genleri, Ti veya Ri plazmit iizerinde fakat T-
DNA disinda yer almaktadir (Bomhoff vd 1976, Montoya vd 1977, Pulawska 2010). Bu
durum Rhizobium tiirlerine, diger bakteri tiirlerine kars1 rekabet avantaji saglamaktadir
(Burr ve Otten 1999, Kuykendall vd 2005). Bir Rhizobium straininin bitkiye sentezlettigi
opin tipinin, baska bir Rhizobium straininin gelisimini inhibe edebildigi de saptanmistir
(Kim vd 2001, Pulawska 2010). Bazi1 patojenik Rhizobium strainlerinin, birden fazla opin
tipini katabolize edebildigi de bilinmektedir (Moore vd 1997). Baz1 Pseudomonas ve
Corynebacterium tiirlerinin bazi opinleri metabolize edebildigi rapor edilmistir (Beaulieu
vd 1983, Tremblay vd 1987-a, Tremblay vd 1987-b, Moore vd 1997). Bugiine degin
Rhizobium tiirlerinin olusturdugu hiperplastik dokulardan, agrosinopin, agropin,
agropinik asit, asparajinopin (siiksinamopin), epilosinopin, glutaminopin, histopin,
krizopin, kukumopin, lizopin, 10sinopin, mannopin, mannopinik asit, metiopin,
mikimopin, nopalin, nopalinik asit (ornalin), oktopin, oktopinik asit, rideopin, santopin,
strombin, tauropin, valinopin, vitopin (heliopin), farkli canlilardan, asetopin, alanopin,
1zoldsinopin, fenilalaninopin, insandan, sakkaropin gibi daha pek ¢ok opin ve opin
tiirevleri izole edilmis, tanimlanmistir (Petit vd 1983, Szegedi vd 1988, Chang vd 1989,
Chilton vd 1995, Moore vd 1997, Dessaux vd 1998, Pionnat vd 1999, Moriguchi vd 2001,
Filo vd 2013, Anonim 2014-a). Tiimorijenik Rhizobium strainlerinin enfeksiyonlarinda
en fazla rastlanan opin tiirleri, nopalin, oktopin, agropin, asparajinopin ve krizopindir
(Dessaux vd 1998). Asmalardan izole edilen tiimorlerde en fazla rastlanan opin tiirevleri
ise oktopin, nopalin ve vitopin olarak siralanabilir (Szegedi vd 1988, Paulus vd 1989,
Canaday vd 1992, Gerard vd 1992, Burr vd 1998, Burr ve Otten 1999, Ride vd 2000,
Szegedi 2003, Szegedi vd 2005, Genov vd 2006, Bini vd 2008-b, Palacio-Bielsa vd 2009).
Rhizobium vitis strainlerinin katabolize edebildigi opin tiirlerinin en yaygini, %60-75 ile
oktopindir. Oktopini, %20-30 ile nopalin, %5-10 ile vitopin takip etmektedir (Burr vd
1998, Ride vd 2000, Szegedi 2003). Oktopin, arjinin ve priivatin bir araya gelmesiyle
meydana gelen bir iiriinken, nopalin, arjinin ve a-ketoglutaratin bir araya gelmesi ile
meydana gelmektedir (Dessaux vd 1993). Vitopin ise priivat ve glutaminin birlesmesi ile
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olugsmaktadir (Chilton vd 2001, Szegedi 2003). Bazi opinlerin, patojenik olmayan
strainlere Ti plazmitin konjugal transferini indiikledigi ve enfeksiyondan sorumlu
plazmitin yayilmasina katkida bulundugu belirlenmistir (Gelvin 1992, Guyon vd 1993).
Plazmitlerin dagilisina dair yapilan analizler, Rhizobium cinsi bakterilerin ekolojilerinin
cok kompleks oldugunu gostermistir (Moore vd 1997). Bir tiimorde bulunan opinlerin
kuru agirligiin, toplam tiimor kuru agirligiin %7’sine kadar ¢ikabildigi belirlenmistir
(Dessaux vd 1993, Escobar ve Dendekar 2003).

Tiimorijenik Rhizobium strainlerinin konuk¢u araliginin ¢ok genis oldugu
bilinmektedir (Kuykendall vd 2005). Bitkiler aleminde 93 familyada yer alan, 331 cins
dahilindeki 640’tan fazla dikotiledon bitki tiirliniin patojenik Ti plazmitine sahip
Rhizobium strainleri (De Cleene ve De Ley 1976, Vizitiu ve Dejeu 2011), 15 familyada
yer alan, 30 cins dahilindeki 37 dikotiledon bitki tiiriiniin de Ri plazmitine sahip
Rhizobium strainleri tarafindan transforme edilebildigi saptanmistir (De Cleene ve De
Ley 1981, Vizitiu ve Dejeu 2011). Patojenik Rhizobium tiirlerinin, bazi1 maya (Bundock
vd 1995, Bundock ve Hooykaas 1996, Piers vd 1996) ve fungus (De Groot vd 1998,
Abuodeh vd 2000, Michielse vd 2005) tiirlerini hatta laboratuvar sartlarinda insan
hiicrelerini (Kunik vd 2001) transforme edebildigi de rapor edilmistir. Patojenik
Rhizobium cinsi bakteriler hastalik fenotipine bagl olarak yedi farkli tiire ayrilmaktadir.
Bu tiirler: Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rubi, Rhizobium vitis, Rhizobium
rhizogenes, Rhizobium larrymoorei, Rhizobium skierniewicense ve Rhizobium nepotum
tiirleri olarak siralanabilir. Bu tiirler haricinde patojenik tiirler ile yakin akraba olmasina
ragmen, patojenik olmayan ve bitkide nodiil olusturmayan Rhizobium radiobacter tiirii
de bulunaktadir (Bouzar ve Jones 2001, Matthysse 2005, Lim vd 2009, Slater vd 2009,
Vizitiu vd 2012, Pulawska vd 2012-b).

Rhizobium tiirlerinde Pseudomonas veya Xanthomonas cinsi bakterilerin
patovarlarinda oldugu gibi konukc¢u araligi spesifikligi goriilmez (Kuykendall vd 2005).
Rhizobium tumefaciens pek ¢ok dikotiledon bitkide ve bazi monokotiledon bitkilerde kok
uru hastaligina, Rhizobium rhizogenes pek cok dikotiledon bitkide sacak kokliiliige neden
olur (Slater vd 2009). Rhizobium tumefaciens, tiirii kendi i¢inde dokuz genomik varyete
barindirmakta ve taksonomik acidan diger Rhizobium tiirlerinden daha heterojen bir yap1
sergilemektedir (De Ley 1974, Portier vd 2006, Costechareyre vd 2010). Gergeklestirilen
taksonomik c¢alismalar neticesinde, Rhizobium tumefaciens tiirliniin genomik
varyetelerinden olan Rhizobium tumefaciens genomovar G2 ve Rhizobium tumefaciens
genomovar G8 varyetelerinin, Rhizobium pusense (Panday vd 2011) ve Rhizobium
fabrum (Lassalle vd 2011) adinda farkli bir Rhizobium tiirii olarak kabul edilmeleri
onerilmistir. Rhizobium rubi strainlerinin, 6zellikle Rubus cinsinde timor olusumuna
neden olsa da aslinda genis bir konukgu araligina sahip oldugu saptanmistir (Sawada vd
1992-a). Rhizobium rubi strainlerinin konuk¢u araligi Rubus tiirlerinin yaninda, kiraz,
seftali, armut, krizantem, aycicegi gibi bitkileri de kapsamaktadir (Pulawska 2010).
Rhizobium skierniewicense strainlerinin krizantem ve kiraz eriginde (Pulawska vd 2012-
b), Rhizobium nepotum strainlerinin ise kiraz erigi, kiraz, Prunus aviumxPrunus
pseudocerasus hibrit kiraz anaci, ahududu ve asmada (Pulawska vd 2012-a) hastalik
yaptig1 belirlenmistir. Bir istisna olarak Rhizobium larrymoorei tiirii sadece aglayan
incirden izole edilmistir (Bouzar vd 1995, Bouzar ve Jones 2001). Rhizobium vitis, Vitis
cinsinde baskin tiimdrijenik bakteri tiirii olsa da (Thies vd 1991, Young vd 2005, Tanaka
vd 2006) Actinidia tiirleri, krizantem, domates, kivi gibi bagka konukc¢ulardan da izole
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edilebildigi bilinmektedir (Sawada ve Ieki 1992-a, Pulawska 2010). Ozellikle Rhizobium
vitis strainlerinin asma dokularinda nekroz olusturmasini saglayan poligalakturonaz
aktivitesinin ve tartarat degredasyon yeteneginin patojenin konukgu araligini belirlemede
onemli rol oynadig1 saptanmistir (Crouzet ve Otten 1995, Szegedi 1985, McGuire vd
1991, Rodriguez-Palenzuela vd 1991, Otten vd 1996). Poligalakturonaz sentezinden ve
tartarat degredasyonundan sorumlu far genlerinin mutasyona ugratilmasinin patojenin
konukg¢u araligin1 daraltmasa da ve liztimdeki viriilensligini azalttigi da bilinmektedir
(Burr vd 1998). Bunun yaninda Vitis tiirlerinde kallus olusturma yetenegi ile Rhizobium
vitis strainlerinin olusturdugu Ta¢ Gali hastaligina kars1 dayaniklilik arasinda negatif bir
korelasyon oldugu da rapor edilmistir (Burr 2004).

Onkojenik Oni
pin
i Sitokinin
‘ Sag T-DNA Smuri
Oksin /

‘(onjugatif Transfer
T-DNA Bélgesi

Sol T-DNA Smir

~

Viriilens Bilge Opin Katabolizmasi

==

Replikasyon Orijini

Sekil 2.1. Ti plazmitin sematik gésterimi (Pacurar vd 2011)
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Sekil 2.2. Plazmit ve ikincil kromozomun replikasyonunda gorev alan repC proteinlerine
bagli olarak yapilan Rhizobiaceae familyas: filogenetik analizi. Organizma
isimleri NCBI ulagim numarasina gore siralanmistir. Kirmizi Rhizobiales, mor
Sphingomonadales, mavi Rhodospirillales, yesil Rhodobacterales, turuncu
Caulobacterales subesini sembolize etmektedir. Rrad, Rhizobium radiobacter,
Rvi, Rhizobium vitis, Rtu, Rhizobium tumefaciens, R., Rhizobium, S.,
Sinorhizobium (Slater vd 2009)

Onkojenik plazmitlerden yoksun Rhizobium strainleri patojenik degildirler
(Young vd 2005). Ti plazmit {izerinde tiimdr olusumundan sorumlu kisimlar, T-DNA
genleri ve virlilens genlerdir. T-DNA’min biiyiikliigii genellikle, Ti plazmitin
biiyiikliigiiniin %10’ undan azdir (Gelvin 2003). T-DNA bolgesi 25 b¢’lik homolog diziler
ile Ti plazmitin diger kisimlarindan ayrilir (Yadav vd 1982, Jouanin vd 1989, Gelvin
2003). Baz1 Ti plazmitlerde, T-DNA’nin birden fazla kopyas1 bulunabilmektedir (Barker
vd 1983, Suzuki vd 2000, Gelvin 2003). Yaralanmis hassas bitki dokusu, Ti veya Ri
plazmitleri lizerinde bulunan 10-30 kb biiyiikliiglindeki T-DNA’nin, bitki hiicresine
transferini saglayan viriilens genleri aktive eder (Lemmers vd 1980, Zambryski vd 1980,
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Barker vd 1983, Byrne vd 1983, De la Riva vd 1998, Suzuki vd 2000, Gelvin 2003,
Kuykendall vd 2005). Enfeksiyon esnasinda T-DNA fragmentinin bir veya birden fazla
kopyas1 (Chilton vd 1980, Lemmers vd 1980, Willmitzer vd 1980, Zambryski vd 1980),
bitki genomuna rastlantisal olarak entegre olur (Chilton vd 1977, Chyi vd 1986). T-DNA,
bitkide ifade edilecek oksin ve sitokinin genleri yaninda tiimoér olusumu i¢in tiim gerekli
genleri tasir (Kuykendall vd 2005). Bitki hiicresi, Rhizobium straini tarafindan transforme
edildikten sonra timdr gelisimi otonom olarak devam etmektedir. Bu asamadan sonra
Rhizobium straininin varlig1 timor gelisimi i¢in elzem degildir (Campillo vd 2012).
Patojenik Rhizobium vitis strainleri, 195 proteini kodlayan, 196 gen igeren, yaklagik 200
kilobaz biiyiikliigiinde, timor olusumuna neden olan bir Ti plazmit icermektedirler.
Rhizobium vitis strainlerinde bulunan oktopin, nopalin, vitopin tipi Ti plazmitler ile 16S-
23S rRNA intergenik bolgesi lizerinde gergeklestirilen karsilagtirmali sekans analizleri
iki yap1 arasinda bir korelasyona isaret etmektedir (Otten vd 1996).

Bakteri Genomu

Tiirevlen
virB, virC, virD, virE, virF ve virH'nin ekspresyonu

Vir Bolgest
Ti Plazmit

VirB Proteinleri [[|

VirB
Transfer

Sitoplazmik g &9
Reseptirler ‘

Rhizobium vitis || | Bitki Hiicresi

Sekil 2.3. T-DNA transfer prosesi (De la Riva vd 1998, Pacurar vd 2011). Yaralanmis
bitkiden bakteriyi uyarici sinyal molekiiller salinir. Bakteri kemotaksik olarak
bitkiye yonelir ve yaralanmis hiicreye tutunur (1). Sinyal molekiilleri, Ti
plazmit tarafindan kodlanan dimerik transmembran reseptorii VirA ve ChvE
kompleksi tarafindan algilanir (2). VirA proteini, otofosforilasyon ile aktive
olur (3), Aktive olmus VirA proteini, sitoplazmik VirG proteinini fosforile
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eder (4). Aktive olmus VirG2 proteini, transkripsiyonel aktivator olarak vir
operonundaki regiilatdr bolgeye baglanir ve virB, virC, virD, virE, virF, virH
(pinF), genleri ifade edilir (5). VirD1 ve VirD2 proteinleri, T-DNA’nin sag
ve sol smir bolgelerindeki 25 b¢’lik bolgelere baglanirken, VirCl1 proteini,
sag smir bolgesinde VirD2 proteini vasitasiyla olusturulan endoniikleolidik
acikliga baglanarak, T-DNA sentezini stimule eder. VirCl proteini, ayni
zamanda DNA zincirinin etkin bir sekilde sentezlenmesini diizenledigi
diisiiniilen overdrive bolgesine baglanarak zincirin olusumunu stimule eder
(Toro vd 1989). VirD2 proteini T-DNA kompleksinin 5’ ucuna kovalent
baglar ile baglanir ve T-DNA bitki genomuna entegre olana degin proses
sirasinda niikleik aside kilavuzluk eder (6) (De la Riva vd 1998, Valentine
2003, Pacurar vd 2011). 11 VirB proteini ve VirD4 proteini ile Tip IV
sekresyon sistemi (T4SS) olusturulur (Christie 2004, Fronzes vd 2009).
Onciilii olan VirE1 proteininden VirE2 proteinleri sentezlenir (8). Tek DNA
zincirine baglanma kabiliyetine sahip VirE2 proteinleri, T-DNA zincirine
baglanir (9) (De la Riva vd 1998, Pacurar vd 2011). VirE2 proteinleri ile
sartlmig T-DNA kompleksi, Tip IV sekresyon aparatusu vasitasiyla bitkinin
hiicre duvari ve hiicre zarini asarak bitki hiicresine gecer (10) (De la Riva vd
1998, Villemont vd 1997). VirE3, VirF, VirD5 gibi transformasyon prosesine
eslik ettigi diisliniilen diger bakteriyel viriilens proteinler de Tip IV sekresyon
aparatusu vasitasiyla bitki hiicresine gecer (Lacroix vd 2006). Bitki hiicresine
gecen T-DNA kompleksi, bitki hiicresindeki sitoplazmik reseptorler
tarafindan tanmir (11). VirD2 ve VirE2 proteinleri esligindeki T-DNA, bitki
hiicresinin ¢ekirdegine giris yapar (12). T-DNA, bitki genomuna rastlantisal
olarak entegre olur (13). Bitki genomuna entegre olan T-DNA, ifade edilerek
bitki hiicrelerinin kontrolsiiz boliinmesine neden olan hormonlarin ve opin
sentezinin bitki tarafindan gergeklestirilmesine neden olur (14) (De la Riva
vd 1998, Burr vd 1998, Burr 2004, Pacurar vd 2011). Overdrive bolgesinin
T-DNA zincirinin bitkiye etkin bir sekilde iletimini diizenledigi
diistiniilmekle beraber overdrive sisteminin molekiiler mekanizmasi
belirsizligini korumaktadir

TA-DNA TB-DNA
acs 5 laaH laaM ipt 6b ocs laaH laaM
q—:l—:l—:l—_—l - H |j
acs 5 laaH laaM int 6b 3" nos
6b Vis laaH laaM ipt psi-vis

Sekil 2.4. Rhizobium vitis strainlerinde onkogenlerin sayis1 ve dizilimine temel T-DNA

yapilari. Oktopin ve kukumopin katabolize eden TM4 straini, nopalin
katabolize eden AB4 straini ve vitopin katabolize eden S4 strainine ait T-DNA
yapilari. Flama sembolleri sinir dizilerini sembolize etmektedir (Burr vd 1998)
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Rhizobium vitis strainlerinde, onkogenlerin sayis1 ve dizilimine bagh ii¢ temel T-
DNA yapist ile karsilagilmaktadir. Bu DNA yapilarinin en yaygini, Ti plazmit iizerinde
birbirinden bagimsiz iki farkli T-DNA’nin (TA-DNA ve TB-DNA) bulundugu yapidir.
Bu yapi1 Rhizobium vitis strainlerinin yaklagik %60’ 1mda bulunmaktadir. TA-DNA bolgesi
oktopin ve kukumopin katabolize eden strainlerde, 5, TA-iaaM, TA-iaaH, ipt, 6b
onkogenleri ve opin genleri olan acs ve ocs genlerini barindirir. acs agrosinopin, ocs ise
oktopin sentezinden sorumlu genlerdir (Burr vd 1998, Burr ve Otten 1999). Kontrolsiiz
hiicre boliinmesinden sorumlu onkolojik faktorler, iaaM (tmsl) ve iaaH (tms2) genleri
vasitastyla iki basamakta sentezlenen oksin ile ipt (izopentenil transferaz) (tmr) geni
vasitasiyla adenozin monofosfattan katalizlenen bir izopentenil adenozin tiirevi olan
sitokinin ve diger baz1 gen tirlinleridir (Akiyoshi vd 1984, Barry vd 1984, Haas vd 1995,
Burr vd 1998, Burr ve Otten 1999). iaaM geni, triptofandan indolasetamid (IAM)
sentezini kodlarken, iaaH geni ise indolasetamidten indolasetik asidi (IAA)
kodlamaktadir (Inze vd 1984, Schroeder vd 1984, Otten vd 1993, Van Nuenen vd 1993,
Fournier vd 1994). iaaM, iaaH ve ipt genleri, birincil dereceden tiimor olusumundan
sorumlu genlerdir. Sekonder onkogenler olan 65 ve 5 genlerinin ise fitohormonlarin
aktivite diizeyleri tizerinde etkili olduklar1 diistiniilmektedir. 6b proteininin biyokimyasal
ve fonksiyonel dogasi tam olarak aydinlatilamamistir. 5 proteininin ise bitkide
sentezlenen indolasetik asit baglanma proteinleri ile interaksiyona giren, oksin benzeri bir
protein oldugu diisiiniilmektedir (Escobar ve Dendekar 2003). Yapilan ¢alismalar, TA-
DNA tastyan plazmitlerin biiyiikliigiiniin 248 ila 258 kb arasinda degistigini
gostermektedir (Otten vd 1993, Van Nuenen vd 1993, Fournier vd 1994).

TB-DNA bdélgesi oktopin ve kukumopin katabolize eden strainlerde TB-iaaM ile
TB-iaaH onkogenlerini tasimaktadir. Bazi strainlere ait TB-DNA bolgesinde kukumopin
sentezinden sorumlu acs ve cus gibi genleri de bulunabilmektedir (Burr vd 1998, Burr ve
Otten 1999). Yapilan calismalar, TB-DNA tasiyan plazmitlerin biiylikliiglintin 224 ila 234
kb arasinda degistigini gostermektedir (Van Nuenen vd 1993). Rhizobium vitis
strainlerinde rastlanan TA/TB T-DNA vyapisi, Rhizobium tumefaciens strainlerinde
bulunan T-DNA yapilarina olduk¢a benzerdir. Yapilan detayli klonlama ve sekans
caligmalari, TA/TB T-DNA yapisinin pek ¢ok farkli varyanti oldugunu gostermistir. Bu
varyantlar, genellikle insersiyon dizisi (IS, Insertion Sequence) adi verilen, DNA dizileri
arasina rastlantisal olarak girip mutasyonlara neden olabilen yapilar veya delesyonlar ile
meydana gelmektedir. Bu mutasyonlarin, genellikle patojenin timdr olusturma
kabiliyetini etkilemedigi goriilmektedir. Ciinkii patojen strainler, birden fazla onkogen
barindirmaktadirlar. Bu onkogenlerden biri veya birkagi mutasyona ugrasa dahi, diger
onkogenler tiimdr olusumuna neden olmaya devam ederler. Dogal yollardan da olugan bu
varyantlarin, Rhizobium vitis strainlerine farkli evrimsel avantajlar sagladigi
diisiiniilmektedir (Burr vd 1998, Burr ve Otten 1999). 6b, 5 ve 3’ genlerinin timor
indiikleme yetenekleri ve konukcu araliginin belirlenmesindeki muhtemel rolleri heniiz
aydinlatilamamaistir (Burr ve Otten 1999).

Rhizobium vitis strainlerinde ikinci temel T-DNA yapist nopalin katabolize eden
Rhizobium vitis strainlerinde bulunur. Bu tip T-DNA vyapisina Rhizobium vitis
strainlerinin yaklasik %30’unda rastlanir. S6z konusu yapida 5, iaaM, iaaH, 6b, 3’
onkogenlerini ve acs ve nos opin genlerini iceren tek parca halinde bulunan bir T-DNA
zinciri vardir. Yapidaki nos geni nopalin sentezinden sorumlu gendir. Bu grup
bakterilerin T-DNA yapisinda farkli varyantlara rastlanmamaktadir (Burr vd 1998).
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Yapilan c¢alismalar nopalin tipi T-DNA biiyiikliigiiniin yaklasik 157 kb oldugunu
gostermektedir (Otten ve De Ruffray 1994).

Rhizobium vitis strainlerinde tigiincii temel T-DNA yapis1 vitopin katabolize eden
Rhizobium vitis strainlerinde bulunur. Bu tip T-DNA vyapisina Rhizobium vitis
strainlerinin yaklasik %10’unda rastlanir. Bu gruptaki strainlerde T-DNA {ii¢ parca
halinde bulunur. Bu ii¢ par¢anin biri olan T1, onkojenik 6/ geni ve vis opin genini
barindir. Yapidaki vis geni vitopin sentezinden sorumlu gendir. T2, onkojenik iaaH ve
iaaM genlerini, T3 ise onkojenik ipf geni ve mutasyona ugramis inaktif vis geni kopyasini
icermektedir (Burr vd 1998). Yapilan ¢aligmalar vitopin tipi T-DNA tasiyan plazmitlerin
biiyiikliigiiniin yaklasik 262 kb oldugunu gostermektedir (Szegedi vd 1996).

Rhizobium vitis strainlerinin viriilens sisteminden sorumlu olan genler, kromozom
izerinde ve Ti plazmit iizerinde 30 kb’lik bir alanda lokalize olmus bir grup genden
olusmaktadir (Kado 1994, Sheng ve Citovsky 1996, De la Riva vd 1998, Tanaka vd
2006). Kromozom iizerinde yer alan viriilens genlere chv (Chromosomal Virulence)
genleri olarak adlandirilirken, Ti plazmit iizerinde yer alan viriilens genler vir (Virulence)
genleri olarak adlandirilmaktadir (Tanaka vd 2006). Ti plazmit iizerinde vir bolgesi olarak
adlandirilan 30 kb’lik kisim, ortalama 8 operon altinda toplanan, en az 35 viriilens genden
meydana gelmektedir (Pacurar vd 2011). virA, virF ve virG operonlar1 tek genden
meydana gelirken, virC, virE ve virH operonlar1 iki genden, virD operonu dort genden,
virB operonu on bir genden meydana gelmektedir. virA, virB, virC, virD, virE, virG
operonlarinin varligr enfeksiyonun gerceklesmesi i¢in elzemken, virH ve virF
operonlarinin elzem olmadig1 belirlenmistir (De la Riva vd 1998). Rhizobium tiirlerinde
bulunan plazmitlerin, yapilar1 degiskenlik gdstermesine ragmen, vir bolgesi oldukc¢a
konservatif bir bolgedir (Engler vd 1981, Risuleo vd 1982, Hooykaas vd 1984, Yanofsky
vd 1985). vir bolgesinde yer alan genler genellikle T-DNA’nin Ti plazmitten ayrilmasi
ve bitki hiicresine tasinmasi ile ilgili proteinleri kodlamaktadir. virA geni, yaralanmis
bitki hiicresinden salinan aminoasitler, organik asitler, monosakkaritler ve asetosiringon
gibi fenolik bilesiklerin ortamdaki varligini belirleyen bir dimerik transmembran sensor
proteini kodlamaktadir (Cangelosi vd 1990, Pan vd 1993, De la Riva vd 1998, Escobar
ve Dendekar 2003). VirA proteininin kemoatraktanlar tarafindan uyarilmasinin ardindan,
bakteri seliiloz fibrillerle yaralanmig bolgeye baglanir. Ancak baglanmanin ilk agamasinin
seliiloz fibrillerle degil, asetile olmus polisakkatitlerle gerceklestirildigi bilinmektedir
(Gelvin 2000). Bitkinin yaralanan bolgesinde yer alan asidik ekstraseliiler kosullar, VirA
proteininin otofosforilasyonunu indiiklemektedir (Winans 1992). Yapilan arastirmalar
virA gen dizisinin patojenin konuk¢u araligimi belirleyen unsurlardan biri oldugunu
gostermistir (Yanofsky vd 1985, Turk vd 1993). VirA proteini ile kombine calisan VirG2
proteini, diger vir genleri icin transkripsiyonel bir regiilator gorevindedir (Jin vd 1990,
Escobar ve Dendekar 2003, Pacurar vd 2011). virC genlerinin, T-DNA sentezini
indiikledigi ve T-DNA transferinin etkinligini arttirdig: diistiniilmektedir. Hastaliga kars1
direng  gosteren  bitkilerde  hipersensitif = reaksiyon = mekanizmast  heniiz
aydinlatilamamistir, ancak Rhizobium tumefaciens lizerinde yapilan aragtirmalarda VirC
proteinlerinin dayanikli cesitlerde hipersensitif reaksiyonu tetikledigi belirlenmistir
(Yanofsky vd 1985, De la Riva vd 1998). VirCl1 proteini, sag siir bolgesinde VirD2
proteini vasitasiyla olusturulan endoniikleolidik acgikliga baglanarak, T-DNA sentezini
stimule eder. VirCl proteini ayni zamanda DNA zincirinin etkin bir sekilde
sentezlenmesini diizenledigi diisiiniilen overdrive bdlgesine baglanarak zincirin
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olusumunu stimule etmektedir (Toro vd 1989). VirC2 proteininin, T-DNA’nin sag ve sol
siir bolgelerinden diizglin bir sekilde kesilmesine yardimcr oldugu diisiiniilmektedir
(Soltani vd 2008). virC operonunun mutasyona ugratilmasinin, bakterinin viriilensligini
onemli Olclide azalttigi kaydedilmistir (Jen ve Chilton 1986, Van Haaren vd 1987,
Rogowsky vd 1990, Hansen vd 1992, De la Riva vd 1998, Gelvin 2003). virD1 ve virD2
genlerinin kodladig1 proteinlerin kooperatif ¢alismasi ile bitkiye entegre olacak tek
zincirli T-DNA fragmenti olusturulur (Winans 1992). virDI ve virD2 genlerinin
kodladig1 endoniikleazlar, 25 b¢’lik sol ve sag smir bolgeleri ile interaksiyona girme
kabiliyetindedir (Gelvin 2003). virD2 geni, T-DNA’y1 sinir bolgelerinden kesip serbest
birakan ve T-DNA’ya kovalent bagla baglanarak fragmente enfeksiyon siirecinde
rehberlik eden bir endoniikleazi kodlamaktadir (Burr ve Otten 1999, Escobar ve Dendekar
2003). Bitki genomuna rastlantisal entegrasyonun gerg¢eklesmesi i¢in VirD2 proteininin
varliginin elzem oldugu gosterilmistir (De la Riva vd 1998). VirE2 DNA baglanma
proteinleri ve VirD2 proteininin serbest kalan T-DNA iplik¢igine baglanarak iplik¢igi
niikleaz aktivitesinden korudugu ifade edilmektedir (Diirrenberger vd 1989, Yusibov vd
1994, Rossi vd 1996, Burr ve Otten 1999). virE2 geni, tek zincirli DNA’ya baglanma
kabiliyetine sahip 69 kDa’lik bir proteini kodlamaktadir. 20 kb’lik bir T-DNA iplik¢iginin
sarmalanmas1 i¢in yaklasik 600 VirE2 proteini gerektigi disiiniilmektedir. VirE2
proteinleri ile sarmalanmig T-DNA iplik¢iginin ¢ap1 2 nm’ye diismekte bu sayede
iplik¢igin transfer kanallarindan gecisi kolaylasmaktadir (De la Riva vd 1998). VirD2 ve
VirE2 proteinlerinin NLS dizileri (Nuclear Localization Sequence) igerdigi, endojen bazi
bitki proteinleri ile interaksiyona girerek T-DNA kompleksinin ¢ekirdege yonlenmesini
sagladig1 diistiniilmektedir (Bravo-Angel vd 1998, De la Riva vd 1998, Gelvin 2000,
Tzfira ve Citovsky 2002, Gelvin 2003, Valentine 2003). virE2 geni mutasyona ugratilmis
patojenik Rhizobium strainlerinin enfeksiyon kabiliyetinin on kat azaldigi (Bundock vd
1995), ancak VirE2 proteinlerinin transformasyon i¢in elzem olmadig tespit edilmistir
(Binns vd 1995). VirEl proteinlerinin, VirE2 proteinleri ile sarmalanmis T-DNA’nin
bitki hiicresine gecis siirecinde rol aldig1 diisiiniilmekle beraber fonksiyonlar1 tam olarak
karakterize edilebilmis degildir. virEl geni mutasyona ugratilmis strainlerin, VirE2
proteinlerini bitki hiicresine aktaramadigi ve VirE2 proteinlerinin sitoplazma iginde
biriktigi ortaya konulmustur (Binns vd 1995). VirF ve VirH proteinlerinin T-DNA’nin
korunmasinda gorevli oldugu diisiiniilmekle beraber, tam fonksiyonu bilinmemektedir
(Burr vd 1998, Burr ve Otten 1999). Bakteri hiicresinden bitki hiicresine salgilanan VirD5
ve VirE3 proteinlerinin bitkide meydana gelen transformasyon prosesine hizmet ettigi
sanilmaktadir (Pacurar vd 2011). virB operonu, 11 agik okuma bolgesi igeren, 9,5 kb’lik
bir operondur. Bu operon tarafindan kodlanan proteinler ve VirD4 transmembran
proteini, periplazmik membrana lokalize olan Tip IV sekresyon sistemi transfer kanalini
olusturmaktadir (De la Riva vd 1998, Pacurar vd 2011). Tip IV sekresyon sistemi transfer
kanalin1 olusturan proteinlerden biri veya birkacin1 kodlayan genlerin mutasyona
ugratilmasi transfer kanalinin etkinligini azaltmakta, fakat transfer aparatusu islerligini
stirdiirmektedir. Ancak transfer kanalinin temel komponentleri olan VirB2 ve VirB11
proteinlerini kodlayan genlerin mutasyona ugratilmasinin, transfer aparatusunun
caligmasint engelledigi goriilmustiir (Berger ve Christie 1993, 1994). Bazi insan
patojenlerinde de Tip IV sekresyon sistemine rastlanabilmektedir (Valentine 2003). VirB
proteinlerine benzer proteinlerin bakteriyel konjugasyon esnasinda da olugmasi, transfer
kanalinin konjugasyon sisteminden evrildigini diisiindiirmektedir (Pansegrau ve Lanka
1996, De la Riva vd 1998, Oger vd 1998, Vergunst vd 2000, Christie 2001, Valentine
2003).

28



Ti plazmit {izerinde bulunan genler haricinde enfeksiyon olusum siirecinde gorev
alan farkli genler de bulunmaktadir. Bu genlerin pek ¢ogu kromozomlar iizerinde yer
aldigindan kromozomal viriilens gen (chv) olarak adlandirilirlar. Bu genler, T-DNA’nin
bitkiye transferi i¢in elzemdir. Fakat bu genler kromozomal kokenli oldugundan
patojenik olmayan strainlerde de bulunabilmektedir. chv genlerinin patojenik olmayan
strainlerdeki gorevi heniiz agikliga kavusturulamamistir (Slater vd 2008). Kromozomal
chvA ve chvB genleri, bakterinin yaralanmis bitki dokusuna tutunmasini saglayan bir
polisakkarit olan B-1, 2-glukanin sentezi ve taginmasindan sorumludur (Cangelosi vd
1987, Zorreguieta vd 1988, Slater vd 2008). Kromozomal att (Attachment) genlerine ait
tirlinlerinin  ise Rhizobium ve konukcusu arasinda ilk spesifik baglanmanin
gerceklesmesini saglayan anahtar bilesen oldugu diisiiniilmektedir (Binns ve Thomashow
1988). attR ve attD genlerinin, sadece spesifik baglanmada degil ayn1 zamanda T-
DNA’nin bitkiye aktarim siirecinde de elzem oldugu gosterilmistir (Nair vd 2003). chvE
geninin sentezinden sorumlu oldugu proteinler, yaralanmis bitkiden yayilan karbonhidrat
molekiillerinin algilanmasindan ve bakteriyel kemotaksinin baslamasindan sorumludur
(Ankenbauer ve Nester 1990, Cangelosi vd 1990, 1991, De la Riva vd 1998). chvE, chvG,
chvH, chvl, acvB ve ros genlerinin Ti plazmit iizerindeki vir genlerinin regiilasyonundan
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Slater vd 2008). exoC (pgm, pscA) geninin ise
tutunmada gorev alan -1, 2-glukan ve siiksinoglukan polisakkaritlerinin bakteri
tarafindan gerceklestirilebilmesi i¢in elzem olan bir gen oldugu rapor edilmistir (Piers vd
1996, Slater vd 2008). cel (Cellulose) genleri ise enfeksiyon esnasinda bakterinin bitki
yiizeyine tutunmasini saglayan seliilozik fibrillerin sentezinden sorumludur. cel
genlerinin mutasyona ugramasi durumunda enfeksiyon sansinin énemli 6l¢iide azaldigi
bildirilmistir (Matthysse 1983). Bu genler haricinde, sicaklik stresi altinda bakterinin
hayatta kalmasina ve etkin bir sekilde enfeksiyon gerceklestirmesine yardimci olan
kromozomal hspC ve hspL (Heat Shock Protein) genleri sicaklik soku proteinlerini
kodlamaktadir (Slater vd 2008).

Ta¢ Gali hastaligimin tipik belirtilerinden olan asma koklerindeki nekrozlarm
olusmasinda etkili ekstraseliiler bir enzim olan poligalakturonaz sentezinden sorumlu
kromozomal bir gen olan PehA (Pectic Enzyme Hydrolase) genidir. Poligalakturonaz,
bitki hiicre duvarlarindaki pektik polimerleri par¢alayan bir enzimdir (Burr vd 1998). Bu
enzim, bitkinin hiicre duvarindaki pektik polimerleri hidrolize edebilme kabiliyetindedir
(McGuire vd 1991, Herlache vd 1997). Enzim, Rhizobium vitis ile zarar gormiis asma
koklerinden kolaylikla izole edilebilir. PehA, kromozomal olarak kodlanan bir gen
oldugundan hem patojenik hem de patojenik olmayan Rhizobium vitis strainlerinde
bulunabilir (McGuire vd 1991, Burr vd 1998, Crouzet ve Otten 1995). PehA geni
mutasyona ugratildiginda patojenin meydana getirdigi tiimorlerin de kiiclildiigi
goriilmiistiir. Bu durum PehA geninin Rhizobium vitis patojenisitesinde farkli
fonksiyonlarinin oldugunu diisiindiirmektedir (Brisset vd 1991, Herlache vd 1997).

Farkli Rhizobium tiirlerinin tiimorijenik ve tiimorijenik olmayan strainlerinin,
timor ve kok ¢lirtikligli olusturmasinda yaralanmais bitki hiicresine baglanma durumlari
iizerine yapilan arastirmalar patojenlerin bitkiye baglanmasini etkileyen farkli faktorlerin
olabilecegini gostermistir. Rhizobium vitis strainlerinin, Rhizobium tumefaciens
strainlerine oranla daha spesifik bir baglanma kapasitesine sahip olmasinin, diger
Rhizobium tiirlerinde rastlanmayan poligalakturonaz iiretimi ile iligkili olabilecegi
diisiiniilmektedir. Asmadaki yara bolgesinden salgilanan bazi kimyasallarin varliginin
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enfeksiyon esnasinda poligalakturonaz iiretimini indiikledigi de belirlenmistir (Brisset vd
1991, McGuire vd 1991).

Poligalakturonaz enzim aktivitesinin hastalik olusumunda ana belirleyicilerden
biri konumunda oldugu ve ur olusturma yetenegi ile de yakindan iliskili oldugu
bilinmektedir. Poligalakturonaz sentezleme kabiliyetinden yoksun Rhizobium vitis
mutantlar1 lizerinde gergeklestirilen calismalarda bu mutant strainlerin, yabanil tip
Rhizobium vitis kadar virlilens olmadig1 tespit edilmis, poligalakturonaz enziminin bu
etmen i¢in Onemli bir viriilens faktor oldugu saptanmistir (Rodriguez-Palenzuela vd
1991). PehA geninin bakterinin asmaya 6zellesmesinde, patojenin adaptasyonunda ve
asmada hastalik olusturma kabiliyetinde anahtar faktorlerden biri  oldugu
diisiiniilmektedir (Burr vd 1987-a, Rodriguez-Palenzuela vd 1991).

Tartarat, asmalarda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan bir organik asittir
(Ruffner 1982, Crouzet ve Otten 1995). Enfeksiyon prosesinde etkin diger genler ise
tartarat degredasyonunu ve bakterinin degrade edilmis tartarattan yararlanmasini
saglayan rfu (Tartrate Dehydrogenase) genleridir (Szegedi vd 1992, Burr vd 1998, Burr
ve Otten 1999). Bu genler pek ¢ok Rhizobium vitis straininde bulunan konjugatif
plazmitler tizerindeki TAR bolgesinde yer alir (Otten vd 1995, Crouzet ve Otten 1995,
Otten vd 1996). Rhizobium tumefaciens strainleri genellikle tartarattan faydalanamazlar
(Crouzet ve Otten 1995). Ancak asmalardan izole edilen Rhizobium tumefaciens
strainlerinin pek ¢ogunun, patojene tartarattan yararlanma kabiliyeti veren genler tasidigi
saptanmistir (Ride vd 2000, Palacio-Bielsa vd 2009). Rhizobium rubi strainlerinin de
tartarat1 metabolize edebildigi ancak glikoz i¢eren ortamlarda daha iyi gelisim gosterdigi
bilinmektedir (Crouzet ve Otten 1995). Rhizobium vitis strainlerinde, farkli konjugatif
plazmitlerde yer alan ti¢ farkli TAR bolgesi bulunabildigi gdsterilmistir (Otten vd 1995,
Salomone vd 1996, Burr vd 1998). Baz1 strainlerde TAR bolgesinin konjugatif plazmitten
kromozoma entegre olabildigi de bilinmektedir. Bu durumun nedeni bilinmemekle
beraber plazmit stabilizasyonu ile ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir (Otten vd 1995).
Yapilan ¢aligsmalar farkli plazmitlerde bulunan TAR bolgelerinin benzer sekanslara sahip
oldugunu gostermektedir (Salomone vd 1996). ffu genlerine sahip Rhizobium vitis
strainleri ile tfu genlerine sahip olmayan mutant Rhizobium vitis strainleri ile yapilan
arastirmalar bu genlerin 6zellikle patojenin asmada gerceklestirdigi enfeksiyonlarda
patojen kolonizasyonunda selektif avantaj ve rekabet avantaji sagladigini ortaya
koymaktadir (Burr vd 1998, Burr ve Otten 1999). Patojenik Rhizobium vitis strainlerinin
cok az1 tartarattan yararlanamazlar, bu durum bu strainlerin farkli kolonizasyon
faktorlerine sahip oldugunu diisiindiirmektedir (Kerr ve Panagopoulos 1977, Siile 1978,
Otten vd 1996, Burr vd 1999).

Patojenik Rhizobium tiirleri pek c¢ok acidan diger Rhizobium tiirleri ile benzesse
de baz1 farkliliklar1 bulunmaktadir. Bu bakteriler, 0,6-1x1,5-3 pm ebatlarinda ¢ubuk
seklinde, 1-4 adet peritrik kamg1 bulunduran, Gram-negatif, spor olusturmayan, aerobik
bakterilerdir (Smith ve Townsend 1907, Ophel ve Kerr 1990, Young vd 2005).
Tiimorijenik Rhizobium strainlerinin genom biiyiikliikleri 3-3,6x10° baz cifti, DNA’sinin
%GC igerigi %57-63 arasindadir. Rhizobium vitis, Rhizobium tumefaciens tiiriiniin aksine
3-ketolaktoz sentez mekanizmalarindan yoksundur. Asit olusum reaksiyonlar1 adonitol
ve mannitol varliginda gergeklesirken, diger karbonhidratlarin varliginda goézlenmez.
Rhizobium tiirleri pek cok farkli karbonhidrati metabolize edebilirken, Rhizobium vitis
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sadece asetat, N-asetilglikozamin, adonitol, arbutin, L-aspartat, biitirat, sitrat, glutarat,
DL- gliserat, DL- laktat, priivat, salisilin ve L-tartarat gibi bazi bilesenleri karbon kaynagi
olarak kullanabilirler. Etmenin, optimum gelisme sicakligr 25-28°C, (Young vd 2005)
minimum gelisme sicakligi 15°C, maksimum gelisme sicakligi ise 37°C’dir (Sudarshana
vd 2006). Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium rhizogenes tiirlerinin patojenik
strainlerinin konukcu aralig1 olduk¢a genisken, patojenik Rhizobium vitis strainlerinin
konukgu aralig1 Vitis ve Actinidia tiirleri ve birkag dikotiledon bitki ile sinirhidir (Sawada
ve leki 1992-b, Young vd 2005). Rhizobium vitis, Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium
radiobacter tiirlerine ait genomik ozellikler Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Genom dizisi ¢ikartilmis Rhizobium tiirlerinin genomik 6zellikleri (Goodner
vd 2001, Suzuki vd 2000, Wood vd 2001, Urbanczyk vd 2003, Slater vd
2009, Anonim 2014-j)

Karakteristik Rhizobium vitis Rhizobium Rhizobium
(S4) tumefaciens (C58) radiobacter (K84)

Genom biiyiikliigii 6.320.946 bg 5.674.260 bg 7.273.300 be
Kromozom sayisi 2 2 2

Kromozom 1 3.726.375 bg 2.841.580 bg 4.005.130

Kromozom 2 1.283.187 bg 2.075.577 bg (lineer) 2.650.913
% GC icerigi 57,5 59,0 59,9
Plazmit sayis1 5 2 3

pTiS4 258.824 be

pAtS4a 78.730 bg

pAtS4b 130.435 be

pAtS4c 211.620 bg

pAtS4e 631.775 be

pTi 214.233 be

pAt 542.868 bg

pAtK84b 184.668 bg

pAtK84c 388.169 be

pAgKs84 44.420 be
Protein kodladig: diisiiniilen gen 5.559 5.459 6.820
Protein 5.389 5.355 6.684
Korunmus bolge (varsayimsal)  1.282 1.287 1.201
Pseudogen 90 28 68
rRNA operonlari 4 4 3
tRNA genleri 54 56 51
Diger RNA genleri 30 26 23
Genomik ada 30 38 59
Ortalama genomik ada biiyiikliigii 33 kb 23,3 kb 28,2 kb

Alphaproteobacteria simifindaki bakteri tiirlerinde, birden fazla kromozom
bulundurma, lineer replikonlar, farkli say1 ve biiyiikliiklerde plazmitler gibi farkli genom
mimarilerinin bulundugu goriilmektedir. Patojenisite, mutualizm ve diger simbiyotik
iliskiler ile ilgili genler genellikle biiyiik konjugatif plazmitler lizerinde yer almaktadir.
Alphaproteobacteria sinifindaki bakterilerin bu karmasik dogasi, Rhizobiaceae
familyasindaki simbiyotik fenotiplerin, patojenisiteden azot baglama mutualizmine kadar
farkli 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Rhizobium tiirleri genellikle iki
kromozom bulundurmakla birlikte, bu kromozomlarin biri halkasal yapiya sahipken bir
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digeri lineer yapiya sahip olabilmektedir (Slater vd 2009). Rhizobium vitis ve Rhizobium
radiobacter iki adet halkasal kromozom bulundururken, Rhizobium tumefaciens bir adet
halkasal bir adet lineer kromozom bulundurmaktadir (Goodner vd 2001, Wood vd 2001,
Suzuki vd 2000, Anonim 2014-j). Daha biiyiik yapidaki birinci halkasal kromozomun
replikasyon orijininin yapisi, Alphaproteobacteria sinifi iiyelerinin replikasyon orijinine
benzerken, daha kiiciik yapidaki ikinci kromozomun replikasyon orijininin yapisi,
Rhizobiaceae familyasi iiyelerinin sahip oldugu biiylik plazmitlerin replikasyon
orijinlerine benzemektedir (Slater vd 2009).

Kesfinden gilinlimiize Rhizobium tiirlerinin siniflandirilmasinda ve tanilanmasinda;
a) indikator bitki kullanimi (Riker 1923, Brown 1927, Hildebrand 1942, McKeen
1954, Ark ve Schroth 1958, Oktem 1972, Burr ve Katz 1984, Tarbah ve Goodman
1986, Burr vd 1987-b, Holmes 1988, Szegedi vd 1988, Bishop vd 1989, Ophel ve Kerr
1990, Sawada vd 1990, Bush ve Pueppke 1991, Haas vd 1991, Tolba ve Zaki 2011),
b) fenotipik karakterlerin niimerik analizi (White 1972, Kersters vd 1973, Holmes ve Roberts 1981),
biyokimyasal ve fizyolojik testler (Baldwin ve Fred 1927, Hofer 1941, Lange 1961,
Graham 1964, Keane vd 1970, White 1972, Kersters vd 1973, Kerr ve Panagopoulos 1977,
Siile 1978, Holmes ve Roberts 1981, Tarbah ve Goodman 1986, Bouzar ve Moore 1987-a,
Ophel ve Kerr 1990, Bush ve Pueppke 1991, Haas vd 1991, Sawada ve Ieki 1992-b, Nagai-
Miyata vd 1993, Sawada 1994, Bouzar vd 1995, Mohammadi ve Fatehi-Paykani 1999,
Ride vd 2000, Argun vd 2002, Matthysse 2005, Genov vd 2006, Tolba ve Zaki 2011),
¢) serolojik testler (Coleman ve Reid 1945, Mushin vd 1958, Hochster ve Cole 1967,
Graham 1971, Bouzar vd 1986, Alarcon vd 1987, Bouzar ve Moore 1987-b, Sawada vd
1992-b, 1992-c, Sawada 1994, Benlioglu ve Ozakman 1998, Kawaguchi vd 2008-b),
d) yag asidi profilleri (Sawada vd 1992-d, Bouzar vd 1993-a, Sawada 1994, Bouzar vd 1995, Jarvis vd 1996),
e) DNA’nin enzimle kesilerek olusan profillerin karsilastirilmasi (Bouzar ve Moore 1987-b),
f) DNA hibritlerinin termal stabilitelerinin 6l¢timii (De Ley vd 1973), g) DNA-DNA iligkileri
(De Ley 1972, 1974), h) coziilebilir proteinlerin elektroforetogramlarinin karsilastiriimasi
(Kersters ve De Ley 1975) gibi pek ¢ok farkli teknik kullanilmistir.

Asmada ur olusumu, bag alanlarinda uzun yillardir bilinmekle birlikte, yazili
olarak 1853’te ilk kez Fabre ve Dunal tarafindan Fransa’da rapor edilmistir. Urlarin
bakteriyel orijinli olabilecegi ilk kez 1885°’te ifade edilmis, ancak urlara neden olan
organizmanin kiiltiire alinmasi miimkiin olmamistir (Levine 1931). Cavara, 1897 de
Asma Tiiberkiilozu veya Rogna olarak isimlendirdigi asmalardaki bu ur hastaligina neden
olan etmeni ilk kez izole etmis, izole ettigi organizmanin saglikli asmalar1 da
hastalandirdigin1 bildirmistir. Cavara, izole ettigi etmenin 1,5-2x0,5um ebadinda ¢cubuk
seklinde kamgili bir bakteri oldugunu ifade etmis ve bakteriyi Bacillus ampelopsorae
olarak adlandirilmigtir. 1894°te Smith s6z konusu hastalik i¢in ilk kez Tag¢ Gali terimini
kullanmistir (Toumey 1900). Scalia, giil (Rosa spp.) siirglinlerinde asmadakine benzer
urlarin varligini tespit etmis, hastalik etmenini izole edip metil viyole ile gozlemlemistir
(Levine 1931). 1900’de Toumey badem agaclarinda (Prunus dulcis) goriillen urlar
lizerinde arastirmalar yapmis, urlarin baharda gelismeye basladiklarini, sonbaharda
olgunlastiklarini, biiyiime sezonunun sonunda urlarin kurudugunu, ertesi bahar yeniden
olustugunu ifade etmistir. Toumey, her gecen sezonda urlarin daha da biiyiiyiip
yayildigini, urun olusturdugu yaranin daha derine ilerledigini belirtmistir. 1907°de Smith
ve Townsend, Ta¢ Gali hastalik etmeni bakteriyi ilk kez ¢ayir papatyasindan (Bellis
perennis) izole etmis ve pek cok farkli bitkiye inokiile ederek bakterinin tiimorijenik
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dogasin1 gostermiglerdir (Burr vd 1998). 1910°da Hedgcock (Hedgcock 1910-b)
bakteriyel etmeni ilk kez hastalikli asmadan izole etmis ve tlimorijenisitesini seftali
(Prunus persica) ve kayisida (Prunus armeniaca) denemistir (Burr vd 1998). 1916’da
Smith, 1919, 1921, 1923 ve 1924’te Levine, 1920’de Levin ve Levine, timor olusturan
patojenlerin konuk¢u araliginda bulunan bitkilere inokiilasyonlar yapip izolasyonlar
gerceklestirmisler, tiimor olusum stirecini gozlemlemisglerdir. Arastiricilar, timorlerin
etmenle bulasmanin ardindan siirgiinlerde spontan olarak gelistigi O6ne siirmiislerdir.
Aragtirilar, tiimor olusumu ile memelilerdeki kanser olusumu arasindaki benzerlige
dikkat ¢cekmisler, bu yilizden bitkide meydana gelen tiimorleri memelilerde rastlanan bir
tiimor tiirii olan teratom olarak isimlendirmislerdir (Binns 2008).

Bakteriyel taksonomideki gelismelere bagli olarak etmen, tiimor olusturan anlami
tasiyan tumefaciens epitetini alip Bacterium tumefaciens olarak adlandirilmaya
baslanmistir. Sonraki yillarda etmenin adi birka¢ kere degismistir. Etmen, 1909’da
Duggar tarafindan Pseudomonas tumefaciens, Bergey ve arkadaslar1 tarafindan
Phytomonas tumefaciens, 1928’de Lieske tarafindan Polymonas tumefaciens olarak
adlandirilmistir (Pulawska 2010). Daha sonra tiir, yeni bir genus olan Agrobacterium
genusuna taginmis ve patolojik davraniglarina gore ayrilmaksizin tiim tiimdrijenik
bakteriler Agrobacterium tumefaciens olarak adlandirilmistir. Fakat bazi arastiricilar
Bacterium tumefaciens adin1 kullanmayi siirdiirmiislerdir (Levine 1931, Anonim 2014-
a). 1902’te Beijerinck ve Van Delden, patojenik olmayan Agrobacterium tiirlerini
Agrobacterium radiobacter, 1907°de Smith ve Townsend, pek ¢ok farklt konukcuda
timor olusumuna neden olan bakterileri Agrobacterium tumefaciens, 1930’da Riker ve
arkadaslari, asir1 sacak kok olusumuna neden olan bakterileri Agrobacterium rhizogenes,
1940’ta Hildebrand, Rubus tiirlerinde timor olusumuna neden olan bakterileri
Agrobacterium rubi olarak adlandirmis, bitkilerde ura ve neden olan bakterilerin
Rhizobiaceae familyasinda bir genus olan Agrobacterium genusunda yer almasi gerektigi
gecerlilik kazanmistir.

1910°’da Hedgcock yaptig1 calismada hastaligin elma (Malus domestica) ve
asmada belirtilerini, bitki govdesinde tiimorlere ek olarak, bitki gelisiminde gerileme,
kii¢iik ve genelde etiyole veya klorotik yapraklar seklinde belirlemistir. Hedgcock, urlarin
yillik olarak g¢iiriidiigiinii ve bu noktadan yukaridaki dokulara zarar verdigini ifade
etmistir. Hedgcock, epidermisin zarar gérmesine bagh olarak bitkinin hastalik siiresince
asirt su kaybettigini (Hedgcock 1910-a), baska bir ¢aligmasinda taze tlimorlerin asiri
gelismis kallus yapilart oldugunu daha sonra odun hiicrelerinin meydana gelmesi ile
odunlagtigini ileri stirmiistiir (Hedgcock 1910-b).

1911°de Smith, Brown ve Townsend, 1912’de Smith, Brown ve McCulloch
etmenin konukgu araligini biiyiik 6l¢iide belirlemis, etmen ile insanda goriilen kotii huylu
kanser arasinda baglanti kurmaya ¢alismislardir. Lakin hayvan ve insanlarda goriilen
neoplastik hastaliklarin bakteriyel orijinini géstermekte basarisiz olmuslar, etmenin bir
bitki patojeni oldugunda karar kilmislardir. Ancak 1919°da Blumenthal ve Hirschfeld
turnagagasi (Geranium spp.) ve havucta (Daucus carota) gergeklestirdikleri deneyler
sonucunda bitkilerdeki Ta¢ Gali hastaliginin insandaki kanserle benzesmedigini
bildirmislerdir. izleyen yillarda insan tiimorlerinden farkli bakteriler izole edilip bunlar
bitkilerdeki tlimoérijenik bakteriler ile karsilagtirilmis (Blumenthal vd 1924, Reichert
1925, Kauffmann 1926) ancak genel kabul gérmemistir (Levine 1931).
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1923’te Riker, bitkide yaralanmanin gergeklesmesinden bes giin sonra dahi
timorijenik hastalik etmeninin bitkiye giris yapabildigini ve tiimor olusturabildigini
gostermistir. Yaralanmanin ger¢eklesmesinden 5-7 giin sonra yaralarin etmene karsi daha
az duyarl1 veya duyarsiz oldugu saptanmustir.

1926’da Riker, tiimorlere farkli sicaklik rejimleri uygulamis, 32 °C ve iizerindeki
sicakliklarda bakteriyel etmenin timdr olusturma kabiliyetini kaybettigini ve bakteriyel
gelisimin biiyiik 6l¢iide sekteye ugradigini gdstermistir.

1927’ de Riker, ilk kez bitkilerde meydana gelen urlarin sitolojisi lizerine ¢alismus,
urlar1 kallus dokusu ile karsilagtirmistir. Tiimor hiicrelerinde kallus hiicrelerinden farkli
olarak baz1 hiicre inkliizyonlar1 saptamis ve bunlarin hastalikla baglantili oldugunu ifade
etmistir.

1941°de White ve Braun, 1943’te Braun ve White ile White ve Braun tarafindan
gerceklestirilen calismalarda, ayciceginde Agrobacterium tumefaciens tarafindan
meydana getirilmis tlimorleri bakteriden arindirmis, buna ragmen tiimorlerin
gelismelerini siirdlirdiiglinii gozlemlemistir. Arastiricilarin, aygiceginde (Helianthus
annuus) gerceklestirdikleri caligmalarda etmenin primer inokiilasyon bélgesinden farkli
yara bolgelerinde de tlimor olusturabildigi belirlenmistir (Binns 2008).

1942°de Conn, Agrobacterium cinsine ait tip strainleri kez tanimlamistir.
Agrobacterium tumefaciens ismi uzun yillar pek ¢ok konukguda tiimorijenik
reaksiyonlara neden olan bakterileri tanimlamak i¢in kullanilmistir (Young vd 2005).

1943’te Braun, Ta¢ Gali hastalik etmeni ile Cezayir menekselerini (Vinca rosea)
inokiilasyondan sonra bes gilin boyunca farkli siirelerle 46 °C’de inkiibe etmis, daha sonra
bitkilerin gelisimlerini 25 °C’de gozlemlemistir. Yiiksek sicaklik bitkinin yasami igin
olumsuz bir etki yaratmazken bakteri i¢in letal etki gostermis, bu duruma ragmen timor
gelisiminin devam ettigi saptanmistir. Bu sayede tiimor formasyonu i¢in bakterinin
varligina gerek olmadig1 gosterilmistir.

1947°de Braun, tiimdrlerin bakteriyel etmen tarafindan transforme edilen
hiicrelerden meydana geldigini 6ne siirmiistiir. Braun’a gore tiimor olusum prensipleri,
Tac Gali hastalik etmeninin metabolik iirlinleri, bakteri tarafindan tiimér olusumunda
substrata doniistliriilen konukguya ait bilesen, transformasyon bilesenlerinin sentezini
baslatma kabiliyetine sahip, konukc¢u hiicrede belirli degisikliklere neden olarak
kontrolsiiz bir sekilde boliinmesine neden olan bakteriyel hiicrenin bir fraksiyonu (DNA)
ve Ta¢ Gali hastalik etmeni ile iliskili bir virilis veya baska bir ajan olarak siralanabilir.
Braun bitkilerde meydana gelen tiimorler ile memelilerde meydana gelen tiimorler
arasinda benzerlikler oldugunu ifade etmistir (Binns 2008). Bu benzerlikler bir veya bir
grup hiicrenin hiicre dongiisiiniin kontroliinii kaybetmesine neden olan genetik veya
epigenetik degisim, bu degisime bagli kontrolsiiz hiicre boliinmesi ile olusan
makroskobik tiimor olusumu ile bu olusumu besleyen iletim yapilarinin olusumu seklinde
stralanabilir (Britton vd 2008). Tiimor olusum mekanizmasinin dogru sekilde anlagilmasi
ancak 1970’lerin sonunda kullanimi miimkiin olabilecek teknolojiler sayesinde
gerceklesmistir (Binns 2008).
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1968’de Lehoczky, Agrobacterium vitis strainlerinin asma i¢inde sistemik olarak
tagindigini ve tlimor olusumunun yaralanmalarla indiiklendigini belirlemistir. Bu bilgi,
patojenin sistemik dogasinin ve iiretim materyali ile nasil yayildiginin agiklanmasini
saglamig, bu sayede hastalikla miicadelede 6nemli basar1 kazanilmistir (Burr vd 1998).
Daha sonraki yillarda Lehoczky ve diger arastirmacilar gerceklestirdikleri calismalarda
patojenin bitki Ozsuyundan izole edilebildigini gostermislerdir (Lehoczky 1971,
Lehoczky 1978, Burr vd 1998). Lehoczky, bakteriyel etmenin bitkinin kok sisteminde
kisladigini 6ne siirmiistiir. Etmen bahar geldiginde uygun kosullar altinda kok basiner ile
ksilemden yukar1 dogru ¢ikmakta ve yaralanmis dokulara tutunarak ur olusturmaktadir
(Burr vd 1998).

1970’te Keane ve arkadaglari, gergeklestirdikleri biyokimyasal ve serolojik
testlere, protein elektroforezinden elde ettikleri protein paternlerine ve patojenisite
testlerine dayanarak, fitopatolojik davraniglar1 goz oniinde bulundurularak farkl tiirlere
dagitilmis olan Agrobacterium tiirlerini Agrobacterium radiobacter tiiri altinda
birlestirilmislerdir. Arastiricilar, farkli simptomlar olusturan veya simptom olusturmayan
strainleri ise Agrobacterium radiobacter’in farkli biyotipleri olarak adlandirmayi
onermislerdir. Keane’nin smiflandirmasinda Ta¢ Gali hastalik etmeni bakteriler,
Agrobacterium radiobacter biyotip 3 olarak adlandirilmistir.

1971’de Kerr, patojenik Agrobacterium tumefaciens strainlerinden, patojenik
olmayan Agrobacterium tumefaciens strainlerine hastalik yapabilme kabiliyetinin
transfer olabildigini gostermistir. Kerr, patojenik Agrobacterium tumefaciens strainleri ile
hastalandirmig, domates bitkilerinde meydana gelen tiimorlere patojenik olmayan
Agrobacterium tumefaciens strainlerini inokiile etmis, patojenik olamayan strainlerin
patojenik ozellik kazandigin1 saptamistir. Kerr, sivi1 besiyerinde patojenik ve patojenik
olmayan Agrobacterium tumefaciens strainleri karigtirildiginda hastalik yapabilme
kabiliyetinin patojenik olmayan strainlere aktarilmadigini belirlemistir. Arastiric,
hastalik yapabilme kabiliyetinin, patojenik olmayan strain ile tiimoriin temas siiresine ve
tiimoriin gelisim asamasinda bagli oldugunu ifade etmistir.

1973’te Panagopoulos ve Psallidas, biyokimyasal ve fizyolojik testleri kullanarak
asmada meydana gelen urlardan izole ettikleri Agrobacterium cinsi bakterileri, diger bazi
bitkilerde meydana gelen urlardan izole ettikleri Agrobacterium cinsi bakteriler ile
karsilagtirmistir. Calisma sonucunda farkli konukgulardan izole edilmis bu etmenlerin ii¢
farkli gruba ayrilmasi gerektigi Onerilmistir. Arastiricilar, asmadan izole etikleri
Agrobacterium tiirlerinin sadece asmaya spesifik oldugunu belirlemisler ve diger
patojenlerden ayr1 bir grup altina toplamislardir.

1974’te Zaenen ve arkadaglari, patojenik Agrobacterium tumefaciens strainlerinde
bulunan ancak patojenik olmayan Agrobacterium tumefaciens strainlerinde bulunmayan
bir plazmitin varligimi kesfetmisler ve plazmiti patojenik Agrobacterium tumefaciens
strainlerinin hastalik yapma kabiliyetleri ile iliskilendirmiglerdir. Genetigin gelismesiyle
birlikte bu bakterilere ait timorijenik ve rizojenik 6zelliklerin plazmit iizerinde yer aldig
ve Agrobacterium cinsi igindeki bakteriler arasinda bu plazmitlerin gecisinin miimkiin
oldugu goriilmiistiir (Young vd 2005). Hem dogada hem de laboratuvar ortaminda nodiil
olusturan Rhizobium tiirleri ile patojenik Agrobacterium tiirlerinin kendi tiirleri i¢inde
nodiil ve ur olusumundan sorumlu plazmitlerini aktarabildigi, hem nodiil olusturan
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tiirlerden patojenik tiirlere (Martinez vd 1987, Brom vd 1988, Abe vd 1998), hem de
patojenik tiirlerden nodiil olusturan tiirlere (Hooykaas vd 1977) plazmitlerin transfer
edilebildigi gosterilmistir. Elde edilen bu veriler Rhizobium ve Agrobacterium tiirlerini
birbirine yaklagtirmistir (Young vd 2005).

1975’te Miller, daha oOnce Jones tarafindan rapor edilen krizantemde
(Chrysanthemum morifolium) rastlanan urlarin, Agrobacterium tumefaciens tarafindan
olusturuldugunu saptamistir. Farkli sicaklik ve bagil nem rejimlerinin farkli timor
bliytikliiklerine neden oldugunu belirlenmis, tiimor biiyiikliigiiniin bagil nem ile dogrusal
bir iligkisi oldugunu ifade edilmistir.

1976’da  Bomhoff ve arkadaslari, oktopin ve nopalin katabolize eden
Agrobacterium tumefaciens strainleri lizerinde yaptiklar1 plazmit transfer deneylerinde,
opin iiretimi ve opin kullaniminin patojenisite ile baglantili oldugunu kesfetmislerdir.
Aragtiricilar, nopalin katabolize eden Agrobacterium tumefaciens straininden,
Agrobacterium radiobacter strainine plazmit aktarimi gergeklestirmis ve Agrobacterium
radiobacter straininin patojenik Ozellik kazanip nopalin degrade edebilir nitelik
kazandigin1 belirlemislerdir. Benzer bir sekilde plazmiti ortadan kaldirilmis oktopin
katabolize edebilme kabiliyetindeki Agrobacterium tumefaciens strainlerine, nopalin
plazmiti transfer edilmis ve strainin nopalin degrade edebilir nitelik kazandig
saptanmistir.

1977°de Chilton ve arkadaslari, Agrobacterium tumefaciens ile enfekte edilmis
tiitlin (Nicotiana tabacum) bitkisindeki timor hiicre DNA’sinin, bakterinin sahip oldugu
plazmitin bir kismin1 i¢erdigini tespit etmistir. Arastiricilar, Agrobacterium tumefaciens
ile enfekte edilmis ve saglikli tiitiin bitkilerinden izole ettikleri DNA’lar1 endoniikleaz
enzimler vasitasiyla kesime ugratmislardir. Agrobacterium tumefaciens ile enfekte
edilmis tiitlin bitkisinden elde edilen DNA fragmentlerinin c¢alismada kullanilan
Agrobacterium tumefaciens strainlerinin plazmitleri ile basariyla hibridize oldugu
gozlemlenmistir. Bu durum, konukg¢udaki tiimér hiicrelerinin, bakterinin sahip oldugu
plazmitin bir kismini i¢erdiginin kanitidir.

Daha sonraki yillarda farkli arastiricilar tarafindan gerceklestirilen ¢alismalarda
T-DNA’nin bitkinin ana kromozomuna yari-raslantisal olarak entegre oldugu
belirlenmistir (Lemmers vd 1980, Thomashow vd 1980, Yadav vd 1980, Zambryski vd
1980, Yadav vd 1982, Barker vd 1983, Wang vd 1984). Bu gozlemler Agrobacterium
tiirlerinin insersiyonal mutagenez kabiliyetinin modern bitki molekiiler genetiginde giiglii
bir ara¢ olabilecegini gostermistir (Binns 2008).

1977°de Kerr ve Panagopoulos, 1978 de Siile, ger¢eklestirdikleri biyokimyasal ve
fizyolojik testler dogrultusunda daha oOnce Agrobacterium radiobacter veya
Agrobacterium tumefaciens tiirii i¢inde biyotip olarak adlandirilan bakterileri yeniden
siiflandirmis asmadan izole edilen Ta¢ Gali hastalik etmeni bakterileri Agrobacterium
tumefaciens biovar 3 olarak smiflandirmislardir.

1966°da De Ley ve arkadaslari, 1981°de Holmes ve Roberts, 1984°te Kersters ve
De Ley, 1988’de Holmes bu taksonomik gruplar i¢in farkli adlandirmalar 6nermisler,
ancak bilim ¢evrelerinde genis kabul gérememislerdir (Young vd 2005).
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1990’da Ophel ve Kerr, Agrobacterium tumefaciens biovar 3 olarak taniladiklari
Agrobacterium izolatlarimi, Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium radiobacter,
Agrobacterium rhizogenes ve Agrobacterium rubi tiirlerinin tip strainleri ile
karsilagtirmiglardir. Arastiricilar, Agrobacterium tumefaciens biovar 3 olarak belirlenen
izolatlar1, diger Agrobacterium tiirlerinden, bazi biyokimyasal testlere ve Agrobacterium
tumefaciens biovar 3’ten gelistirilmis monoklonal antikorlara karst gosterdikleri
reaksiyonlara dayanarak ayirmislardir. Arastiricilar gergeklestirdikleri optik olctimlerle
tip strainler ile Agrobacterium tumefaciens biovar 3’iin DNA baglanma seviyelerini
karsilagtirmiglar, DNA baglanma seviyelerinin Agrobacterium tumefaciens biovar 3
izolatlar1 arasinda %78-92 olarak gerceklestigi belirlenirken, diger tip strainlerde bu
seviyenin %7-47 arasinda degistigi belirlenmistir. Calismada, Agrobacterium
tumefaciens biovar 3’lin daha Onceden belirlenen Agrobacterium tiirlerinin tip
strainlerinden tiir diizeyinde farkli oldugu ifade edilmis ve bu yeni tiir Agrobacterium vitis
olarak isimlendirilmistir.

Rhizobium vitis, Ophel ve Kerr tarafindan ayr1 bir tiir olarak tanimlanmasindan
onceki stiregte farkli arastiricilar tarafindan Rhizobium tumefaciens ile beraber
Achromobacter radiobacter, Arobacterium radiobacter biovar tumefaciens biotype 3,
Agrobacterium genomosp. 4, Agrobacterium genomovar 4, Alcaligenes radiobacter,
Bacillus radiobacter, Bacterium radiobacter, Bacterium tumefaciens, Pseudomonas
radiobacter, gibi pek ¢ok farkli isimle anilmistir (Vizitiu ve Dejeu 2011, Anonim 2014-

)

1990°da Ophel ve Kerr’in gergeklestirdigi caligsmalara benzer calismalar farkl
biovarlar iizerinde de yiiriitiilmiis ve biovar olarak adlandirilan taksonomik birimlerde yer
alan bakterilerin her birinin farkli birer tiir oldugu, DNA-DNA homolojisine dayanan pek
cok farkli aragtirma ile gosterilmistir (Moore vd 1980). Daha 6nce biovar 1 olarak
adlandirilan taksonomik birimde yer alan bakteriler Agrobacterium tumefaciens (Bouzar
1994), biovar 2’de yer alan bakteriler Agrobacterium rhizogenes (Sawada vd 1993) olarak
adlandirilmis, daha 6nce Agrobacterium rubi olarak adlandirilan bakteri tiirii taksonomik
yerini korumustur (Moore vd 1980).

Patojenik Rhizobium tiirlerinin taksonomik konumunun stabil olmamasi, bu
etmenlerin fitopatojenik karakterlerinin kromozomal degil, plazmit kaynakli karakterler
olmasindan ve bu karakterlerin kaybinin, kazaniminin veya farkli tiirler arasinda
aktariminin miimk{in olmasindan kaynaklanmaktadir (Hussam ve Katsunori 2012).

2001’de Young ve arkadaslar1 gerceklestirdikleri 16S rDNA (rrs) analizleri
dogrultusunda Rhizobium, Agrobacterium, Allorhizobium genuslarmin Rhizobium
genusu altinda birlestirilmesi gerektigini onermislerdir. Arastiricilar, Rhizobium tiirleri
icinde Agrobacterium tumefaciens (syn. Agrobacterium radiobacter), Agrobacterium
rhizogenes, Agrobacterium rubi, Agrobacterium vitis ve Allorhizobium undicola’nin
monofiletik bir grup olusturdugunu ve bu genuslarin tek bir Rhizobium cinsi igerisinde
toplanmas1 gerektigini bildirmislerdir. Young 2004’te gergeklestirdigi 16S rDNA
analizleri dogrultusunda Agrobacterium tiirii i¢inde yer alan Agrobacterium larrymoorei
tiiriiniin de Rhizobium cinsi i¢inde yer almasi gerektigini gostermistir. Bu kapsamda
Agrobacterium tumefaciens (syn. Agrobacterium radiobacter), Agrobacterium
rhizogenes, Agrobacterium rubi, Agrobacterium larrymoorei ve Agrobacterium vitis
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tiirleri siras1 ile Rhizobium radiobacter, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium rubi,
Agrobacterium larrymoorei ve Rhizobium vitis olarak adlandirilmaya baslanmistir.
Giinlimiizde Rhizobium vitis asmada ur olusturan en baskin tiir olarak bilinmekle birlikte
Rhizobium tumefaciens de nadir olarak asmalarda izole edilmektedir (Knauf vd 1983,
Salomone vd 1996, Ride vd 2000).

Rhizobium vitis, bulasik topraklardan hassas konukcu bitkiye hayatinin herhangi
bir evresinde kok veya gdvdenin topraga yakin kisimlarindan, kiiltiirel iglemler, agilama,
bocek ve nematod beslenmesi gibi nedenlerle agilan taze yaralardan giris yapmakta ve
sistemik olarak tiim bitkiye hizl1 bir sekilde yayilmaktadir (Burr vd 1987-a, Burr 2004,
Stewart vd 2005, Creasap ve Burr 2006, Anonim 2012-a). Yapilan arastirmalar
Rhizobium vitis strainlerinin taze bir silirgiinde 24 saat icinde 30 cm kadar ilerleyebildigini
ortaya koymustur (Tarbah ve Goodman 1987, Burr vd 1998). Her ne kadar etmenin
ksilem 1ile tagindigi bilinse de, etmenin bitki i¢indeki spesifik yasam alani ve
popiilasyonlarinin dagilimi ile ilgili mefthumlar agik degildir (Burr vd 1998).
Enfeksiyondan sonra inkiibasyon periyotu asmanin yasina ve gevresel sartlara bagl
olarak degisiklik gostermektedir. 20-25°C sicaklikta inkiibasyon siireci 13-14 giin
stirerken, 10-15°C sicaklikta 27-28 giin siirmektedir. %80-90 bagil nem enfeksiyon i¢in
en uygun nem araligidir (Vizitiu ve Dejeu 2011). Hastalik, omcanin gévdesinde ve
kollarda tiimorlerle kendini gosterir (Burr vd 1987-a, Burr ve Otten 1999). Tiimorler,
genellikle omcanin alt kisimlarinda as1 birlesim yerlerinin yakinlarinda gozlemlenir (Burr
vd 1987-a, Burr ve Otten 1999, Creasap ve Burr 2006). Etmen, koklerde genellikle ur
olusturmaz, fakat Rhizobium vitis tiiriiniin hem patojenik hem de patojenik olmayan
strainleri koklerde bolgesel nekrozlara ve ciiriimelere neden olabilmektedir (Burr vd
1987-a, Burr ve Otten 1999, Burr 2004, Matthysse 2005, Stewart vd 2005 Creasap ve
Burr 2006, Anonim 2012-a). Asma koklerinde meydana gelen bu nekrozlar bitkiye
elektrolit kaybettirmekte ve bitki gelisimini olumsuz etkilemektedir (Stover vd 1997,
Burr vd 1998, Tolba ve Zaki 2011, Chebil vd 2013). Rhizobium vitis, diger patojenik
Rhizobium tiirleri arasinda koklerde nekroz olusumuna neden olan tek tiirdiir (Burr vd
1987-a, Vizitiu ve Dejeu 2011, Johnson vd 2013). Urlarin olusumu genellikle kambiyum
dokusundan baglar. Urlar, yaz ay1 baglarinda beyaz renkli ve yumusak goriiniimliidiirler,
yaz sonunda urlarin dis yilizeyindeki hiicrelerin ¢iirlimesiyle kahverengine
doniismektedirler. Tiimorler, sonbaharda ise kuru ve odunsu bir yapiya biirliniirler
(Anonim 2008, Creasap ve Burr 2006, Hartman 2007, Vizitiu ve Dejeu 2011). Bazi urlar
kolaylikla pargalanabilir ve bitki dokusundan kolaylikla ayrilabilirler. Bazi urlar ise daha
odunsu ve sert yapida olabilirler. Urlarin bazilar tiimiiyle ciiriiyerek aktivitesini
yitirirken, bazilar1 takip eden sezonda iist yiizeyinden tekrar taze gelisimler gosterebilir
(Anonim 2008). Baz ikincil fungal enfeksiyonlar ¢liriiyen urlarin dagilmasinda etkili
olabilirler (Levine 1931). Bir sezonda tiim omcay1 saracak kadar biiyiikk urlar
olusabilmektedir (Anonim 2012-a). Bitkide asil zarar urlarin kambiyum dokusunda
olusmaya baslamasina miiteakip, iletim demetlerinin organizasyonunun bozulmasi ve su
ve besin gecisini sekteye ugratmasi ile baslar (Levine 1931, Stewart vd 2005, Creasap ve
Burr 2006, Vizitiu ve Dejeu 2011, Campillo vd 2012). Bu yiizden urlu bitkiler genellikle
zayif slirglin gelisimi gosterir ve siirgiiniin, ur istiinde kalan kisimlar1 kuruyabilir
(Stewart vd 2005, Anonim 2012-a). Urlar asma govdesinin yarisini ¢evrelediginde bitki
gelisiminde ve veriminde Onemli azalmalara neden olmaktadir (Schroth vd 1988).
Govdeyi saran biiyiik tlimorler asmanin 6limiine neden olabilir (Stewart vd 2005).
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Tiimorlerde ve bitki materyalinde tiimorijenik ve tiimorijenik olmayan Rhizobium vitis
strainlerinin beraber rastlanabilmektedir (Burr ve Katz 1983, Burr ve Katz 1984).

Hasta bitkiler, olumsuz ¢evre kosullarina, 6zellikle kis zararlanmalarina ¢ok daha
duyarlidirlar. Ozellikle don olaylarinin goriildiigii yerlerde, asma iizerindeki don
catlaklar1 boyunca c¢ok sayida urlanma olmaktadir. Don c¢atlaklar1t boyunca olusan bu
belirtiler halk arasinda siraca ya da uyuz olarak adlandirilmaktadir (Anonim 2008).
Asmada meydana gelen don yaralar1 kis boyunca meydana gelmesine ragmen timor
olusumu bahar aylarina kadar goriilmemektedir. Tiimor olusum zamani, baharin
gelmesiyle bitkide dormansi kallozunun degrade olmasi ve buna bagli oksin iiretiminin
artis1 ile baslar (Creasap vd 2005). Kalloz kis boyunca floemleri tikayarak bitkinin don
zararindan korunmasini saglayan B-1,3-glukan yapisindaki bir bilesiktir (Esau 1948).
Kallozun siirgiinlerden oksinin bazal tasinmasinda ve don yaralarinin iyilesmesinde rol
aldig1 bilinmektedir (Aloni 1995). Asmadaki oksin diizeyinin de Rhizobium vitis ile
enfekteli asmalarda tiimor olusumuyla karsiliklr iliskili oldugu saptanmistir (Stover vd
1996, Rezmer vd 1999, Chateau vd 2000).

Ta¢ Gali hastaligimin  gorildiigli baglarda hastalik, yildan yila sahasim
genisletmektedir. Etmen, asma bitkisinde, topraga karismis urlarda ve kok parcalarinda
uzun yilar canlilifini siirdiirebilmektedir (Anonim 2012-a). Hastalik, bitkilerde ur
olusumu disinda, bodurlasma, kii¢iik ve klorotik yaprak ¢ikarma gibi belirtilere de neden
olur (Anonim 2008). Ta¢ Gali hastaligi, nadiren bitkinin Oliimiine neden olmakta,
genellikle bitkide gelisme geriligine sebebiyet vererek biiyiik ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (De Cleene 1979). Olusan galler farkli fitopatojenler i¢in giris sahasi
olabilmektedirler. Galli dokular abiyotik stres faktorlerine karst da daha hassastirlar
(Schroth vd 1988, Escobar ve Dendekar 2003).
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Sekil 2.6. Rhizobium vitis’in asma koklerinde olusturdugu nekrozlar (Creasap ve Burr
2006, Burr vd 2006)

Ta¢ Gali ile miicadelede etkin ve ekonomik bir kimyasal miicadele imkaninin
olmamasi, hastalikla miicadelede kiiltiirel 6nlemlerin 6nemini daha da arttirmaktadir
(Creasap ve Burr 2006, Anonim 2012-a). Yiizeysel antibiyotik ve bakterisidal kimyasal
uygulamalar bitki ylizeyindeki bakterileri etkisiz hale getirse de, sistematik olarak bitki
icinde yasamini siirdiiren bakterilerin kontroliinde etkisizdir. Bu ylizden Tag¢ Gali ile
miicadele yaralanmalarin  Onlenmesine ve saglikli asmalarin  devamliligina
odaklanmaktadir (Creasap ve Burr 2006, Vizitiu vd 2012).

Hastalikla miicadelede hastaliga goreli olarak dayanikli ana¢ ve kiiltivarlarin
kullanim1 Onerilebilir ancak, yabanil birkag tiir haricinde Ta¢ Gali hastaligina mutlak
dayanikli bir tiir bulunmamaktadir. Vitis vinifera tiirlerinin hemen hemen tamami Tag
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Gali hastaligina kars1 hassastir. Vitis riparia klonlar1 Ta¢ Gali hastaligina genellikle
dayaniklidir. Vitis labrusca ve Vitis amurensis hibritlerinin hastalia kars1 Vitis vinifera
tirlerinden daha dayanikli oldugu bilinmektedir. Yapilan farkli ¢alismalarda,
Chardonnay, Semillon, Riesling, Carignan, Blanca ovoide, Regina gibi kiiltivarlar,
Paulsen 775, 1103 Paulsen, Freedom, Couderc 3309, 101-14 Mgt, Kober 5SBB, C 3309,
SO 4, Riparia Gloire, NAZ 1, NAZ 2, NAZ 4, NAZ 5, NAZ 6 gibi anaglarin Ta¢ Gali
hastaligina dayanikli oldugu bildirilmistir. Fakat bu ¢esitlerin de sadece Rhizobium vitis
tirlintin belirli strainlerine kars1 dayaniklilik gosterdigi, baz1 farkli strainlere karsi test
edildiginde Tag¢ Gali hastalifinin ortaya ¢ikabildigi goriilmiistiir (Ferreira ve Van Zyl
1986, Goodman vd 1993, Stover 1993, Stover vd 1997, Burr vd 1998, Siile ve Burr 1998,
Burr ve Otten 1999, Mahmoodzadeh vd 2004, Kuczmog 2012, Vizitiu vd 2012).
Aragtirmalar, Ta¢ Gali hastalifina kars1t mukavemet gosteren asma c¢esitlerinde bulunan
ve hastaliga dayanikliliktan sorumlu oldugu diisiiniilen bir gen bolgesinin varligina isaret
etmektedir. Lakin Rcgl (Resistance Crown Gall) adi verilen bu lokusu barindiran her
cesidin hastaliga kars1 ayni derecede mukavim olmadigi, lokusun farkli alellerinin oldugu
bilinmektedir (Kuczmog vd 2012).

Ta¢ Gali hastaligindan korunmak i¢in, agir ve su tutma kapasitesi yiiksek olan
topraklarda ve kis ve ilkbahar donlarinin yogun goriildiigii yerlerde fidanlik ve bag
tesisinden kacinilmali, tesis kurulurken hastalik belirtilerini tagimayan sertifikali fidan,
celik ve kalemler kullanilmalidir (Tarbah ve Goodman 1986, Bazzi vd 1987, Burr vd
1988, Stewart vd 2005, Creasap ve Burr 2006, Hartman 2007, Vizitiu ve Dejeu 2011,
Anonim 2012-a). Fidan iiretiminde kullanilacak olan uyku dénemdeki anac ve kalem
celiklerinin, 50-52°C sicakliga ayarli su banyosunda 30-60 dakika siireyle sicak su
uygulamasina tabi tutulmasiyla, ksilem borularinda bulunan bakteri biiyiik oranda yok
edilebilmektedir (Burr vd 1998, Burr ve Otten 1999, Burr 2004, Anonim 2012-a). Bu
uygulama Ocak veya Subat ay1 gibi bitkinin dormant oldugu bir donemde
gerceklestirilirse, tomurcuk gozlerinde hemen hemen hi¢ zarar meydana gelmemektedir.
Daha sonraki donemlerde gerceklestirilen sicaklik uygulamalari, gozlerde oliimlere veya
gec tomurcuklanmaya neden olabilmektedir. 60 dakikay1 gegen uygulamalarin uygulama
basarisin1 fazla degistirmedigi belirlenmistir (Burr 2004). Sicak su uygulamalari
genellikle bitki icindeki tiim etmenleri eradike edemese de Diinya’nin pek c¢ok farkli
bolgelerindeki, pek ¢ok fidanlikta uygulanmaktadir (Burr vd 1998).

Budama, asilama gibi yetistirme tekniklerinin uygulanmasi sirasinda kullanilan
aletler her seferinde %10’luk sodyum hipokloriir veya %?2-5’lik formalin ile dezenfekte
edilmeli, asilama sirasinda ana¢ kalem uyumuna dikkat edilmelidir. Bakim islemleri
sirasinda bitkileri yaralamaktan kaginilmali, yara yerlerinden bakteri girisini engellemek
icin as1 yerleri steril parafin ile kapatilmalidir. Ta¢ Gali hastalifinin goriilmesi
durumunda, bagdaki bulasik asmalar sokiiliip imha edilmeli, sokiim yerinde 40 cm
derinlik ve 20 cm genisliginde tecrit cukuru agilarak igerisi sonmemis kirecle
doldurulmali ve toprak alt1 zararlilar1 ile miicadele edilmelidir. Hastaligin goriildigi
baglar sokiildiikten sonra en az bes yil siireyle yeni bag tesis edilmemeli, muisir,
bugdaygiller, soganli bitkiler, yonca ve kuskonmaz gibi bitkilerle bes yillik ekim nobeti
uygulanmalidir (Anonim 2012-a, Vizitiu vd 2012).

Toprak fiimigasyonu, torak kokenli Ta¢ Gali hastalik etmenini yok etmede
etkisizdir (Hartman 2007). Yapilan ¢alismalar Rhizobium vitis strainlerinin, topraktaki
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asma kalintilarinda hasta bitkinin sokiilmesinden sonra saprofitik faza gecerek, bes yila
kadar hayatta kalabildigini gostermistir (Burr vd 1998, Creasap ve Burr 2006, Vizitiu ve
Dejeu 2011). Patojenin, bulastigi bag alanindan ne kadar zamanda eradike olacagi,
bulasik asma kalintis1 miktarma ve bu kalintilarin dekompozisyon hizina bagli olarak
degisir (Burr vd 1998). Ancak daha once bag tesis edilmemis topraklarda Ta¢ Gali
hastalik etmenine rastlanmadigindan, boyle arazilerin dikimde kullanilmasi hastaliga dair
etkin kontrol saglamaktadir (Burr vd 1998, Creasap ve Burr 2006, Vizitiu ve Dejeu 2011).

Yapilan baz1 ¢alismalar filokseraya dayanikli bazi anaglarin Tag¢ Gali hastaligina
kars1 dayanikli olabilecegine isaret etmektedir (Goodman vd 1993, Stover 1993, Siile vd
1994, Stover vd 1997, Mahmoodzadeh vd 2004). Soguk iklim sartlarina dayanikli
cesitlerin se¢cimi Tag¢ Gali ile miicadelede 6nemlidir (Burr 2004, Stewart vd 2005, Creasap
ve Burr 2006, Vizitiu ve Dejeu 2011). Azotlu giibreleme yerine potasli glibreleme plani
ve dengeli budama asmalarin dona kars1 olan dayanimini arttirmaktadir (Burr vd 1998,
Stewart vd 2005, Vizitiu vd 2012). Hasadin geciktirilmesi ise asmanin dona karsi
direncini azaltacagindan ge¢ hasattan kacinilmalidir (Stewart vd 2005). Asirt azotlu
giibrelemeden kaynaklanacak azot fazlasinin Tag¢ Gali hastalik etmenlerine azot kaynagi
olarak hizmet edebilecegi diisliniilmektedir (Vizitiu vd 2012).

Hastalikl1 bir bitkideki geng siirgiin uglarinda patojen bulunmadigindan (Burr vd
1988, Szegedi ve Nemeth 1996) siirgiin ucu kiiltiirli, patojenden ari bitki eldesinde,
patojenin elimine edilmesinde ve hastaliktan ari anag¢ parsellerinin kurulmasinda
uygulanan en etkin yontemlerden biri olarak 6ne c¢ikmaktadir (Burr ve Otten 1999,
Creasap ve Burr 20006).

Asma dikimi gerceklestirilen arazide nematod aktivitesinin olup olmadiginin
kontrolii biiyiikk onem arz etmektedir. Yapilan caligmalar nematod aktivitesi olan
topraklarda Ta¢ Gali vakalarinin daha sik ortaya ¢iktigini gostermektedir (Siile vd 1995,
Stewart vd 2005, Vizitiu vd 2012).

Diinya’nin pek ¢ok iiziim iiretimi yapilan bolgesinde Ta¢ Gali hastaligi ile
biyolojik miicadelede Rhizobium radiobacter K84 straini uzun yillar kullanilmistir (Kerr
ve Htay 1974, Moore ve Warren 1979, Cooksey ve Moore 1980, Lopez vd 1987, 1989,
Shim vd 1987, Jones ve Kerr 1989, Farrand 1990, Tawfik 1990, Donner vd 1993, Vicedo
vd 1993, Moore ve Canfield 1996, Burr vd 1998, Penyalver vd 2000, Herlache ve Triplett
2002). Patojenik olmayan K84 straini, 1972 yilinda New ve Kerr tarafindan badem
fidanlarindan izole edilmistir. Arastiricilar, yaralandirilmis bitki koklerini bire bir
oranlarda patojenik Rhizobium ve patojenik olmayan K84 strainleri ile muamele
ettiklerinde, zamanla patojenik bakteriyel popiilasyonun azalarak patojenik olmayan K84
strainin baskin hale geldigini ve ur olusumunun meydana gelmedigini gézlemlemislerdir
(Kerr 1972, New ve Kerr 1972, Penyalver vd 2000). Daha sonraki yillarda yapilan
caligmalarda K84 straininin patojenik olmayan bir Rhizobium radiobacter straini oldugu
belirlenmistir (Kerr ve Panagopoulos 1977). Bu biyokontrol ajani, konuk¢u rizosferinde
ve kok sisteminde kolonize olmakta (Ellis vd 1979, Shim vd 1987, Macrae vd 1988,
Stockwell vd 1993, Vicedo vd 1993) ve yiiksek derecede spesifik antiagrobakteriyel bir
antibiyotik olan agrosin 84’ii (agrosinopin A) sentezlemektedir (Kerr ve Htay 1974). Bu
antibiyotik, sadece agrosine hassas Rhizobium tiirlerinde etkili bir adenin niikleozit
analogudur (Kerr ve Htay 1974, Murphy ve Roberts 1979, Tate vd 1979, Hayman ve
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Farrand 1988). Fakat gerceklestirilen bazi calismalar arazi sartlarinda K84 straininin
agrosin 84’e dayanikli patojenleri de kontrol altina alabildigi de rapor edilmistir (Cooksey
ve Moore 1980, Lopez vd 1987, 1989, Bouzar vd 1991, Vicedo vd 1993, Penyalver ve
Lopez 1999). K84 straininin, agrosin 84’e dayanikli patojenleri nasil kontrol altina aldig1
tam manasiyla anlagilamamistir. Bu durum s6z konusu biyolojik kontrol fenomeninin
sadece agrosin lretiminden ibaret olmadigini, mekanizmanin daha komplike bir yap1
barindirdigini diisiindiirmektedir (Farrand ve Wang 1992, Vicedo vd 1993, Penyalver vd
2000). K84 straini, agrosin 434 isimli antimikrobiyal bileseni kodlayan pAgK434
plazmiti (> 300 kb) (Donner vd 1993), nopalin katabolizmasini1 kodlayan pNoc plazmiti
(173 kb) (Sciaky vd 1978, Ellis vd 1982) ve agrosin 84 isimli antimikrobiyal bileseni
kodlayan pAgK84 plazmitini (47,7 kb) (Ellis vd 1979, Ryder vd 1987) tasimaktadir. pNoc
plazmiti, Rhizobium tumefaciens’in Ti plazmiti ile biiyiikk 0lciide homoloji
gostermektedir. Bu durum pNoc plazmitinin, Ti plazmitinin delesyon mutasyonu ile
onkojenik aktivitesini yitirmis hali oldugunu diisindiirmektedir (Clare vd 1990). K84
straininin kodladigr ikinci antimikrobiyal bilesen olan agrosin 434 ise sadece hassas
Rhizobium rhizogenes strainleri iizerinde etki gosteren, agrosin 84’e gore daha etkisiz bir
bilesendir (McClure vd 1998, Donner vd 1993). Agrosin 434’iin sitidin niikleoziti
analogu oldugu diisliniilmektedir (Kerr ve Tate 1984, Fajardo vd 1995, Herlache ve
Triplett 2002). K84 straini, bu iki antimikrobiyal bilesigin haricinde ALS84 ad1 verilen
liciincii bir antibiyotik benzeri madde daha sentezlemektedir ancak bu bilesenin kimyasal
yapist ve Tag¢ Gali hastalik etmenlerinin kontroliindeki rolii heniiz agikli§a kavusmamistir
(Penyalver vd 2000).

Agrosin 84 iiretimi
ve bagisikhihg ile
ilgili bilge

(47.7 kb)

pAgK1026'daki
Tra&

“~

Replikasyon
Bilgesi
2 ——

Plazmit stabilitesi

Sekil 2.7. pAgK84 plazmitine ait EcoRI restriksiyon haritasi. Tra~ pAgK1026 plazmiti
virDI ve virH bolgelerini igeren EcoRI restriksiyon fragmentini
icermemektedir (Penyalver vd 2000)
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K84 straininin, uygulamasinda, yiiksek miktarlarda agrosin 84’e dayanikli patojen
strainlerin bulunmasi, latent enfeksiyonlar, yetersiz miktarda K84 straini iceren
formiilasyonlar, uygunsuz inokiilasyon uygulamalari, K84 straininin toprakta bulunan
rekabet¢i mikroorganizmalar, antagonistler veya diger faktorler sebebiyle biyolojik
miicadele ajaninin yeterince kolonize olamamasi gibi sorunlar ortaya ¢ikabilmektedir.
K84 uygulamalarinin bir baska basarisizlik nedeni de biyolojik ajandan patojenlere
plazmit aktariminin meydana gelmesi ve patojenik formlarin agrosin 84’e dayanikli hale
gelmesidir (Panagopoulos vd 1979, Penyalver vd 2000). Biyolojik ajanin basarisi, agrosin
sentezinden sorumlu pAg84 plazmitinin konjugasyon yoluyla, patojenik Rhizobium
strainlerine gecmesiyle zaman icinde azalmistir. Agrosin 84’iin sentezinden sorumlu
pAg84 plazmiti iizerinde yer alan Tra (Transfer) bolgesi, plazmitin bir bakteriden baska
bir bakteriye gecisini saglamaktadir (Jones vd 1988, Burr vd 1998). Rekombinant DNA
teknikleri kullanilarak pAg84 plazmiti iizerindeki Tra bolgesinin 5,9 kb’lik kismu
silinmis, plazmitini transfer etme kabiliyetinden yoksun (Tra’), ancak sentezledigi agrosin
ile agrosine hassas Rhizobium tiirlerini etkisiz hale getirebilen Rhizobium radiobacter
K1026 ad1 verilen yeni bir biyolojik ajan olusturulmustur (Jones vd 1988, Jones ve Kerr
1989). Yapilan caligmalar K1026 straininin, K84 straini kadar agrosin84, agrosin 434 ve
ALS84 iiretebildigini, agrosin 84’e hassas patojenler iizerinde K84 straini kadar etkili
oldugunu gostermistir (Penyalver vd 2000). Rhizobium radiobacter K1026, Diinya’nin
pek cok iilkesinde ticari biyopestisit olarak halen kullanilmaktadir (Penyalver vd 2000,
Anonim 2014-k). Agrosin iireten bu strainler, pek ¢ok patojenik Rhizobium straininin
kontroliinde etkili olsa da Rhizobium vitis tiiriiniin timorijenik aktivitesinin agrosin 84 ile
kontrol altina alinamadigini isaret eden veya bu strainlerin asmadan farkli konukgularda
meydana gelen Rhizobium vitis enfeksiyonlarini engellemekte daha etkin oldugunu
gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Kerr ve Htay 1974, Farrand 1990, Burr vd 1998, Burr
ve Otten 1999, Zauner vd 2000).

Rhizobium vitis F2/5 straini, hastaligin kontroliinde timit veren bir bagka biyolojik
kontrol ajanidir (Staphorst vd 1985, Burr ve Reid 1994, Burr vd 1998, Genov vd 2006,
Rouhrazi ve Rahimian 2012). Bu strain patojenik olmayan bir Rhizobium vitis strainidir.
Rhizobium vitis F2/5’in, asma yiizeyinde ve yaralarda kolonize olmasi saglanarak, tirettigi
antimikrobiyal bilesenler sayesinde patojenik Rhizobium vitis strainlerinin enfeksiyon
sanst bulmasinin Oniine gegcilebilmektedir. Rhizobium vitis F2/5 uygulamalarmin
arazideki basarisina dair veriler degiskenlik gostermektedir (Burr ve Reid 1994, Bazzi vd
1999, Burr vd 1997, 1999, Szegedi vd 1999, Burr 2004, Creasap vd 2005, Hao vd 2005,
Creasap ve Burr 2006, Vizitiu ve Dejeu 2011).

Patojenik olmayan Rhizobium tumefaciens J73 (Thomson 1986, Webster vd 1986,
Macrae vd 1988), D286 (Ryder vd 1987) strainleri, patojenik olmayan Rhizobium
radiobacter MI 15 (Xie vd 1993), HLB-2 (Xiaoying ve Wangnian 1986, Pu ve Goodman
1993-a,1993-b, Bazzi vd 1999), UHFBA-8, UHFBA-11, UHFBA-12 (Gupta vd 2010)
strainleri, patojenik olmayan Rhizobium vitis F2 (Staphorst vd 1985), E26 (Yajie vd 1990,
Liang vd 2001, Li vd 2005, Wang vd 2008, Wei vd 2009), CG1077 (Burr vd 1997),
CG573 (Bazzi vd 1999), CG49 (Otten vd 1996), VARO3-1 (Kawaguchi vd 2005-a, 2007,
2008-a) strainleri, farkli endofitler (Bell vd 1995), farkli kaynaklardan izole edilmis
Rhizobium strainlerine karst antagonistik etki gosterdigi belirlenen Pseudomonas
fluorescens (Khmel vd 1998, Eastwell vd 2006), Pseudomonas corrugata (Bell vd 1995),
Pseudomonas aureofaciens (Khmel vd 1998), Pseudomonas spp. (Biondi vd 2009),
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Bacillus subtilis (Biondi vd 2009), Bacillus spp. (Eastwell vd 2006), Rahnella aquatilis
(Bell vd 1995, Chen vd 2007, 2009), Bacillus megaterium, Paenibacillus polymyxa,
Pseudomonas fragi, Pseudomonas viridilivd, Pseudomonas asplenii, Curtobacterium
flaccumfaciens, Curtobacterium spp. (Tolba ve Soliman 2013) strainleri, modern
biyoteknolojik yontemlerle trifolitoksin (TFX) geni aktarilmis farkli Rhizobium strainleri
(Herlache ve Triplett 2002), Aspergillus spp., Penicillium spp., Trichoderma spp. gibi
farkli fungus cinsleri (Cooksey ve Moore 1980) gibi Rhizobium vitis’e kars1 farkl
seviyelerde kontrol saglayan pek cok farkli mikroorganizma Ta¢ Gali hastaligi ile
miicadelede kullanilmstir.

Ulkemizde asma iiretim materyallerinin elde edilmesinde, ¢ekirdekten cogaltim,
daldirma ile g¢ogaltim ve g¢elik ile ¢ogaltim gibi farkli yontemler kullanilmaktadir.
Giiniimiizde gerek iilkemizde gerek Diinya’da asma fidani iiretiminde en yaygin
kullanilan yontem, ana¢ ve kalem kisimlarinin ayr1 ayri yetistirilip birbirine asilanmasi
esasina dayanan yontemdir. Asma iiretim materyalinin eldesinin ilk asamasinda, asma
fidanlarinda ana¢ ve kalem olarak kullanilacak tek yillik saglikli siirgiinler budanarak
arazide tasnif edilmekte ve demetlenmektedir. Demetlenen materyaller karanlik ve serin
bir ortamda birkac¢ gilin depolanmaktadir. Kalemler as1 islemine ge¢ilmeden once bir giin
boyunca suda bekletilmektedir. Depolanan anaglarin en iist ve en alt kisminda yer alan
gozler hari¢ diger gozleri koreltilmekte, bir giin boyunca suda bekletilen kalemler ise tek
g0zl parcalar halinde kesilmektedir. Kesilen gozler ve anaglar ¢esit karisikligina sebep
olamayacak bir nizam igerisinde as1 makinesi yardimi ile birlestirilmekte, ardindan as1
yiizeyi olusabilecek enfeksiyonlarin engellenmesi amaciyla parafin ile kaplanmaktadir.
As1 bolgesi kaplanan materyaller, anag ve kalemin kaynasmasi amactyla, 26 C* de, %80-
85 nispi nemde, 21 giin inkiibe edilmektedir. Dikime hazir hale gelen celikler, dikimden
once koklenmeyi tesvik etmesi i¢in IBA (Indol Biitirik Asit) ¢ozeltisine batirilmalarinin
ardindan, tiiplerin i¢ine hazirlanmis fidan harcina dikilmektedir (Anonim 2014-m).
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Sekil 2.8. Asma fidanlarinda anag¢ olarak kullanilacak tek yillik siirgiinlerin arazide
budanmasi (Bu ¢alismadan. Manisa Bagcilik Arastirma Istasyonu)

Sekil 2.9. Anag olarak kullanilmak iizere arazide tasnif edilip demetlenmis tek yillik
siirgiinler (Bu ¢aligmadan. Manisa Bagcilik Arastirma Istasyonu)
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Sekil 2.10. Kalem olarak kullanilmak iizere arazide tasnif edilip demetlenmis tek yillik
§1'irg1"1nlerin as1 icin kesimi (Bu calismadan. Manisa Bagcilik Arastirma
Istasyonu)

Sekil 2.11. Ana¢ ve kalemleri birlestirmekte kull.amlan omega as1 makinesi (Bu
caligmadan. Manisa Bagcilik Arastirma Istasyonu)
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Sekil 2.12. Omega as1 makinesi ile birlestirilen ana¢ ve kalem (Bu ¢aligmadan. Manisa
Bagcilik Arastirma Istasyonu)

Celiklerin hazirlanma siirecinde gerek ana¢ gerek kalemler pek c¢ok kez
yaralandirilmakta ve Ta¢ Gali hastalik etmeni Rhizobium vitis ile enfekte olma riski ile
kars1 karsiya kalmaktadir. Budama ve tasnif islemlerinin arazide gergeklestirilmesi
budanan parcalarin toprak ile temas etmesine neden olmakta, ana¢ ve kalemlerin uygun
sekilde kesimi ve birlestirilmesi esnasinda meydana gelen yaralanmalar da Rhizobium
vitis strainlerinin liretim materyaline girisi i¢in biiyiik risk olusturmaktadir. Birlestirilen
ana¢ ve kalemlerin kaynasmasi amaciyla Rhizobium vitis gelisimi i¢in olduk¢a uygun
olan 26 C”de 21 giin inkiibe edilmesi hastalik etmeninin bitki i¢ine girmesi durumunda
hastalik etmeninin bitkide hizl1 bir sekilde gelisim gdstermesine neden olabilmektedir.
Bulasma i¢in risk tagiyan bu siireclerin sonrasinda iiretim materyalinin hastaliga dair hizli
ve hassas tespit yontemleri ile kontrol edilmesi hastaliktan ari {iretim materyali eldesinde
biiylik 6nem arz etmektedir.

Patojenik Rhizobium tiirlerinin konuk¢u bitki veya toprak gibi karmasik bir
mikrofloranin i¢inde yasamini siirdiirmesi patojenin tan1 ve teshisini gii¢lestirmektedir.
Tan1 ve teshiste kullanilan yontemlerin pek ¢ogunda tanilanmak istenen bakterinin tek
basina elde edilebilmesi 6nemli bir gereksinimdir. Patojenik Rhizobium tiirlerinin
urlardan ve topraktan izolasyonu olduk¢a giic oldugundan farkli diizeylerde
gergeklestirilen tan1 ve teshis caligmalarinda 6zel selektif ortamlar uzun yillar
kullanilmistir (Oktem 1972).

1926’da Patel, agar, glikoz, kristal viyole ve sodyum taurokolat iceren bir besi
ortami kullanarak Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium rhizogenes strainlerini
gelistirmeyi basarmistir. Ancak Patel’in gelistirdigi ortam toprak mikroflorasindaki diger
bakterileri elimine etmede yetersiz kalmaktadir (Moore vd 1980).
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1965°te Schroth ve arkadaslar1, Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium radiobacter
grubu bakterilerin topraktan izolasyonu i¢in gelistirdikleri agar, mannitol, sodyum nitrat,
magnezyum kloriir, kalsiyum propiyonat, magnezyum monohidrojen fosfat, magnezyum
stilfat, sodyum bikarbonat ve magnezyum karbonat gibi kimyasallar, berberin, sodyum
selenit, penisilin, streptomisin, sikloheksimit, tirotrisin ve basitrasin gibi antibiyotikler ve
toksin bilesenler igeren secici besi ortami sayesinde, secici olmayan besi ortaminda
gelisen bakterilerin %99’undan fazlasini elemine etmis Rhizobium kolonilerini, diger
bakterilerden kolaylikla ayirt etmeyi basarmiglardir. Patojenisite testleri i¢in aycicegi
domates (Solanum lycopersicum) fideleri kullanarak ur teskilini incelemislerdir. Besi
ortaminin antibiyotik igerigi azaltildiginda ortam Rhizobium rhizogenes strainlerinin
gelismesine de olanak vermekte bu durum ortamin segiciligini belirgin olciide
azalmaktadir (Moore vd 1980).

1966’da Moustafa Darweish, agar, laktoz, mangan siilfat, magnezyum siilfat,
dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, amonyum fosfat iceren, 1969’da
Clark, agar, laktoz, mangan siilfat, magnezyum siilfat, potasyum nitrat, sodyum fosfat,
demir EDTA, iceren benzer besi ortamlar1 gelistirmisler toprak mikroflorasinda
Rhizobium tiirleri haricinde hemen hemen tiim bakteri tiirlerinin gelisimini engelleyen bir
besi ortami1 gelistirmiglerdir. 3-ketolaktoz iiretimi ile bitki inokiilasyonlarini kapsayan
testler ile ortamin segiciligini sinamislardir. Bu besi ortamlar1 Rhizobium tumefaciens
strainleri i¢in 1yi bir gelisme ortami sunsa da Rhizobium rhizogenes ve Rhizobium vitis bu
ortamlarda oldukca zay1f gelismektedir (Moore vd 1980).

1970’te Kado ve Heskett, Rhizobium, Corynebacterium, Erwinia, Pseudomonas
ve Xanthomonas cinsleri icindeki bitki patojeni bakteriler icin lityum kloriir, sodyum
dodesil siilfat, polimiksin ve glisin gibi bakteri membraninin gegirgenligini etkiledigi
bilinen aktif bilesenleri, tek bagina veya kombine olarak kullanarak bir cinsin gelismesine
izin veren, diger cinslerin gelismesini engelleyen D serisi adin1 verdikleri bes segici besi
ortam1 gelistirmislerdir. Rhizobium tiirleri i¢in hazirlanan D1 adindaki besi ortaminda,
agar, mannitol, magnezyum siilfat, sodyum nitrat, kalsiyum nitrat, lityum kloriir,
dipotasyum hidrojen fosfat ve bromtimol mavisi kullanilmaktadir. Bu besi ortaminda
gelistirilen Rhizobium kolonileri once besi ortami igerigindeki bromtimol mavisinden
otiirli agik mavi olarak gdzlemlenmekte, kolonideki pH nin zamanla diigmesine bagh
olarak zamanla yesil renk almaktadir.

1971’de New ve Kerr, Rhizobium rhizogenes strainlerinin izolasyonunda basarili
bir besi ortami gelistirmislerdir. Besi ortami, agar, eritritol, monopotasyum fosfat,
sodyum nitrat, sodyum kloriir, kalsiyum kloriir, demir EDTA, magnezyum siilfat, biyotin,
sikloheksimit, basitrasin, tirotrisin ve sodyum selenit gibi maddeler ihtiva eden selektif
bir besi ortamidir. Bu ortam sayesinde New ve Kerr, Rhizobium rhizogenes strainlerinin
patojenik formlarin1 hem toprak hem de hastalikli bitki dokusundan izole etmeyi
basarmislardir.

1976’da Matthysse ve Stump, Rhizobium tumefaciens strainlerini izole etmek
amaciyla H4 minimal besi ortam1 adin1 verdikleri bir ortam gelistirmislerdir. Bu besi
ortami, Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium vitis tirleri spesifik olarak
gelisebilmektedir. Rhizobium rhizogenes tlirleri ise daha yavas bir sekilde de olsa bu
besiyerinde gelisebilmektedir.
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1980°de Moore ve arkadaglari DIM agar admi verdikleri, agar, sellobiyoz,
amonyum kloriir, sodyum dihidrojen fosfat, dipotasyum hidrojen fosfat, magnezyum
siilfat, malagit yesili kullanarak hazirladiklar1 besi ortami sayesinde Rhizobium
tumefaciens, Rhizobium rhizogenes ve Rhizobium vitis tiirlerini selekte edebilmislerdir.

1983’te Brisbane ve Kerr, farkli Rhizobium tiirlerinin gelismek i¢in farkli karbon
ve azot kaynaklarini kullanmasi ve eritritoliin Rhizobium tumefaciens tarafindan karbon
kaynagi olarak kullanilamamasi esasina dayanarak 1A, 2E ve 3DG adini verdikleri
sodyum selenit ve telliirit iceren {ic besi ortami tasarlamis, bu sayede Rhizobium
tumefaciens, Rhizobium rhizogenes ve kismen de Rhizobium vitis tiirlerini ayirmay1
basarmistir. Bakterilere farkli gelisme faktorleri olarak farkli konsantrasyonlarda eritritol,
arabitol, tartarat ve D-glutamat bilesenleri verilerek secicilik saglanmistir. Sodyum
selenitin s6z konusu patojenler tarafindan indirgenme kabiliyeti bakterinin toksik bir
bilesen olan telliirite kars1 direng seviyesini belirlemektedir. Rhizobium tumefaciens
strainlerinin izolasyonunda kullanilan 1A besi ortami, agar, arabitol, amonyum nitrat,
dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, magnezyum siilfat, sodyum
taurokolat, kristal viyole, sikloheksimit, telliirit ve sodyum selenit icermektedir.
Rhizobium rhizogenes strainlerinin izolasyonunda kullanilan 2E besi ortami ise agar,
eritritol, amonyum nitrat, dipotasyum hidrojen fosfat, potasyum dihidrojen fosfat,
magnezyum siilfat, sodyum taurokolat, maya ekstrakti, malasit yesili, sikloheksimit,
telliirit ve sodyum selenit icermektedir. Rhizobium vitis strainlerinin izolasyonunda
kullanilan 3DG besi ortami, agar, D-glutamat, sodyum tartarat, monosodyum fosfat,
sodyum kloriir, disodyum fosfat, magnezyum siilfat, mangan siilfat, sodyum taurokolat,
maya ekstrakti, Kongo kirmizis1 ve sodyum selenit icermektedir. 3DG besi ortaminin
hazirlanmasinda D-glutamat yerine amonyum nitrat da kullanilabilmektedir. 1A ve 2E
ortamlar yiiksek seviyede secici ve etkili ortamlardir (Moore vd 1980), fakat tartarat
kullanabilen Rhizobium tumefaciens strainlerinin de Rhizobium vitis igin gelistirilen
tartarat ve glutamat igeren DG3 ortaminda ¢ogalabilmesi nedeni ile bu ortamda etkili bir
ayrim saglanamayabilmektedir.

1983’te Roy ve Sasser, basta Rhizobium vitis olmak iizere diger Rhizobium
tiirlerinin de basarili bir sekilde izole edilebilmesini saglayan oldukg¢a secici bir besi
ortami1 dizayn etmiglerdir. Agar, maya ekstrakti, adonitol, borik asit, dipotasyum hidrojen
fosfat, potasyum dihidrojen fosfat, magnezyum siilfat gibi kimyasallar ve klorotalonil,
trimetoprim, trifeniltetrazolyum kloriir, D-sikloserin gibi antibiyotikler icermektedir.
Ortamda Rhizobium kolonileri seffaf hale ile ¢evrilmis bordo koloniler seklinde kendini
gostermektedir (Sekil 2.13). Besi ortamina telliirit eklenerek ortamin segiciligi
arttirilabilmektedir (Shams vd 2012). Rhizobium strainlerinin besi ortaminda selekte
edilmesinde kullanilabilecek antibiyotikler ve konsantrasyonlar1 Cizelge 2.3’te
verilmistir.
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Sekil 2.13. Roy & Sasser selektif besi ortaminda karakteristik Rhizobium vitis kolonileri
(Bu calismadan)

Cizelge 2.3. Rhizobium strainlerinin besi ortaminda selekte edilmesinde kullanilabilecek
antibiyotikler ve konsantrasyonlari1 (Wise vd 2006)

Stok Konsantrasyon Antibiyotik Kati Besiyeri  Sivi Besiyeri

Antibiyotik (mg/ml) Solventi (pg/ml) (ng/ml)
Karbenisilin 100 Su 100 30-50
Kloramfenikol 3 Etanol 3 3
Eritromisin 100 Etanol 150 100
Gentamisin 100 Su 100 100
Kanamisin 50 Su 50 10-20
Rifampisin 10 Metanol 10 10
Spektinomisin 100 Su 100 25-50
Tetrasiklin 3 %50 Etanol 3 1,5

Rhizobium vitis, ksilem vasitasiyla bitki i¢inde sistemik olarak yayildigindan,
hastalikl1 bitki dokusu, toprak, su gibi ortamlardan izolasyonu kadar vaskiiler 6zsudan
izolasyonu da ©nem arz etmektedir. Ozellikle bahar aylarinda asmalardan alinan
eksudatlarin izolasyon i¢in uygun oldugu bilinmektedir. Buna alternatif olarak asma
cubuklarindan vakum pompasi yardimi ile bitki 6zsuyunun g¢ekilmesi tiim yil i¢inde
uygulanabilecek bir yontemdir. Bu yontem sadece asmada degil diger odunsu bitkilerde
de kullanilabilmektedir (Moore vd 1980, Bazzi vd 1987).

Hastalik etmeninin in vitro tamsi ile ilgili ilk calismalar, indikator bitkiler
yardimiyla gerceklestirilmistir. Ozellikle hastaligin kesfini izleyen otuz yilda pek ¢ok
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farkli bitki iizerinde pek cok farkli izolat test edilmistir (Binns 2008). Rhizobium vitis
strainlerinin patojenisiteleri, asil konuk¢usu olan asmanin yani sira domates, aygigegi gibi
patojenin konukcu araliginda bulunan indikator bitkilerle birlikte havug diskleri ile de
belirlenebilmektedir. Havug diskleri pratik kullanim avantajlarina karsin, bazen diisiik
patojenisite gosteren strainler siipheli sonucglar verebilmektedir (Burr ve Katz 1983).
Konukcu araligi dar olan Rhizobium strainlerinin belirli bir indikator bitki ile
saptanabilmesi ise olduk¢a giic olmaktadir (Pulawska ve Sobiczewski 2005). Bunun
yaninda domates, aycicegi ve asma gibi konukgularda Rhizobium tiirlerinin timor
formasyonu 4-8 hafta (Sawada vd 1990), tiitiinde, 3-6 hafta (Kaufmann vd 1996) gibi
uzun stireler almaktadir.

Indikatér bitki ile ilgili galigmalar 1916°da Smith’in aygicegini, papatyay: ve seker
pancarini ve bazi kiiltiir bitkilerini kullanmasi ile baslayip, 1919, 1921, 1923 ve 1924’te
Levine, 1920’de Levin ve Levine, 1923’te Riker ve 1927°de Brown’un ¢alismalari ile
devam eder. Bu calismalarda farkli diliisyonlarda hazirlanan inokulumlar ile bitkiler
inokiile edilmis ve tiimor gelisimi izlenmistir. Arastiricilar, tiimdr gelisimi haricinde
bitkide meydana gelen belirtileri, yaprak saplarinda epinasti, adventif kok olusumu,
tomurcuklanmada azalma, yaslanan yapraklarin dokiilmesinde gecikme seklinde
siralamislardir.

1938’de Locke ve arkadaslari, Ta¢ Gali etmeni ile enfekte edilmis domateslerde
simptomlar1 ve timor gelisimini izlemis, bitki gelisiminden sorumlu hormonlarin
Rhizobium tumefaciens kaynakli tiimor olusumlarindaki rollerini incelemistir.
Arastiricilar bitkinin hastalifa gosterdigi tepkileri yakindan incelemis, tipik hastalik
simptomlarina ek olarak bitkide hormonal diizenin bozulmasindan kaynaklanan, yaprak
saplarinda epinasti, adventif kok olusumu, kambiyal aktivitenin stimiilasyonu, tomurcuk
olusumunun inhibisyonu, yasl yapraklarimin dokiimiiniin gecikmesi simptomlarin
gozlemlemislerdir.

1942’de Hildebrand, indikator bitki olarak domatesi kullandig1r c¢alismasinda
mikromanipiilator yardimi ile tek bir bakteri hiicresinin hastalik gelisimi icin yeterli
oldugunu gostermistir.

1954°te McKeen, bakla (Vicia faba) ile seker pancarinin (Beta vulgaris) ur teskili
icin uygun bitkiler olduguna isaret etmis 1958’de Ark ve Schroth ise havug ile turp
(Raphanus sativus) dilimlerine patojen bakteri siispansiyonu ile inokiile edilmesiyle
urlarin meydana geldigini bildirmislerdir.

Tiirkiye’de ise etmeninin topraktan izolasyonu ve indikator bitkiler yardimiyla
teshisi ile ilgili ¢aliymalar Ankara Bélge Zirai Miucadele Arastirma Enstitiisit Meyve ve
Bag Hastaliklar1 Laboratuvari’nda yapilmistir (Oktem 1972).

1975’te Miller, krizantemden izole ettigi Rhizobium tumefaciens strainlerini
tanilamak amaciyla domates, ay¢icegi, giil, yildiz ¢igegi (Dahlia spp.), sogiit (Salix spp.),
hikori (Carya spp.), Coven (Gypsophyla spp.) ve Rubus spp. lizerinde test etmis ve Rubus
tiirli haricinde diger tiirlerde de etmenin hastaliga neden oldugunu gézlemlemistir.
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1976’da De Cleene ve De Ley, Rhizobium tumefaciens strainlerinin konukc¢u
araligini belirlemek amaciyla 138 farkli familyadan, 558 cins dahilindeki 1193 bitki
tiirlinlin etmene karsi hassasiyetini test etmistir. Gergeklestirilen patojenisite testleri
neticesinde, 93 familyadan, 331 cinse ait, 643 konukcu bitkinin Rhizobium tumefaciens
strainlerine kars1 hassas oldugu kaydedilmistir. Test edilen bitkilerin %55 inin patojenin
konukgu araliginda oldugu ifade edilmistir. Agik tohumlu bitkiler ve ¢ift ¢enekli kapali
tohumlu bitkilerin, toplam konuk¢u araligmin %6011 temsil ettigi goriilmiistiir.
Rhizobium tumefaciens strainlerinin konukcu olarak yiiksek bitkileri tercih ettigi
saptanmistir. Konukgular i¢cinde tek ¢enekli bitkilerin oran1 %3 olarak belirlenmistir. Tek
cenekli konukcularin Liliales ve Arales familyalar1 dahilinde oldugu belirlenmis, ancak
bitkilerin taksonomik pozisyonu ile patojene olan hassasiyetleri arasinda belirli bir iligki
tespit edilememistir.

1979°da Anderson ve Moore, Rhizobium strainlerinin konukgu spesifikligini
belirlemek amaciyla 26 farkli konuk¢udan izole edilmis, 176 Rhizobium straini bilinen
11 Rhizobium konukgusuna inokiile etmislerdir. Calismada test bitkisi olarak, domates,
datura (Datura stramonium), aygice8i (Helianthus annuus), kalanso (Kalanchoe
daigremontiana), bezelye (Lathyrus hirsutus), turp, erik (Prunus cerasifera), fasulye
(Phaseolus vulgaris), papatya (Argyranthemum frutescens), seker pancart ve elma
kullanilmigtir. Test edilen strainlerden higbiri test edilen konukcu bitkilerin tamaminda
patojenik bulunmamustir. 27 strainin patojenik olmadigi belirlenmistir. Izole edilen
strainlerin sadece %3’iiniin sadece izole edildikleri konukgularda patojen oldugu
belirlenmistir. Bu durum orijin konuk¢unun, strainin konukgu aralig1 iizerinde minimal
etkiye sahip olduguna isaret etmektedir. Domates ve daturanin test edilen diger
konukgulardan daha fazla strain tarafindan enfekte edildigi gézlemlenmistir.

1984’te Burr ve Katz, Ta¢ Gali ile enfekteli asmalarin 6zsuyundan, timor
dokularindan ve rizosferlerinden izole ettikleri 30 Rhizobium vitis strainini test etmek
amaciyla indikator bitki olarak aycicegini kullanmistir. Tiimor dokularindan izole edilen
izolatlarin %97’sinin ayc¢iceginde patojen oldugunu, topraktan elde edilen izolatlarin ise
ancak %5’inin aygi¢eginde patojen oldugunu bildirmislerdir.

1986°’da Tarbah ve Goodman, asmalardan izole ettikleri 36 Rhizobium straininin
patojenisite testleri icin domates, Hint yag1 bitkisi (Ricinus communis) ve farkli asma
kiiltivarlarin1  kullanmislardir.  Rhizobium izolatlarimin 31’1 ile asmalar yeniden
hastalandirilabilmigtir. 29 izolatin domatesi, 27 izolatin da Hint yagi bitkisini
hastalandirabildigi belirlenmistir.

Rhizobium vitis strainlerinin pek ¢ogu, diger Rhizobium tiirlerinden farkli olarak
ur olusumunun yani sira asmalarda kok ¢iiriikliigiine de sebep olmaktadir. Asmadan farkli
indikator bitkilerde ise kok ciiriikliigii meydana gelmemektedir. Bu durum, cesitli
sekillerde incelenmekte ve Rhizobium vitis tiiriiniin tanilanmasinda bir kistas olarak
kullanilabilmektedir (Burr vd 1987-a). 1987°de Burr ve arkadaglari bu amagla, Rhizobium
vitis strainlerinin kok ¢iiriikliigli olusturma yeteneklerini farkl ¢esitler lizerinde iki ayri
yontemle test etmislerdir. ilk ydntemde, siirgiinlerin koklerini 1x10% cfu/ml
konsantrasyona sahip siispansiyona daldirarak dikim yaptiktan iki hafta sonra yasayan
siirglinlerin taze agirliklarin1 hesaplamislar, ikinci yontemde ise tohumlar petri kabi
icinde nemli hiicrelerde ¢imlendirildikten sonra, icinde steril perlit bulunan petrilere
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transfer edilmis ve bunlarin kok bogazlarma yine 1x10% cfu/ml’lik bakteri
siispansiyonundan igne yardimiyla inokiile edilmistir. Sonu¢ olarak sadece asma
koklerinde kok clriikliigii olustugunu ve asma cesitleri arasinda kok ¢iirtikligi
bakimindan farkliliklar bulundugunu, buna karsin indikator bitki olarak kullanilan
aycicegi ve fasulye bitkilerinde kok ciiriikliigli olugsmadigimi ifade etmislerdir.
Arastiricilar, tlimorijenik olmayan strainlerinde de kok ciiriikliigline sebep olabildigini,
kok ciirtikligli olusturma durumunun tiimor olusturma kabiliyetinden bagimsiz oldugunu
ifade etmislerdir.

1988°de Szegedi ve arkadaslari, Rhizobium tumefaciens strainlerinin ur olusturma
bakimindan Rhizobium vitis strainlerinden farkliliklar gosterdigini belirtmislerdir.
Calismalarinda, Rhizobium vitis strainleri diger tiirlerin aksine kalansonun govdesinde
cok zayif patojenisite gostermis, siirgiin uglarinda ¢ok biiytik urlara neden olmus ve bu
urlar morfolojik olarak farkliliklar gdstermistir. Arastiricilar, bu durumun biyotiplerin
farkli ur olusturma yapilarindan kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Bunun yaninda,
Rhizobium vitis strainleri tarafindan olusturulan urlarin Rhizobium tumefaciens strainleri
tarafindan olusturulan urlara gore cok daha fazla oktopin igerdigini tespit etmisler, urlarin
nopalin igeriginde ise bir farklilik gozlemlememislerdir. Opinlerin sadece hastalikli
dokularda degil, saglikl1 bitki aksamlarinda da bulundugu, opinlerin sadece bir bolgede
lokalize olmadigi, bitki igerisinde tasindigi belirlenmistir. Bu durum, patojenin bitki
icinde sistemik olarak bulunmasi ile agiklanmaktadir.

1989°da Szegedi ve arkadaslari, asmada Rhizobium vitis’e kars1 asmada ii¢ tip
durum olustugunu belirlemislerdir. Bunlardan ilki, gerek nopalin gerekse oktopin
sentezinin yara dokularinda bulunmasina karsin ur olusmamasi, digeri bazi izolatlarin
yara kalluslarinda yeterli miktarda opin sentezi yapamamalari, {i¢iincii ve sonuncu ise
vitopin tipi strainlerin ur degil daha cok nekroz olusturdugu seklindedir. Bu sonuglara
gore arastiricilar, opin sentezini takiben mutlaka ur olusumunun sart olmadigini, ancak
mekanizmasinin da tam olarak ne oldugunun bilinmedigini ifade etmislerdir. Vurgulanan
bir bagka konu ise izolatlarin tek tek ya da birlikte enfeksiyonlari durumunda kimi zaman
ur olusumu gozlenmesi, kimi zaman da hastalikta bir azalma ve engellenme goriilmesidir.
Kombine inokiilasyonlar sonunda bazi ¢esitlerde esit miktarda opin tespit edilirken,
bazilarinda opin miktarlarinda azalma gozlenmistir.

1990°da Ophel ve Kerr, Rhizobium vitis strainlerini tanilamak ve diger patojenik
Rhizobium tiirleri ve Rhizobium radiobacter strainlerinden ayirmak icin pek ¢ok farkli
testi iceren bir calisma gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, gerceklestirdikleri
biyokimyasal ve fizyolojik testler, monoklonal antikor testleri ve niikleik asit tabanli
testleri kapsayan c¢aligmalarini desteklemek amaciyla, indikator bitki olarak aygicegi,
bogiirtlen (Rubus ursinusxRubus idaeus) ve asma kullanmislardir. Rhizobium
tumefaciens’in asma ve ayciceginde patojenik oldugu gozlemlenmis, ancak bogiirtlende
herhangi bir tiimor olusumuna neden olmadig1 goézlemlenmistir. Rhizobium radiobacter
strainlerinin ise ¢alismadaki konukgularin hi¢birinde patojenik olmadigi belirlenmistir.
Rhizobium rubi strainlerinin de sadece bogiirtlende hastalifa neden oldugu ifade
edilmektedir. Caligmada kullanilan 10 Rhizobium vitis straininden 9’unun aygiceginde ve
asmada hastaliga neden oldugu gézlemlenmistir. Hastaliga neden olan 9 strainin, 8’inin
oktopin, 1 strainin nopalin katabolize eden strain oldugu belirlenmistir. Patojenik
Rhizobium vitis strainlerinin tamaminin asma koklerinde nekrozlara neden oldugu
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belirtilmis, ancak nekroz olusumunun patojenik Rhizobium tumefaciens ile enfekte
edilmis bitkilerde ortaya ¢ikmadig saptanmistir.

1990°da Sawada ve arkadaslar1 asmalardaki tiimorlerden izole ettikleri Rhizobium
tiirlerinin, asmada, ay¢iceginde ve domateste ur olusturma kabiliyetlerini incelemislerdir.
Ayn1 zamanda uyguladiklan kiiltiirel, biyokimyasal ve fizyolojik testlerle asmalardan
izole ettikleri 25 Rhizobium strainin 22’sinin Rhizobium vitis olarak tespit edildigini ifade
etmislerdir.

1990°da Michel ve arkadaslari, fidanlik topragi, asma, kiraz (Prunus avium) ve
kavak (Populus spp.) agaclarindan izole ettikleri Rhizobium strainlerini serolojik,
biyokimyasal yontemler, bakteriyel zarftan elde edilen protein paternlerinin belirlenmesi
ve DNA hibridizasyon teknikleri kullanarak tanilamaya calismislardir. izole edilen alt1
Rhizobium straininden hazirlanan antiserumlar ile Rhizobium tumefaciens C58
straininden elde edilen antiserumlarin etkisi endirekt immiinofloresan yontemi ile
karsilagtirilmistir. Gergeklestirilen calismalar neticesinde bu Rhizobium strainlerinin
Rhizobium tumefaciens olduklar1 tespit edilmistir.

1991°de Haas ve arkadaslari, asmalarda meydana gelmis tiimorlerden izole
ettikleri 8 Rhizobium strainini biyokimyasal ve fizyolojik testler, agrosin 84’e hassasiyet
ve indikatdr bitkilere verdikleri tepkilere gore tanilamislardir. Indikator bitki olarak asma,
domates, tiitiin ve kalanso kullamlmustir. izole edilen strainlerin 2’sinin Rhizobium vitis
straini oldugu, bu strainlerin asma ve tiitiinde tiimor olusumuna neden olurken domates
ve kalansoda tiimor olusturmadigr tespit edilmistir.

1991°de Bush ve Pueppke, krizantemde meydana gelmis tiimorlerden izole
ettikleri Rhizobium strainini biyokimyasal ve fizyolojik testler, agrosin 84’e hassasiyet ve
indikator bitkilere verdikleri tepkilere gore tamilamislardir. Indikatdr bitki olarak
domates, tiitiin ve kalanso kullanilmistir. izole edilen strainlerin domates, tiitiin, seker
pancari, karnabahar (Brassica oleracea), kalanso, kadife ¢icegi (Tagetes patula), bezelye,
soya fasulyesi, aycicegi ile test edilmis ve strainin tiim ¢esitlerde tiimor olusumuna neden
oldugu tespit edilmistir.

1997°de Moore ve arkadaslari, farkli bitkilerdeki tiimorlerden izole ettikleri 43
farkli Rhizobium straininin opin katabolizmalarin1 aragtirmak amaciyla bir calisma
gerceklestirmistir. Calismada kullanilan strainlerin patojenisite testlerini ger¢eklestirmek
amaciyla domates ve aycicegi bitkilerini kullanmistir. Arastiricilar  strainlerin
sentezlettigi opin tipinin domates veya aygigegi gibi konukgularda belirli bir konukc¢u
ayrima neden olmadigin1 belirlemislerdir.

2000’de Ride ve arkadaslari, 111 patojenik Rhizobium strainini karakterize etmek
icin niikleik asit tabanli testler, biyokimyasal ve fizyolojik testler ve patojenisite testleri
uygulamistir. Farkli konukgulardan izole edilmis Rhizobium tiirlerinin yaklagik %60’ 1nin
datura ve domateste, %70’inin kalansoda tiimor olusturdugu gozlemlenmistir.
Asmalardan izole edilmis 10 Rhizobium straininden 7 tanesinin domateste patojenik
olmadigi, ancak bu 7 strainin 3 tanesinin daturada tiimor olusumuna neden oldugu
gozlemlenmistir. Prunoideae, Pomoideae, Populus spp. ve Chrysanthemum spp. gibi
farkli konukculardan izole edilmis Rhizobium strainlerinin hemen hemen tiim test
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bitkilerinde patojen oldugu belirtilmistir. Rhizobium vitis strainlerinin tamaminin
domates ve kalansoda tiimore neden oldugu belirlenirken bazi Rhizobium vitis
strainlerinin daturada tiimore neden olmadigi belirlenmistir.

2011’de Tolba ve Zaki, baglarda meydana gelen tiimorlerden izole ettikleri
bakterileri Rhizobium vitis olarak tanilamis, bu strainlerin asma, domates, kalanso,
aycicegi, datura, tiitiin ve sirkende (Chenopodium album) ur olusturma kabiliyetlerini
incelemis, etmenlerin konukcu araligi belirlenmeye ¢alisilmistir. Tiimor olusturan tiim
patojenik  strainlerin  poligalakturonaz ve endoglukanaz aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. Rhizobium vitis olarak tanilanan 12 strainin tamami asmada ur olusumuna
neden olurken, sadece 5 strainin domateste ur olusturdugu kaydedilmistir.

Rhizobium tiirlerinin tanilanmasinda biyokimyasal ve fizyolojik testler uzun yillar
boyunca pek ¢ok farkl arastirici tarafindan kullanilmistir (Baldwin ve Fred 1927, Hofer
1941, Lange 1961, Graham 1964, Keane vd 1970, White 1972, Kersters vd 1973, Kerr ve
Panagopoulos 1977, Siile 1978, Holmes ve Roberts 1981, Tarbah ve Goodman 1986,
Bouzar ve Moore 1987-a, Holmes 1988, Ophel ve Kerr 1990, Bush ve Pueppke 1991,
Haas vd 1991, Sawada ve Ieki 1992-b, Nagai-Miyata vd 1993, Sawada 1994, Bouzar vd
1995, Mohammadi ve Fatehi-Paykani 1999, Ride vd 2000, Argun vd 2002, Matthysse
2005, Genov vd 2006, Tolba ve Zaki 2011), Rhizobium tumefaciens, Rhizobium
rhizogenes, Rhizobium vitis Rhizobium rubi ve Rhizobium larrymoorei tiirlerine ait
baslica biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikler Cizelge 2.4’de gdsterilmistir.

Cizelge 2.4. Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium vitis, Rhizobium
rubi ve Rhizobium larrymoorei tiirlerine ait baslica biyokimyasal ve
fizyolojik 6zellikler (Moore vd 1980, Kerr 1986, Ophel ve Kerr 1990, Bush
ve Pueppke 1991, Bouzar vd 1995, Ride vd 2000, Bouzar ve Jones 2001,
Argun vd 2002, Kuykendall vd 2005, Matthysse 2005)

Rhizobium Rhizobium Rhizobium Rhizobium Rhizobium

Ozellik tumefaciensrhizogenes  vitis rubi  larrymoorei
Peritrik flagella 1-4 1-4 1-4 1-4 +
3-Ketolaktoz iiretimi + - - - -
Biyotin ihtiyaci - + + +

Pantotenat ihtiyaci - +

Tiyamin ihtiyaci -

Litmus siitii testi Alkali Asidik Alkali Alkali Alkali
Ferrik amonyum sitrat testi + - - - -
pH aralhig: 59 5-9 5-9 5-9

28 °C’de gelisim + + + +

35 °C’de gelisim + - - - -
37 °C’de gelisim + - - +

40 °C’de gelisim - - -

%1’lik NaCI’de gelisim + + +
%2’lik NaCI’de gelisim + - - + +
%4°liik NaCI’de gelisim - - -

Onkojenik kabiliyet + + + + +
Simbiyotik kabiliyet - - - - -
Adonitol kullanimi + + + + +

(Devami arkada)
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Cizelge 2.4.lin devami

AKkonitat kullanimm

cis-Akotinik Asit kullanim
L-a-Alanin kullanim

p-Alanin kullanimi

D-Alanin kullanim

Amigdalin kullanimi

DL-3 Aminobiitirat kullanim
DL-4 Aminobiitirat kullanim
DL-5 Aminovalerat kullanimi
v-Aminobiitirik Asit kullanim
L-Arabinoz kullanimi
D-Arabitol kullanimi

Arbutin kullanim

L-Arjinin kullanimi

Asetat kullanim

Asetik Asit kullanimi
N-Asetil-D-Galaktozamin kullanim
N-Asetil-D-Glikozamin kullanimi
L-Aspartat kullanimi

Biitirat kullanim

Dulsitol kullanimi

Eritritol kullanimi

Etanolamin kullanimm
L-Fenilalanin kullanimi

Formik Asit kullanim

Fiikoz kullanimi

D-Galaktonik Asit kullanimi
Glikojen kullanimi

Glikoz 1-Fosfat kullanim
Glikoz 6-Fosfat kullanim
Metil-D-Glikozit kullanimi
Glisil-L-Aspartik Asit kullanimi
Glukonat kullanimi
D-Glukozaminik Asit kullanim
D-Glukuronik Asit kullanimi
L-Glutamat kullanimi
Hidroksi-L-Prolin kullanimi
m-Hidroksibenzoat kullanim
p-Hidroksibenzoat kullanim
DL-3-Hidroksibiitirat kullanim
a-Hidroksibiitirik Asit kullanim
B-Hidroksibiitirik Asit kullanim
Inozin kullanimi

Izobiitirat kullanim

L-izolésin kullanimi
DL-Karnitin kullanim
a-Ketobiitirik Asit kullanim
2-Ketoglukonat kullanimi
5-Ketoglukonat kullanimi

+ + +

Degisken

Degisken

Degisken
+

Degisken
+
Degisken
Degisken
Degisken
+
+

+
+
Degisken

+

Degisken

Degisken

+

+

+

+
Degisken
Degisken

+

+ +

Degisken

+
Degisken
Degisken
Degisken
Degisken

+ +

Degisken

+

Degisken
+

+

Degisken

Degisken

+
Degisken

Degisken

+ + + +

+

Degisken
+

+

+

+

+ + +

Degisken

Degisken
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Cizelge 2.4.’in devami

2-Ketoglutarat kullanim - Degisken -

o-Ketoglutarik Asit kullanimi - Degisken - + -
Ksilitol kullanim + +
Ksiloz kullanim Degisken
Metil-D-Ksilozit kullanim +
DL-Laktat kullanimi +
a-Laktoz kullanim +
o-D-Laktoz Laktuloz kullanim Degisken
Liksoz kullaninm +
L-Lisin kullanimi -
L-Losin kullaninm Degisken Degisken - Degisken -
Malonik Asit kullanimi -
D-Mandelat kullanim -
L-Mandelat kullaninm
Mannitol kullanim
D-Melezitoz kullanim
D-Melibiyoz kullanimi
B-Metilglikozit kullanim
L-Ornitin kullanimm
L-Piroglutamik Asit kullanimi
Propiyonat kullanim
Propiyonik asit kullanimi
Priivat kullanim

D-Rafinoz kullanim
D-Sakkarik Asit kullanim -
Salisin kullanimi -
Sarkozin kullanim

L-Serin kullaninm -
L-Sistein kullanimi
Sitrat kullanimm -
L-Sitriilin kullaninm -
L-Sorboz kullanimi Degisken
Siiksinamik Asit kullanimi
D-Tagatoz kullanim
D-Tartarat kullanim
L-Tartarat kullanimi
mezo-Tartarat kullanimi
L-Tirozin kullanimi -
L-Treonin kullanim - Degisken + +
Trigonellin kullanim - Degisken +

Degisken +

+
+
+
+
+
+

+
1

+
+
1
1

+ 0+ o+
+
"
"
"

+ + + + 4
1

1
+

Degisken
+ + +
+ - -
Degisken +
+

+ + +

+ + + + +

+

Degisken Degisken
Degisken -

+ +
+
+

4+
1
1

+

Tween 20/Tween 80 oksidasyonu + Degisken + + -
Urokanik asit kullanimi - - - + -
L-Valin kullanim - Degisken -

1964’te Graham, baklagillerde nodiil olusturan Rhizobium tiirleri ve Rhizobium
tumefaciens lzerinde gerceklestirdigi biyokimyasal ve fizyolojik testlerin verilerini
bilgisayar kullanarak niimerik analize tabi tutmustur. Graham, metilen mavisinin
rediiksiyonu, nitrat rediiksiyonu, nitrit rediiksiyonu, levan olusumu, litmuslu siitte asit
olusumu, litmuslu siitte serum zonu olusumu, litmuslu siitte koagiilasyon, metil kirmizisi
testi, indol iiretimi, katalaz iiretimi, oksidaz iiretimi, hidrojen siyanit iiretimi, jelatin
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hidrolizi, iire hidrolizi, anaerobik sartlarda bakteriyel gelisim, farkli sicakliklarda ve farkli
pH’larda bakteriyel gelisim, koloni sekli ve koloni ¢ap1, pigmentasyon, sodyum sitrat agar
besiyerinde bakteriyel gelisim, azot icermeyen besiyerinde bakteriyel gelisim, biyotinin
bakteriyel gelisim i¢in gerekliligi, tiyaminin bakteriyel gelisim i¢in gerekliligi, kalsiyum
pantotenatin  bakteriyel gelisim i¢in  gerekliligi, farkli sodyum  kloriir
konsantrasyonlarinda bakteriyel gelisim, dekstrin, maltoz, laktoz, ramnoz glikoz, siikroz,
mannitol, nisasta, galaktoz, sorbitol, dulsitol, iniilin, rafinoz, arabinoz ve ksilozdan
faydalanabilme kabiliyeti, farkli bitkilerde nodiil olusturma kabiliyeti, nodiil ¢ap,
fermantasyon halinde gaz iiretimi, farkli konsantrasyonlarda streptomisin, aureomisin,
teramisin, ledermisin, neomisin, kloramfenikol, penisilin, basitrasin ve eritromisine
hassasiyet, 50 °C’ye dayanma siiresi gibi kistaslara gore degerlendirmis, o donemde
Agrobacterium cinsi i¢inde yer alan tumefaciens ve radiobacter tirlerini giinlimiizde
oldugu gibi Rhizobium tiirii i¢inde yer almasi gerektigine kanaat getirmistir.

1968’de Moffett ve Colwell, yavas gelisen Rhizobium strainleri, Rhizobium
tumefaciens, Rhizobium rubi, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium radiobacter, Rhizobium
leguminosarum, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium trifolii, Rhizobium phaseoli ve bazi
Chromobacterium, Vibrio, Flavobacterium, tiirlerini morfolojik karakterler, hareketlilik,
flagella yapisi, koloni karakteristikleri, kapsiil varligi, sivi besiyerinde gelisim
karakteristikleri, karbonhidrat metabolizmasi, Voges-Proskauer testi, farkli sicakliklarda
bakteriyel gelisim, sodyum kloriir toleransi, farklt pH’larda bakteriyel gelisim, floresan
pigment, pigment, oksidaz, sitokrom oksidaz, katalaz, fosfataz, iireaz, indol, lesitinaz, 3-
ketolaktoz iiretimi, antibakteriyel ve antibiyotiklere hassasiyet, nitrit ve nitrat
rediiksiyonu, jelatin hidrolizi, litmuslu siitte asit olusumu, litmuslu siitte serum zonu
olusumu, litmuslu siitte koagiilasyon, kazein hidrolizi, peptondan amonyak iiretimi,
kursun asetat agar besiyerinde hidrojen siilfiir tiretimi, lipolitik aktivite, sitrattan
faydalanabilme, kalsiyum laktat oksidasyonu, sodyum malonat, sodyum asetat, sodyum
formatin karbon kaynagi olarak kullanilmasi, amonyum dihidrojen fosfatin azot kaynagi
olarak kullanilmasi, aminoasitlerin karbon ve azot kaynagi olarak kullanilmasi, Paton
(Paton 1959) besiyerinde ketoglukanat iiretimi, metilen mavisinin rediiksiyonu, pektat
hidrolizi, penisilinaz iiretim kabiliyeti, melanin liretim mekanizmasi gibi 191 farklh
karakteri kistas alarak niimerik analize tabi tutmustur. Moffett ve Colwell test uyguladigi
59 farkli bakteriyi farkli istatistiksel degerlendirme kistaslar1 ve bilgisayar programlari
kullanarak dort farkl: sekilde gruplamistir.

1972°de White, Rhizobium tumefaciens ile diger Rhizobium tiirlerini karbon
kaynagi olarak kullandiklari bilesikler, oksidatif veya fermentatif glikoz mekanizmalari,
nigasta, kazein ve jelatin gibi bilesikleri hidrolize edip edemedikleri, anaerobik arjinin
mekanizmalari, 3-ketolaktoz iiretimi gibi biyokimyasal ve fizyolojik karakterlerini
belirlemis ve niimerik analiz ile Rhizobium tiirlerini gruplamaya g¢alismistir. White,
Rhizobium tumefaciens ile diger baz1 hizli gelisen Rhizobium tiirlerini tek bir grup altinda
toplamustir. Sinorhizobium meliloti tek basina ikinci bir grup olustururken, Rhizobium
tumefaciens ve tag ¢ekirdekli bitkilerde hastalik yapan bazi Rhizobium strainleri bir baska
grubu olusturmustur. Rhizobium leguminosarum ise arastirici tarafindan tamamen ayr1 bir
grup olarak saptanmuistir.
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1975’te Kersters ve De Ley, 42 patojenik Rhizobium,1 patojenik olmayan
Rhizobium, 2 Achromobacter, 1 Chromobacterium, 1 Erwinia, 1 Mycoplana, 1
Pseudomonas ve 1 Zymomonas straininden elde ettikleri ¢oziilebilir proteinlerin PAGE
(Polyacrylamide Gel Electrophoresis) caligmalarindan sagladiklar1 verileri niimerik
analize tabi tutmuslardir. Arastiricilar, elektroforetik protein paternlerinin elde edilme
stirecini kat1 standartlara baglayip, protein fragmentlerinin daha keskin olmasini
saglamislar ve analizin tekrar edilebilirligini arttirmislardir. Elde ettikleri tutarli verilerin
niimerik analizini bilgisayar ile gergeklestirmislerdir. Analiz neticesinde Patojenik
Rhizobium strainleri i¢ farkli gruba ayrilmistir. Patojenik Rhizobium strainlerinin
olusturdugu gruplar diger bakteri tiirlerinden de kesin bir sekilde ayrilmistir.

1981°de Holmes ve Roberts, 50 farkli Rhizobium cinsi bakteri iizerinde niimerik
analizler gerceklestirmis ve strainleri dort farkli gruba ayrrmuslardir. Ornek grubunun
biiylik kismin1 olusturan ilk iki grupta Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium rhizogenes
strainlerinin yer aldig1 belirlenirken, {i¢iincii grupta Rhizobium rubi strainlerinin yer aldig1
saptanmistir. Sar1 pigment olusturan, tiirli belirlenememis Rhizobium cinsi bakteriler ise
dordiincii grupta yer almistir. Holmes ve Roberts, Rhizobium radiobacter ile Rhizobium
tumefaciens ayni grupta yer aldigindan Rhizobium radiobacter isimlendirmesini
reddetmis, bu strainlerin Rhizobium tumefaciens’in patojenik olmayan formlar1 oldugunu
ifade etmislerdir.

2000°de Ride ve arkadaglari, Amygdaloideae, Pomoideae alt familyalarina
mensup bitkilerde, asmada, giilde, kavaklarda meydana gelmis tiimdrlerden ve topraktan
izole ettikleri 111 farklt Rhizobium straini ile niimerik analizler gerceklestirmistir. 167
farkl1 karakter kullanan Ride ve arkadaslari, 111 Rhizobium straininden 108’ini tiir
bazinda karakterize etmeyi basarmistir. S6z konusu strainlerin 28’inin Rhizobium
tumefaciens, 33’Uniin Rhizobium rhizogenes, 47 sinin Rhizobium vitis tiirlerine ait
oldugunu gostermislerdir. Arastiricilar, Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium vitis
strainlerinin de kendi i¢inde iki farkli gruba ayrildiklarini belirlemislerdir.

Bakteriyel strainlerin biyokimyasal ve fizyolojik testler ile ayrimi oldukca
zahmetli, tecriibe gerektiren, hataya agik ve zaman alicidir bu yiizden, biyokimyasal ve
fizyolojik testler giinlimiizde yerini daha hizl1 ve hassas yontemlere birakmistir (Burr vd
1987-b, Miller ve Vruggink 1981, Dhanvantari 1983, Bishop vd 1989, Schaad ve
Frederick 2002, Pulawska vd 2006, Lim vd 2009). Serolojik testler biyokimyasal ve
fizyolojik testlere gore daha hizli sonug¢ vermektedir. Ancak hedeflenmeyen strainlerdeki
bazi yaygin epitoplarin varligi yanlis sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olabilmektedir
(Galzolari vd 1982, Crowley ve De Boer 1982, Bishop vd 1989).

1945°te Coleman ve Reid, o donemde Alcaligenes radiobacter ve Phytomonas
tumefaciens olarak adlandirilan Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium radiobacter
tiirlerini birbirinden ayirmak icin serolojik agliitinasyon ve agliitinin absorbsiyon
tekniklerinin kullanildig1 bir ¢alisma gerceklestirmistir. Arastirma M (Mitoz) ve S
(Sentez) fazindaki bakteriler {izerinde yapilmuis, tiirlerin ayrimi sadece M fazinda bulunan
bakterilerde saglanabilmistir.
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1958’de Mushin ve arkadaslari, Agrobacterium, Corynebacterium, Erwinia,
Pseudomonas ve Xanthomonas cinslerine ait 55 farkli bitki patojeni bakteriyi lam
agliitinasyon testi, tiip agliitinasyon testi ve agliitinin absorbsiyon testi yontemleri ile
patojenleri tanilamaya calismiglardir. Calismada tiim bakteri tiirlerinin kesin ve pratik
ayrimi saglanamasa da kismen basar1 saglanmis, yontemin bitki patojeni bakterilerin
tanilanmasinda, epidemiyolojik caligmalarda antiserum kullaniminin = kullanigh
olabilecegi belirtilmistir.

1971’de Graham, 6 Rhizobium tumefaciens ve 3 Rhizobium radiobacter strainini
kullanarak antiserumlar hazirlamis o donemde Agrobacterium tumefaciens ve
Agrobacterium radiobacter olarak adlandirilan bakteri tiirlerini Rhizobium tiirlerinden
ayirt etmeye calismistir. Graham, belirledigi ii¢ antijenin test ettigi tiim strainlere
bulundugunu, bes tanesinin strainlere has oldugunu tespit etmis, ancak bu antijenlerin
tiirlere dagilimu ile ilgili bir ¢ikarimda bulunamamastir.

1986’da Bouzar ve arkadaslari, gergeklestirdikleri ¢alismada o donemde
Agrobacterium olarak adlandirilan tiirlerle, Rhizobium olarak adlandirilan tiirleri 50S
ribozomal alt iiniteleri esas alan bes farkli antiserum kullanarak birbirinden ayirmaya
calismislardir. Immiinodifiizyon jel ydnteminin kullamldigi ¢alismada Agrobacterium ve
Rhizobium tiirlerinin serolojik olarak 6zdes oldugu belirlenmistir. Arastircilar, calismada
kullandiklar1 antiserumlar1 Pseudomonas, Xanthomonas, Erwinia, Clavibacter gibi farkl
bitki patojeni bakteri cinslerine karsi test etmis ve antiserumlarin Agrobacterium ve
Rhizobium tirlerine has oldugunu belirlemisler, bu antiserumlarin bu grup bakterilerin
tanilanmasinda kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

1987°de Alarcon ve arkadaslari, immiinodifiizyon, endirekt immiinofloresan ve
endirekt ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) yontemlerini kullanarak
gerceklestirdikleri calismalarinda, on farkli antiserum kullanarak Rhizobium
tumefaciens, Rhizobium radiobacter tiirlerini etkin bir sekilde ayirmay1 bagarmislardir.
Lakin Rhizobium vitis strainlerinde heterojen sonuglar elde etmisler, etkin bir ayrim
gerceklestirilememislerdir.

1987°de Bouzar ve Moore caligmalarinda (Bouzar ve Moore 1987-b)
immiinodifiizyon ve immiinofloresan yontemleri ile ham ribozom preparatlarina karsi
hazirladiklar1 poliklonal antiserumlart kullanmiglardir. Pek ¢ok Rhizobium tiiriinde tiire
spesifik presipitin antikoru gozlemlenirken, bu antikorun tiim Rhizobium tiirlerinde
bulunmadig1 ve bakterinin plazmit tasiylp tagimamasinin bu durumu etkilemedigi
belirlenmistir.

1989°de Bishop ve arkadaglari, ELISA yontemini kullanarak Rhizobium
tumefaciens, Rhizobium radiobacter, diger bitki patojenleri, simbiyontlar ve saprofitler
ile reaksiyon vermeyen, sadece Rhizobium vitis ile reaksiyon veren AbF21-1D3G7C8
adin1 verdikleri bir antikor belirlemeyi basarmiglardir. Arastiricilar, tespit ettikleri bu
antikorun Rhizobium vitis strainlerinin laboratuvar sartlarinda tespitinde, kantitatif
testlerde, saglikli iiretim materyallerinin kataloglanmas1 ve sertifikasyonunda
kullanilabilecegini ifade etmislerdir.
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1990°da Ophel ve Kerr, farkli patojenik Rhizobium tumefaciens, Rhizobium
rhizogenes, Rhizobium rubi ve Rhizobium radiobacter strainlerini Rhizobium vitis
strainlerinden ayirmak icin gerceklestirdigi calismada biyokimyasal ve fizyolojik testler
ve niikleik asit tabanl testlerin yaninda 1988’de Bishop ve arkadaslarinin (Bishop vd
1989) tespit edip AbF21-1D3G7C8 adini1 verdikleri antikoru kullanarak serolojik testler
gerceklestirmislerdir. Arastiricilar, calismada kullanilan 10 Rhizobium vitis straininin
tamamini tanilayabilmislerdir. Diger Rhizobium tiirlerine ait strainlerin bu antikorla
negatif sonug verdigi belirlenmistir. AbF21-1D3G7C8 antikoru kullanilarak Bishop ve
arkadaslarinin ve Ophel ve Kerr’in ¢alismalarinda toplam 42 farkli Rhizobium vitis
straini tanilanmigtir.

1992°de Sawada ve arkadaslar1 gerceklestirdikleri iki ayr1 ¢aligmada (Sawada vd
1992-b, 1992-c) Rhizobium vitis ve diger Rhizobium tiirlerini somatik antijenler
kullanarak SAT (Slide Agglutination Test) ve ELISA yontemleri ile tanilamaya
caligmiglardir. Yaptiklar1 calismalar neticesinde Rhizobium tiirlerinin serolojik bir
heretojenisiteye sahip oldugunu ifade edilmis, Rhizobium tiirlerinin serolojik olarak dort
farkli gruba ayilmasi gerektigi onerilmistir.

1998’de Benlioglu ve Ozakman, Rhizobium vitis strainlerine kars1 elde ettikleri
poliklonal antiserum ile immiinofloresan testler gergeklestirmislerdir. Gelistirilen
antiserumun Tag¢ Gali hastalik etmeni Rhizobium vitis izolatlartyla pozitif reaksiyon
verdigi, buna karsin Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium rhizogenes, diger bitki
patojenleri ve simbiyotik bakterilerle reaksiyon olusturmadigini saptanmistir. Calismada,
Orta Anadolu Bolgesi’'nde saglikli goriinen 150 asmadan elde edilmis numunelerin 7
tanesinin siirgiinlerinden, enfekteli 8 asmadan elde edilmis numunelerin 6 tanesinden
Rhizobium vitis tespit edilmistir. Elde edilen antiserumun, diisiik konsantrasyonlarda
kullanildiginda Rhizobium tumefaciens strainleri ile de pozitif sonug¢ verebildigi
gorilmistir.

2008’de Kawaguchi ve arkadaslar1 (Kawaguchi vd 2008-b), somatik antijenlere
kars1 hazirladiklart antiserumlar ile testler gerceklestirmis yaptiklar agliitinasyon testleri
sonucunda Rhizobium vitis strainlerini dort farkli serogruba ayirmiglardir. Arastiricilarin
serolojik caligmalara paralel olarak gergeklestirdikleri tekrarli sekans temelli PCR
caligmalar1 da yapilan serolojik ayrimlarin biiylik Ol¢iide destekledigi gorilmiistiir.
Yapilan molekiiler caligsmalarda s6z konusu dort serogrup haricinde besinci bir patojenik
olmayan Rhizobium vitis grubunun varlig1 belirlenmistir.

2011’de Tolba ve Zaki, baglarda meydana gelen tiimorlerden izole ettikleri
bakterileri, Bishop ve arkadaslarinin 1989°daki ¢alismalarinda kullandiklar1 monoklonal
antikorlar1 kullanarak Rhizobium vitis olarak tanilamiglardir. Serolojik testlerinin
sonuclarini, patojenlerin asmada ur olusturma kabiliyetleri, biyokimyasal testler,
fizyolojik testler ve poligalakturonaz genine spesifik primerler kullanilarak
gerceklestirilen PCR testleri ile desteklemistir.

Ozellikle Gram-negatif bakterilerin tanilanmasinda kullanilan bir baska yontem,
9-20 karbon uzunlugunda yag asitlerinin silika kapiler kolonlar ile gaz kromatografisi
veya gaz-sivl kromatografisi vasitasiyla karakterize edilmesi esasina dayanan otomatize
edilmis mikrobiyal tanilama sistemleridir (Sasser 1990). Mikrobiyal tanilama
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sistemlerine ait kiitiiphanelerde tanilanmis yag asitleri, kisa siire i¢inde pek cok farkl
bakteriyi tanilama imkani verdiginden pek ¢ok laboratuvarda bakteriyel analizler i¢in
kullanilmaktadir (Tighe vd 2000).

1992°de Sawada ve arkadaslar1 (Sawada vd 1992-d), 65 farkli patojenik
Rhizobium strainini gaz-sivi kromatografisi ile tanilamistir. Arastiricilar, 12 farkli yag
asidi metil ester (FAME) kullanarak strainleri ii¢ farki gruba ayirmislar ve biovar
diizeyinde tanilamayi basarmislardir. Birinci grup, tglincti gruptan 16:1 ve 18:1 yag
asitlerinin kantitatif farklar1 ve 17:0 siklo yag asitlerinin varlig1 ile ayrilmistir. Diger
taraftan ikinci grup, 19:0 siklo yag asitlerinin kantitatif farklar1 ve 15:0 iso 3-OH varlig
ve 18:1 3-OH yoklugu ile birinci ve licilincii gruplardan ayrilmistir. Biovarlar, yag asidi
profili agisindan kendi i¢lerinde homojen bir yapi sergilediklerinden yag asidi ile tanilama
yonteminin biovar diizeyinde hizli ve dogru bir tanilama yontemi oldugunu ifade
edilmistir.

1993’te Bouzar ve arkadaslari (Bouzar vd 1993-a), Rhizobium tumefaciens,
Rhizobium rhizogenes, Rhizobium vitis ve Rhizobium rubi strainlerine ait yag asidi
profilleri tizerinde gaz-sivi kromatografisi kullanarak incelemelerde bulunmuslardir.
Arastiricilar, 95 farkl karbon kaynaginin bu tespitlerde kullanilabilirligini test etmisler,
Rhizobium tiirlerinin tanilanmasinda hangi yag asitlerinin 6nem arz ettigini belirlemeye
caligmiglardir. Vaksenik asidin (18:1acis), tim Rhizobium strainlerinde baskin yag asidi
oldugunu belirlenmistir. 3-hidroksipalmitik asit miktarinin (16:0 3-OH), Rhizobium
tumefaciens, Rhizobium rhizogenes ve Rhizobium vitis strainlerinde farklilik gosterdigini
bu yag asidinin kantitatif Sl¢limii ile bu strainlerin tanisinin yapilabilecegi ifade
edilmistir. Ancak 3-hidroksipalmitik asit, Rhizobium rubi strainlerinde tespit
edilememistir. Diagnostik degeri oldugu belirtilen bir baska yag asidinin de sadece
Rhizobium rhizogenes strainlerinde rastlanan 15:0 iso 3-OH oldugu belirlenmistir.

1993°te Weibgen ve arkadaslari, Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes,
Rhizobium vitis ve Rhizobium rubi strainlerine ait seker ve yag asidi profilleri iizerinde
incelemelerde bulunmuslardir. 9 strain iizerinde gercgeklestirilen c¢aligsmalarda 6-
deoksiheksozlar, heksozlar ve galaktronik asit, 3-deoksi-likso-heptulosarik asit, 3-deoksi-
D-manno-2-ulosonik asit gibi asidik sekerler iceren kompleks kompozisyonlara sahip
oldugu belirlenmistir. Gergeklestirilen DOC-PAGE (Deoxycholate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) calismalari Rhizobium vitis ve Rhizobium rubi strainlerinin R tipi
lipopolisakkaritler icerirken, Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium rhizogenes
strainlerinin icermedigini gostermistir. R tipi lipopolisakkaritler O halkasi igeren kisa
lipopolisakkarit zincirleridir. Buna karsilik Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium
rhizogenes strainlerinin ise O halkas1 igeren yag asidi zincirlerinin yaklasik 20 iinite
bulunduran uzun zincirler oldugu ifade edilmektedir. Weibgen ve arkadaglari, tiir
ayriminin gergeklestirilmesinde kullanilabilecek tiire spesifik kemotaksonomik bir
markor bilesen tespit edememislerdir.

1995°te ve arkadaglari, aglayan incirden (Ficus benjamina) izole ettikleri ve yeni
bir Rhizobium straini oldugunu ifade ettikleri glinimiizde Rhizobium larrymoorei olarak
adlandirilan Rhizobium straini ile 23 Rhizobium tumefaciens, 16 Rhizobium rhizogenes,
14 Rhizobium vitis ve 1 Rhizobium rubi strainini yag asidi profilleri bakimindan
karsilagtirmiglardir. Bu ¢alisma kapsaminda patojenik Rhizobium strainlerinin de
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karsilagtirmali olarak yag asidi kompozisyonu ve farkli karbon kaynaklarindaki
oksidasyon kabiliyetleri incelenmis, Rhizobium tumefaciens strainlerinin yag asidi
kompozisyonu agisindan iki farkli grup altinda toplandigi saptanmistir. Birinci grupta 9
ikinci grupta 14 strain yer almustir. Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes,
Rhizobium vitis ve Rhizobium rubi strainlerine ait oksidasyon kabiliyetleri Cizelge 2.4 te
verilmigtir.

1996’da Jarvis ve arkadaslari, 34 Rhizobium tumefaciens, 16 Rhizobium
rhizogenes, 10 Rhizobium vitis, 2 Rhizobium rubi, 21 Rhizobium etli, 20 Rhizobium
galegae, 17 Rhizobium huakuii, 20 Rhizobium leguminosarum, 16 Mesorhizobium loti,
18 Rhizobium tropici, 19 Sinorhizobium fredii ve 20 Sinorhizobium meliloti strainine ait
yag asidi profillerini gaz kromatografisi tabanli mikrobiyal tanilama sistemi ile
belirlemislerdir. Arastiricilar, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium etli, Rhizobium
tropici, Rhizobium rhizogenes, Sinorhizobium fredii ve Sinorhizobium meliloti
strainlerini bir grup altina toplarken, Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rubi, Rhizobium
vitis ve Rhizobium galegae strainlerinin baska bir grup olusturdugunu ifade etmislerdir.
Olusan bu biiyiik grup icinde, patojenik Rhizobium tiirleri olan Rhizobium tumefaciens,
Rhizobium rubi, Rhizobium vitis kesin bir sekilde hem birbirlerinden hem de diger
Rhizobium tiirlerinden ayrilmistir. Mesorhizobium loti ve Rhizobium huakuii strainleri ise
daha kiigiik ti¢lincii bir grup olusturmuslardir. Arastiricilar, hiicresel yag asidi profilleri
ve filogenetik verilerin biovar siniflandirmasini destekledigini ifade etmislerdir.
Rhizobium vitis strainlerinde hakim yag asidi grubu %68,09 ile 18:1w7cis/w9trans,
18:1w12trans/w9trans/wicis, 18:1w9cis/w12trans w7cis seklinde belirlenmistir. Bu yag
asidi grubunu %7,96 ile 12:0, Tanimlanamamis (ECL 10,928), 16:0 iso/14:0 32-OH,
14:0 3-OH/16:1 iso yag asidi grubu, 6,02 ile 16:0 yag asidi takip etmektedir.

Strain diizeyinde tanilama, filogenetik ve epidemiyolojik caligmalar ile yakindan
ilgilidir. Filogenetik caligmalarin gergeklestirilmesi i¢in strainlerin kesin bir sekilde
tanilanabilmesi elzemdir. Her ne kadar farkli ¢evresel kosullarda ayni bakteri strainine
rastlamak cok ender goriilen bir durum olsa da bir veya bir grup strainin farklh
lokasyonlarda meydana gelen hastalik vakalarindan sorumlu olabildigi bilinmektedir. Bu
durum tanilama ¢alismalarinin epidemiyolojik caligmalar ile iligkili olmas1 gerektigini
gostermektedir (Shams 2012).

2000’de Tighe ve arkadaslari, Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium ve
Sinorhizobium tiirlerine ait 600’den fazla strainin yag asidi profilini gaz kromatografisi
tabanli mikrobiyal tanilama sistemi ile belirlemislerdir. Calismada, Rhizobium
tumefaciens, Rhizobium rhizogenes ve Rhizobium vitis tiirlerinin diger bakteri tiirlerinden
farkli bir yag asidi profiline sahip oldugu gorilmiistir. Mesorhizobium ciceri,
Mesorhizobium  mediterraneum, Mesorhizobium  tianshanense  Mesorhizobium
plurifarium, Mesorhizobium huakuii ve Mesorhizobium loti farkli bir grup altinda
toplanirken, Sinorhizobium fredii, Sinorhizobium saheli, Sinorhizobium terangae,
Sinorhizobium kostiense, Sinorhizobium arboris ve Sinorhizobium meliloti bir baska grup
olusturmustur. Rhizobium gallicum, Rhizobium leguminosarum ve Rhizobium etli
tiirlerinin birbirlerine benzer yag asidi kompozisyonuna sahip oldugu gézlemlenmistir.
Rhizobium giardinii, Rhizobium tropici, Rhizobium galegae, Rhizobium hainanense.
Rhizobium tropici ve Rhizobium hainanense strainlerine ait yag asidi profillerinin,
Rhizobium rhizogenes, Rhizobium galegae ve Rhizobium tumefaciens strainlerine ait yag
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asidi

profillerinin benzerlik gosterdigi

belirlenmistir. Rhizobium giardinii ve

Bradyrhizobium tiirleri kendilerine has yag asidi profilleri ile diger tiirlerden agik bir
sekilde ayrilmistir. Arastiricilar, Rhizobium strainlerini tanilamada kullanilabilecek,
ancak mikrobiyal tanilama sistemin kiitliphanesinde yer almayan bazi yag asitleri
belirlemislerdir. Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes ve Rhizobium vitis
strainlerine ait tespit edilen yag asidi kompozisyonlar1 Cizelge 2.5’te verilmistir.

Cizelge 2.5. Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium vitis, Rhizobium

rubi ve Rhizobium larrymoorei tiirlerinin ortalama % yag asidi
kompozisyonlari. Parantez igindeki degerler standart sapmayi ifade
etmektedir. Mikrobiyal tanilama sistemin kiitiiphanesinde yer almayan yag
asitlerinin egsdeger zincir uzunluklar1 (ECL) ile gosterilmistir. Gaz
kromatografisinde ayn1 alikonma zamanina sahip yag asitleri Sherlock MIS
yazilimi tarafindan tabloda gruplanmistir. Yag asidi grubu 1: 15:1 iso H/I,
13:0 3-OH, Yag asidi grubu 2: 12:0, ECL 10.928, 16:1 iso I/14:0 3-OH, Yag
asidi grubu 3: 15:0 iso 2-OH, 16:1w7cis, Yag asidi grubu 4: 17:1 iso/anteiso
B, Yag asidi grubu 5: 18:1w7cis/w9trans/wl2trans, 18:1w7cis/w
9cis/w12trans seklindedir (Tighe vd 2000, Pulawska vd 2012-b)

Yag Asidi

Rhizobium Rhizobium Rhizobium Rhizobium
rhizogenes vitis rubi larrymoorei

Rhizobium
tumefaciens

10:0

10:0 3-OH

11:0 2-OH
Tanimlanamamis
(ECL 11,541)
Tanimlanamamis
(ECL 14,952)

12:0 3-OH

13:0 3-OH

13:1 at 12-13

13:0 iso 3-OH

14:0
Tanimlanamamis
(ECL 14,780)

15:0

15:0 anteiso

15:0 iso

15:0 2-OH

15:0 3-OH

15:0 iso 3-OH
15:1w8cis
Tanimlanamamis
(ECL 15,953)

16:0

16:0 3-OH

16:0 iso

16:1w5cis

17:0

17:0 iso

049 (021)
0,11 (0,12)

0,06 (0,11)
0,29 (0,19)

0,03 (0,08)

0,27 (0,15)

9,03 (129)
4776 (1.23)

0,13 (0,14)

0,01 (0,05)
0,24 (022)

0,10 (0,11)

0,26 (0,16)

0,37 (0,10)

4,02 (0,54)

0,28 (0.14)

7,14 (198)
5,19 (0,88)

0,06 (0.11)
0,60 (0,16)

0,13 (022)

0,22 (0,30)

5,98 (091)
2,28 (0,78)

1,44 (1,07)

0,23 (0,10)

0,10 (0,03)

5,03 (0,16)
4,80 (2,71)

0,6

8,4
4,2
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Cizelge 2.5.in devami

17:0 iso 3-OH - 021 (0,18) -

17:0 siklo 1,60 (0,54) 0,74 (0,36) - - -
17:0 3-OH 0,18 (0,18) - -

17:1w6cis - - -

17:1w7cis - - -

17:1w8cis 022 (0,15) - -

Tanmmmlanamamis

(ECL 17,875) i i i

18:0 0,17 (0,17) 2,14 (057) 121 (048) - -
18:0 3-OH - - 1,3 0,06 (0,01) -
11 metil 18:1w7cis 023 (024) 014 (0,17) 039 (0,36) 0,43 (0,16) -
18:1 2-OH - 222 (087) 129 (043) - -
18:1wScis - - -

18:1w9cis - - -

Tanimlanamamis

(ECL 18,794) 001 (003) i i

19:0 - - -

19:0 siklo w8cis 18,78 (5,14) 34,62 (896) 4,11 (207) 0,1 (0,03) 1,1
10 metil 19:0 1,09 (0,30) 0,11 (0,18) 2,03 (0,67) 1,76 (0,05) -
20:0 - - -

20:1w9trans - 0,04 (0,09) -

20:26,9cis 0,01 (004) 0,13 (0,16) -

20:36,9,12cis 033 (0,16) 246 (0,50) 1,67 (0,38)

Yag Asidi Grubu 1 0,03 (0,08) - -

Yag Asidi Grubu 2 8,15(1,90) 3,38 (0,44) 791 (2,57) 17,86 (11,18) 9,6
Yag Asidi Grubu 3 1,62 (0,40) 0,47 (0,19) 5,16 (1,16) 8,83 (2,56) 5,5
Yag Asidi Grubu 4 - - -

Yag Asidi Grubu 5 52,41 (6,86) 35,04 (10,78) 67,62 (4,85) 59,30 (13,73) 70,90

2012’de Pulawska ve arkadagslar1 (Pulawska vd 2012-b), krizantem ve kiraz erigi
tiimorlerinden izole ettikleri Gram-negatif, cubuk sekilli, spor olusturmayan bakterilerin
yeni bir Rhizobium straini oldugunu ifade etmislerdir. Giiniimiizde Rhizobium
skierniewicense olarak adlandirilan Rhizobium straini, 16S rDNA dizileri ve yag asidi
profilleri bakimindan Rhizobium rubi, Rhizobium larrymoorei, Rhizobium radiobacter ve
Rhizobium vitis strainleri ile karsilastirmislardir. Rhizobium skierniewicense strainlerde
en fazla rastlanan yag asidi %62,1 ile 18:1w7cis olarak belirlenmistir. Bu yag asidinin
ardindan, yag asidi grubu 2 (12:0 aldehit/16:1 iso/14:0 3-OH) %10,8 ile, yag asidi
grubu 3 (16:1 w7cis/15:0 iso 2-OH) %7,7 ile gelmektedir. Strainlerin genel yag asidi
kompozisyonunun Rhizobium rubi strainlerine benzer oldugu tespit edilmistir.

2012’de Pulawska ve arkadaglar1 (Pulawska vd 2012-a), kiraz erigi, kiraz, Prunus
aviumxPrunus pseudocerasus hibrit kiraz anaci, ahududu ve asma tiimorlerinden izole
ettikleri Gram-negatif, cubuk sekilli, spor olusturmayan bakterilerin yeni bir Rhizobium
straini oldugunu ifade etmislerdir. Arastiricilar, giinlimiizde Rhizobium nepotum olarak
adlandirilan Rhizobium straini, 16S rDNA dizileri ve yag asidi profilleri bakimindan
Rhizobium radiobacter, Rhizobium larrymoorei, Rhizobium skierniewicense, Rhizobium
vitis, Rhizobium rubi ve Rhizobium pusense strainleri ile karsilastirmiglardir. Rhizobium
nepotum strainlerde en fazla rastlanan yag asidi %50-70 ile 18:1w7cis olarak
belirlenmistir. Bu yag asidinin ardindan, 16:0, 16:0 3-OH, yag asidi grubu 2 (12:0
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aldehit/16:1 iso 1/14:0-30H) ve yag asidi grubu 3 (16:1w7cis/15 iso-20H)
gelmektedir. Strainlerin genel yag asidi kompozisyonunun Rhizobium radiobacter
strainlerine benzer oldugu tespit edilmistir.

Bakteriyel DNA’nin saptanmasina dair metotlar, spesifik, hassas, hizli ve rutin
uygulanabilir nitelikte tan1 ve tespit yapilabilmesine olanak vermektedir (Pulawska ve
Sobiczewski 2005). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA icerisinde yer alan, dizisi
bilinen iki segment arasindaki spesifik bir DNA dizisinin enzimatik tissel amplifikasyonu
icin uygulanan tepkimelere verilen ortak bir isimdir. Metot, basitge tiip icerisinde niikleik
asitlerin uygun kosullarda c¢ogaltilmasidir. Bir ¢esit in vitro klonlama olarak da
tanimlanabilen PCR, 94°C-98°C araliginda gerceklestirilen c¢ift zincirli DNA’nin
denatiirasyonu, 50°C-65°C araliginda denatiire olmus DNA zincirine oligoniikleotit
primerlerin baglanmas1 ve 72°C’de gergeklestirilen DNA polimeraz vasitasiyla yeni
DNA zincirinin sentezlenmesi asamalarindan olusur ve bu dongiilerin belirli sayida
tekrarlanmasi esasina dayanir (Mullis vd 1986, Saiki vd 1988, Henson ve French 1993,
Anonim 2014-a). PCR isleminde, termal denatiirasyon sicakliklarinda yapisin
koruyabilen Taq (Thermus aquaticus) DNA polimerazin kullanima sunulmasi ile her
dongiide sisteme enzim ekleme gerekliligi ortadan kalkmis, bu sayede PCR otomatize
edilebilmistir. Termal dongii cihazlarinin gelistirilmesi ile bitki patolojisi ve diger pek
cok disiplinde PCR kullanim1 hizla artmistir (Henson ve French 1993). PCR ile enfekteli
bitkiden patojenin tespiti ilk kez 1991 yilinda Rasmussen ve Wulff tarafindan
gerceklestirilmistir.

PCR, geleneksel tan1 ve teshis yontemleri ile karsilastirildiginda pek ¢ok avantaj
sunmaktadir. Teoride, radyoaktif prob kullanmadan tek bir hedef molekiilii dahi tespit
olanag1 saglayan bu sistem, kesfedildigi tarihe degin gelistirilen hicbir sistemde
bulunmayan hassasiyetle tanilamaya olanak vermistir. Teoride tek bir hedef molekiil
tespit edilebilmesine ragmen PCR tekniginin hassasiyeti ve etkinligi, reaksiyon
karistmmin kompozisyonu, uygulanan termal dongii rejimi, kullanilan primerlerin
tasarimi gibi etmenlere baglidir (Henson ve French 1993). Sistemin gelismesiyle
mikroorganizmalarin tan1 ve teshisten once kiiltiire alinma zorunlulugu biiyiik ol¢iide
ortadan kalkmis, kendinden 6nceki tekniklerde bulunmayan bir kesinlikle tan1 ve teshis
yapma imkan1 dogmustur. PCR, pek ¢ok bitki patojenine karsi temiz bitki materyali
se¢iminde kullanilmaktadir (Henson ve French 1993, Louws vd 1999, Bini vd 2008-b).

Tag Gali hastaligina kars1 kimyasal miicadele olanaginin bulunmamasi, patojenin
erken tanisinin da i¢cinde bulundugu 6nleyici tedbirlerin 6nemini arttirmaktadir (Genov
vd 2006). Ta¢ Gali hastalik etmeninin uzun siire gozle goriilebilir simptom vermeden
bitkinin vaskiiler dokularinda ve korteksinde varligini siirdiirebilmesini saglayan sistemik
dogasi, hastalifin etmeni olan Rhizobium vitis tiirlinlin kolay ve hizli bir sekilde
yayllmasma olanak vermektedir. Rhizobium vitis strainlerinin, hayat dongiisiiniin
saprofitik fazinda asma kalintilarinda ve toprakta varligint uzun siire siirdiirebildigi de
bilinmektedir. Bu yiizden Tag¢ Gali hastaliginin belirti gosteren ve gostermeyen bitki
dokularma ve toprakta saptanmasinda kullanilabilecek hizli ve giivenilir bir yontemin
bulunmasi, hastaligin yayilmasinin kontroliinde biiyiik 6nem arz etmektedir. Viriilent
Rhizobium strainlerinin tan1 ve teshisinde pek ¢ok farkli PCR protokolii kullanilmis
kromozomal veya Ti/Ri plazmiti {izerindeki farkli genlere karsi pek c¢ok farkli primer
dizayn edilmistir (Bini vd 2008-a).
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Patojenik Rhizobium strainlerinin PCR yontemi ile tanisi, ilk kez 1990’da Nesme
ve arkadaglar tarafindan gercgeklestirilmistir. Nesme ve arkadaslari, Rhizobium
tumefaciens strainlerinin tespiti i¢in virB ve virG operonlarinin arasindaki intersistronik
bolgeye spesifik ~ FGPvirB11+21/FGPvirG15’ ve tmr  genine  spesifik
FGPtmr530/FGPtmr701° primer setlerini dizayn etmislerdir. Ancak virB ve virG
operonlarinin arasindaki diziye has tasarlanan primerlerin baglandig1 diziler sadece
nopalin katabolize eden strainlerde bulundugundan, bu primer ¢ifti oktopin katabolize
eden strainleri tespit etmekte etkisiz kalmistir. fmr genine spesifik tasarlanmig primer ¢ifti
hem oktopin hem de nopalin katabolize eden Rhizobium tumefaciens strainlerini
saptayabilmistir. Ancak bu primer setinin de agropin katabolize eden strainlerin
tanilanmasinda basarisiz olmustur.

1992°de Picard ve arkadaslari, toprakta yagsamin siirdiiren bakterileri tanilamak
amaciyla hizli ve spesifik bir yontem gelistirmeyi hedeflemislerdir. Arastiricilar,
topraktaki bakterilerin lizise ugratilmasi, toprak ortamindan acgiga ¢ikan bakterilere ait
DNA’larin saflagtirilmast ve ortamdan izole edilen DNA’lardan tani ve teshisin
gergeklestirilmesi olarak siralanabilecek ii¢ basamakli bir sistem dizayn etmislerdir.
Sistemin ilk basamaginda, kiigiik porsiyonlara ayrilan toprak Orneklerine sonikasyon,
mikrodalga ile 1sitma, termal sok uygulama gibi farkh litik yontemler tatbik edilmis,
toprakta bulunan bakterilerin 6lmesi ve hiicre muhteviyatlarinin hiicre disina ¢ikmasi
saglanmistir. Ikinci basamakta toprak cesitli coziiciiler ile muamele edilmis, ekstrakte
edilen hiicre ¢okeltileri DNA’y1 biinyesinde tutma kabiliyetine sahip sentetik kolonlardan
gecirilmistir. Ugiincii basamak ise kolonlar tarafindan tutulan fenolik ve hiimik
bilesenlerden ari DNA’lardan tan1 ve teshisin gergeklestirilmesi PCR ile
gergeklestirilmesi basamagi olarak diizenlenmistir. Sistemin iglerliginin test edilmesi i¢in
nopalin katabolize eden Rhizobium tumefaciens C58 straini ve Frankia spp. strainleri
kullanilmistir. Arastiricilarin nopalin katabolize eden Rhizobium tumefaciens strainini
tanilamak i¢in vir bolgesine gore tasarladiklar1 primer seti olumlu sonug¢ vermis, PCR
sonucunda Rhizobium tumefaciens Orneginde 246 bg¢’lik bir fragment gozlenirken
Frankia strainlerinde herhangi bir amplifikasyona rastlanmamustir.

1992°de Dong ve arkadaglari, patojenik ve patojenik olmayan Rhizobium
strainlerinin ayrimimi gerceklestirmek i¢in PCR ydntemini kullanmiglardir. Simptom
gosteren ve gostermeyen cesitli konukculardan izole edilmis Rhizobium strainlerini
biyokimyasal testlerle Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes ve Rhizobium vitis
tiirlerinden hangisine ait oldugu belirlenmis, daha sonra oksin sentaz gen bolgesine uygun
tasarlanan iki primer seti yardimu ile strainlerin patojenik olup olmadig: test edilmistir.
Tasarlanan primer setlerinden biri genis konukcu araligi olan strainlere spesifik iken,
digeri konukgu araligi dar olan strainler i¢in tasarlanmistir. Dar konuk¢u araligi olan
strainler icin tasarlanan primer seti, 29 patojenik strainden 27’sini tespit etmeyi
basarmistir. Bu primer seti ile denenen 8 patojenik olmayan strainde herhangi bir
amplifikasyon goézlemlenmemistir. Genis konukcu araligi olan strainler i¢in tasarlanan
primer seti ise 20 patojenik strainden 18’inin tespitinde basarili olmustur, ancak 3
patojenik olmayan strainin 1’inde yanlis pozitif sonug¢ vermistir.

Rhizobium vitis strainlerinin PCR yontemi ile tanisi ise ilk kez 1993°te Schulz ve
arkadaglari, tarafindan gerceklestirilmistir. Arastiricilar, amplifikasyon i¢in 19-26 bg
uzunlugunda ii¢ farkli primer seti kullanarak, oktopin, nopalin ve vitopin katabolize eden

68



Rhizobium vitis strainlerinin ayr1 ayr1 tespit edebilmislerdir. Manuel olarak
gerceklestirilen reaksiyonda her bir 6rnek icin bir Rhizobium vitis kolonisi mikrofiij
tiiptine alinmis, Iml fosfat tampon ile siispanse edilmis, ardindan bakteriler santrifiij
edilerek, 0,5 ml steril distile su ile resiispanse edilmistir. Bakteriyel siispansiyonun
yogunlugu ODgoo=0,1 olacak sekilde ayarlanmistir. Yogunlugu ayarlanan bakteriyel
stispansiyon 0,5 ml’lik bir reaksiyon tiipiine aktarilarak tizerine 50 pl PCR tamponu
eklenmistir. Reaksiyon tiipleri, 10 dakika boyunca 95 °C’ye tabi tutularak bakterilerin
parcalanmasi saglanmistir. Ardindan reaksiyon tiipleri oda sicakligina sogutulmus, her
bir tiipe, her bir ANTP’den 200 pum, her bir primerden 200 nM, 2,5 U Tag polimeraz
eklenmis tiiplerin tstleri parafin ile kapatilmistir. 94 °C’de 2 dakika 6n denatiirasyonun
ardindan, 94 °C’de 30 saniye, 50 °C’de 30 saniye, 72 °C’de 30 saniye seklindeki sicaklik
dongtileri 30 dongii boyunca siirdiiriilmiistiir.

Gergeklestirilen reaksiyon sonucunda, oktopin ve kukumopin katabolize eden
strainlerde T-DNA iizerinde yer alan ipt genine 215 b¢’lik bir fragmentin amplifiye
oldugu tespit edilmistir. Genis konukg¢u aralig1 olan bazi oktopin/kukumopin strainlerinde
ise iaaH genleri arasinda yer alan IS866 insersiyon dizisinin 361 bg¢’lik bir kismi
amplifiye oldugu goriilmiistiir. Baz1 oktopin/kukumopin strainlerinde ise 215 ve 361
b¢’lik fragmentlerin bir arada bulundugu goézlemlenmistir. IS866 insersiyon dizisini
tasimayan, konukc¢u araligi dar Rhizobium vitis strainlerinin ipt geninin saginda ve
solunda IS868 ve IS869 insersiyon dizilerini tasidigr bildirilmistir. Bu nitelikteki
strainlerle gergeklestirilen reaksiyonlar sonucunda IS868 insersiyon dizisinden 271
be’lik, IS869 insersiyon dizisinden 278 bg’lik amplikonlarin meydana geldigi ifade
edilmektedir. Rhizobium vitis vitopin strainlerinin tanisi, 6b ve vis genlerinin arasindaki
571 be¢’lik bir bolgenin amplifiye edilmesi ile gergeklestirilmistir. Nopalin strainleri ise
IS869 insersiyon dizisinin varligl, incelenen diger molekiiler markdrlerin yoklugu ve 278
b¢’lik bir fragment ile varligr ile kendini gostermistir.

1994°te Ponsonnet ve Nesme, farkli konukculardan izole edilmis 41 Rhizobium
tumefaciens, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium vitis ve Rhizobium rubi straininin PCR
ile ¢ogaltilmig DNA’larin1 RFLP analizine tabi tutarak karakterize etmislerdir. Calismada
Rhizobium strainlerinin tmr, nos, virA, virB2 genlerine, 16S (rrs) ve 23S (rrl) rDNA
bolgesinin farkli kisimlarma uygun dizayn edilmis primer setleri kullanilmistir. RFLP
analizleri icin Mspl, Haelll ve Cfol endoniikleaz enzimleri kullanilmistir. Arastiricilar,
16S ile 23S rDNA arasindaki intergenik ara bdlgenin (IS) yiliksek miktarda polimorfizm
gosterdigini bu yiizden bu ara bolgenin strain ayrimi i¢in uygun dizililere sahip oldugunu
belirtmislerdir. Tasarlanan primerler sayesinde 41 Rhizobium straininin 37’si karakterize
edilebilmistir.

1995°te Sawada ve arkadaslari, hem Ti hem de Ri plazmitlerinde bulunan virC
operonuna uygun VCF/VCR adini verdikleri {iniversal bir primer seti tasarlamiglardir. Bu
primer seti, virC operonunda 730 bg¢’lik bir bolgeyi amplifiye etmektedir. Calismada,
Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium vitis ve Rhizobium rubi
strainleri ve bu tiirlere ait patojenik olmayan strainlerin yaninda Rhizobium
leguminosarum biovar viciae, Rhizobium leguminosarum biovar phaseoli, Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium loti, Rhizobium fredii,
Rhizobium galegae, Bradyrhizobium japonicum, Azorhizobium caulinodans ve
siniflandirilamayan bazi Rhizobium tiirleri kullanilmis, farkli tiirlerindeki 77 farklh
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patojenik strainin 75’ini tespit edilebilmistir. Ayni c¢alismada virG bolgesine gore
tasarlanan primer setleri Rhizobium strainlerini tanilamakta basarisiz olmustur.

1995’te Haas ve arkadaslari, patojenik Rhizobium tumefaciens, Rhizobium
rhizogenes ve Rhizobium vitis strainlerinin virD2 ve ipt genlerine spesifik farkli primerler
gelistirmislerdir. Calismada, toprak, asma, visne, bogiirtlen, elma, armut, krizantem, hus
(Betula spp.) badem, kestane (Castanea spp.) yildiz ¢icegi, giil, yildizpat1 (Aster spp.),
taflan (Euonymus spp.) gibi farkli konukgulardan izole edilmis 73 farkli Rhizobium straini
kullanilmistir. Primerlerin gelistirilmesinde tip strainler olan, Rhizobium rhizogenes A4
straini, nopalin katabolize eden Rhizobium tumefaciens C58 straini ve oktopin katabolize
eden Rhizobium tumefaciens A6 strainine ait virD2 gen dizileri kullanilmistir. VirD2
genine spesifik primerler ileri yonli VirD2A ve geri yonli VirD2C’ ve VirD2E’
primerleri olarak siralanabilir. Gergeklestirilen PCR’larda, tasarlanan VirD2A/VirD2C’
primerleri  kullanildiginda  Rhizobium tumefaciens strainleri ile 224 be¢’lik,
VirD2A/VirD2E’ primerleri kullanildiginda Rhizobium tumefaciens strainleri ile 338
b¢’lik amplikonlarin meydana geldigi gézlemlenmistir. Patojenik olmayan bir Rhizobium
radiobacter straini de virD2 genine spesifik bu primer setleri ile pozitif sonug¢ vermistir.
virD2 primer setlerinin, Rhizobium tumefaciens strainlerinin yaninda test edilen 3
Rhizobium rhizogenes ve 3 Rhizobium vitis straininde de amplifikasyon meydana
getirdigi saptanmistir. VirD2 geni kadar konservatif olmayan ipr genine spesifik dizayn
edilen primerler ise CYT ve CYT primerleridir. CYT ve CYT  primerleri beraber
kullanildiklarinda 427 bg’lik amplikonlarin meydana geldigi gézlemlenmistir. Bu primer
seti kullanilarak patojenik olmayan Rhizobium radiobacter strainleri ile PCR
gerceklestirildiginde ise amplifikasyon gézlemlenmemistir. ipt primer setinin ¢aligmada
kullanilan 38 Rhizobium tumefaciens straini ile fragment vermesinin yaninda, 3
Rhizobium vitis straininden 2’si ile de fragment verdigi goriilmiistiir. Ancak ipt primer
seti hicbir Rhizobium rhizogenes straini ile amplifikasyon saglayamamustir.

1995’te Vaudequin-Dransart ve arkadaslari, krizantemden izole ettikleri 5,
aglayan incirden izole ettikleri 7 Rhizobium strainini tanilamak icin PCR yontemini
kullanmiglardir. Calismada, patojenisite testleri, strainler tarafindan katabolize edilebilen
opin tiirlerinin tespiti, RFLP analizleri, hibridizasyon testleri gibi patojenlerin
karakterizasyonuna dair pek ¢ok farkli analiz yapilmistir. Bu analizleri destekleyici bir
unsur olarak, vir bolgesi, iaa, cyt ve nos genlerine uygun tasarlanan primerler kullanilarak
PCR gergeklestirilmistir. vir bolgesine gore dizayn edilen primer seti, krizantem
strainlerinde, cyt ve iaa genlerine gore dizayn edilen primer setleri ise aglayan incir
strainlerinde pozitif sonu¢ vermistir. 2 aglayan incir straininde ise bir amplifikasyon
meydana gelmedigi gbzlemlenmistir.

1995°te Eastwell ve arkadaslari, enfekteli asma kalemlerindeki Rhizobium cinsi
bakterileri tespit etmek icin tasarladiklar1 virA, pehA ve 6a genlerine uygun primer
setlerinin Rhizobium vitis tirliniin tespiti i¢in kullanilabilirligini test etmislerdir.
Aragtirmada 3’0 Rhizobium tumefaciens, 2’si Rhizobium rhizogenes, 8’1 Rhizobium vitis
tiirtinde olan 13 farkli Rhizobium straini kullanilmistir. Rhizobium vitis strainleri oktopin,
nopalin veya vitopin gibi farkli opin tiplerini katabolize eden strainlerden secilmistir.
Aragstiricilar, pehA genine Ozgiin tasarlanan 199 bg¢’lik iirlin veren primer seti ile
calismalarindaki tiim Rhizobium vitis strainlerini tespit etmeyi basarmislardir. Rhizobium
tumefaciens  ve  Rhizobium  rhizogenes  strainlerinde ise  amplifikasyon
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gozlemlenmemistir. virA genine 0zgiin tasarlanan 480 bg¢’lik iiriin veren primer seti ile 8
Rhizobium vitis straininden 7’si tespit edilebilmistir. virA genine 6zgiin tasarlanan primer
seti, vitopin katabolize eden Rhizobium vitis straini ile amplifikasyon meydana
getirmemigstir. 6a genine Ozgiin tasarlanan 260 bg¢’lik iiriin veren primer seti ile 3
Rhizobium tumefaciens straininden 2’si tespit edilebilmistir. Arastiricilar, kalemlerden
alinan bitki 6zsularindaki bazi kontaminantlarin varliginin, 6zsu i¢cindeki hedef DNA’nin
amplifikasyonuna engel oldugunu ifade etmislerdir. Etkin bir PCR i¢in asma
kalemlerinden direkt 6rnekleme yapilabilmesine imkan verebilecek dort farkli DNA
saflagtirma protokolii test edilmis, test edilen yontemlerden en basarili olaninin iyon
degisim kromatografisi yontemi oldugu belirlenmistir.

1996’da Otten ve arkadaslari, 76 Rhizobium vitis strainini pek ¢ok farkli molekiiler
yontemle analiz etmislerdir. Ribozomal DNA (rDNA) 16-23S intergenik ara bolgesinin
(IGS) PCR analizi, bu bolgenin ve bakterilere ait total DNA’nin restriksiyon paternleri ve
farkli Ti plazmit problar ile hibridizasyon gibi yontemler ile strainler tanilanip genetik
gruplara ayrilmigtir. rDNA 16-23S intergenik ara bolgesi PCR ile amplifiye edilmis,
amplifikasyon {iriinleri Aval, Cfol, Haelll, Rsal ve Taql endoniikleazlari ile kesilmistir.
Kesimler sonrasinda 76 Rhizobium vitis straininin 13 farkli restriksiyon paterni ortaya
koydugu kaydedilmistir. Restriksiyon paternleri ile Rhizobium vitis strainlerinin
katabolize ettigi opin tipi arasinda paralellik oldugu ortaya cikarilmigtir. 16S rDNA ile
23S rDNA arasinda kalan intergenik ara bolgenin, sahip oldugu degiskenlik diizeyi,
genomun diger kisimlarina gore evrilme hizinin yavas olmasi, gen iiriinlerinin bakteriyel
hiicre i¢in hayati 6neme sahip olmasi ile yakin akraba strainlerin ayriminin yapilmasinda
etkin sekilde kullanilabilecek nitelikte oldugu rapor edilmistir (Navarro vd 1992,
Pulawska vd 2000, Raio vd 2004).

1996’da Kaufmann ve arkadaglari, asmalarda patojenisitelerini test ettikleri,
oktopin katabolize eden bir Rhizobium vitis straininin 6b genine spesifik bir primer seti
gelistirmiglerdir. 4095/4906 adi1 verilen primer seti oktopin katabolize eden Rhizobium
vitis strainleri ile polimerizasyon reaksiyonuna girdiginde 693 bg¢’lik {iriin ortaya
cikarmistir. Arastiricilar, ayni primer seti ile Tm4-plazmit DNA’s1, enfekteli asma
ekstrakti, immuno-capture kiiltiir metodu ile enfekteli asma ekstraktindan izole edilmis
bakteri 6rnegi ile PCR analizleri gerceklestirmis ve pozitif sonug almislardir.

1996’da Irelan ve Meredith, farkli konukgulardan izole ettikleri Rhizobium
tumefaciens, Rhizobium rhizogenes ve Rhizobium vitis tiirleri arasindaki genetik
heterojenligi arastirmak amaciyla RAPD-PCR (Random Amplified Polymorphic DNA-
Polymerase Chain Reaction) yontemini kullanmiglardir. Bu yontem polimorfik DNA
fragmentlerinden spesifik bir parmak izi olusturarak strainlerin tespit edilmesine ve
karsilastirilabilmesine olanak vermektedir. Test edilen 20 Rhizobium straininde, hem
tirler arasi, hem de tiir i¢i yliksek seviyede farklilik tespit edilmistir. Calismada
monomorfik bant tespit edilmemistir. Rhizobium rhizogenes strainlerinde %41,
Rhizobium tumefaciens strainlerinde %38 6zdes bant gozlemlenirken, Rhizobium vitis
strainlerinde oranin %12’ye diistiigii goriilmiistiir. Belirlenen bu markorlerden sadece
birinin intraspesifik monomorfik oldugu ifade edilmistir. Buna karsin, Rhizobium
tumefaciens strainlerine ait 6zdes markdrlerin cogunlugunun intraspesifik monomorfik
oldugu goriilmiistiir. En biiyilik genetik farkliligin ise Rhizobium vitis strainleri arasinda
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oldugu tespit edilmistir. Her ne kadar strainler arasindaki genetik varyasyon yiiksek
bulunmus olsa da elde edilen veriler tiir diizeyinde tanilama gergeklestirilebilmistir.

1997°de Herlache ve arkadaslari, patojenik Rhizobium vitis strainlerinde
poligalakturonaz sentezinden sorumlu pehA genine spesifik bir primer seti dizayn ederek,
bu gene sahip Rhizobium vitis strainlerini PCR ile tespit etmeyi bagarmistir. Tasarlanan
primerler kullanilarak Rhizobium vitis strainlerinde 466 bc¢’lik amplikonlar elde
edilmistir.  Arastiricilar, amplifiye ettikleri DNA dizisinin sekans analizini
gergeklestirerek elde ettikleri bu diziyi Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
ve Ralstonia solanacearum strainlerinde bulunan homolog poligalakturonaz enzim
dizilerini karsilastirmislardir. Calisma sonucunda Rhizobium vitis strainlerinde bulunan
poligalakturonaz dizisinin, Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve
Ralstonia solanacearum strainlerinde bulunan diziler ile biiyiik benzerlik gosterdigi
saptanmistir. Ancak patates yumrular {izerinde gerceklestirilen caligmalarda enzim
aktivitesi agisindan Rhizobium vitis strainlerinde bulunan poligalakturonaz enziminin,
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve Ralstonia solanacearum strainleri
tarafindan sentezlenen enzimlerden etkisiz oldugu, patates yumrularindaki hiicrelerden
daha az elektrolit s1zintisina neden oldugu belirlenmistir.

1998’de Momol ve arkadaslari, tiimorijenik Rhizobium vitis strainlerini RAPD-
PCR yontemi ile 23S rDNA geninin bir kismina dayanarak karakterize etmis ve genetik
farkliliklarint belirlemislerdir. Arastiricilar, 16S ve 23S rDNA genlerinin molekiiler
belirleyici tasarlamak i¢in yeterince degisken olmadigini ifade etmis, bu sebeple 23S
rDNA’nin 5° ucunda yer alan, diger kisimlara gore daha fazla degiskenlik gdsteren bu
bolgeye gore R13 ve A9 admi verdikleri iki belirleyici tasarlamislardir. RAPD
belirleyicileri ile oktopin, nopalin ve vitopin katabolize eden 66 Rhizobium vitis
straininden elde edilen amplikonlar Tagl, Rsal, Aval, Cfol ve Alul endoniikleaz enzimleri
ile kesilmistir. Hem DNA parmak izi analizleri hem de enzimle kesim islemlerinden elde
edilen sonuglarin korelasyon gdsterdigi tespit edilmistir.

1998°de Oger ve arkadaglari, PCR-RFLP analizinde 16S rDNA gen bolgesinin
kullaniminin, toprak kokenli ve bitki patojeni bakterilerin tespitinde dogruluk ve
hassasiyetinin belirlemeye ¢alismislardir. Calismada, biyokimyasal ve fizyolojik
yontemlerle karakterize edilmis Rhizobium, Xanthomonas, Stenotrophomonas ve
Pseudomonas cinslerindeki bakteriler kullanilmistir. Rhizobium strainlerinin 16S rDNA
gen bolgesinin ¢ogaltilmasinda, Nesme ve arkadaslar1 (Nesme vd 1995) tarafindan
tasarlanan prokaryot spesifik FGPS6 ve FGPS1509° primerleri kullanilmistir. Primerler,
16S rDNA gen bolgesinin %99,5’ini amplifiye edebilme kabiliyetindedir. Arastiricilar,
ayni tiir icinde yer alan bakterilerin 16S rDNA geni ile gerceklestirilen PCR-RFLP
analizlerinde olusan paternlerin olduk¢a benzer oldugunu belirtmisler, tanilama limitinin
analiz edilen taksona gore degistigini ifade etmislerdir. Rhizobium tiirlerinin RFLP
profillerinin ¢ikarilmasinda farkli enzimler test edilmis en etkin ayrimin Hpall (Mspl),
Alul ve Haelll enzimleri kullanilarak gergeklestirildigini belirtmislerdir. Elde edilen
sonuglarin bakterilerin tanilanmasi kadar, bakteriyel biyofarkliligin belirlenmesinde de
kullanilabilecegi ifade edilmistir. Arastiricilar, farkli tiirlerdeki bakterilerin ayriminin
gergeklestirilebilmesi i¢in 16S rDNA geni lizerinde en az bes enzim kesim bolgesinde
dizi farklilig1 bulunmasi gerektigini saptamiglardir.
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1999’da Pionnat ve arkadaslari, PCR ve RFLP yontemlerini kullanarak giillerden
izole ettikleri 30 Rhizobium tumefaciens strainini tanilamislardir. Bu strainlerin yaninda
17 Rhizobium tumefaciens, 4 Rhizobium vitis ve 2 Rhizobium rhizogenes straini
karsilagtirma icin kullanilmigtir. Calismada, Rhizobium strainlerine ait vir bolgelerinin
farkli kisimlari, 16S rDNA’sinin farkli kisimlar1 ve tms bolgesine uygun dizayn edilmis
dort farkli primer seti kullanilmigtir.16S rDNA dizilerinin RFLP analizleri icin Mspl,
Haelll, vir bolgesinin RFLP analizleri i¢cin Mspl, Msel, Cfol, tms bolgesinin RFLP
analizleri icin Cfol ve Ddel endoniikleaz enzimleri kullanilmistir. Aragtiricilar, giillerden
izole edilen 30 strainin 16’smin siiksinamopin, 14’{iniin nopalin katabolize eden strainler
oldugunu belirlemis bu ayrimimn RFLP analizleri ile oOrtiistiglinii belirtmislerdir.
Calismada kullanilan 2 Rhizobium vitis straininin nopalin katabolize eden ozellikte
strainler olmasina ragmen, giillerden izole edilmis nopalin katabolize eden Rhizobium
strainlerden farkli bir profil ¢izdigi ifade edilmistir.

1999°da Cubero ve arkadaslari, bitki tiimorlerindeki Rhizobium tumefaciens
strainlerini tanilamak amaciyla PCR protokolii gelistirmislerdir. Toprak, asma, seftali,
kiraz, domates, badem, Prunus persicax Prunus dulcis hibritleri, Rubus spp. giil, kavak,
ayva (Cydonia oblonga), sogiit gibi bitkilerden izole edilmis, oktopin, nopalin ve
mannopin katabolize eden 16 Rhizobium tumefaciens, 15 Rhizobium rhizogenes, 5
Rhizobium vitis straini ile asma, domates, tiitiin, krizantem, giil, badem, Prunus persicax
Prunus dulcis hibritleri, kayisi, bitkilerine inokiilasyonlar gerceklestirilmistir. Meydana
gelen tiimorlerden PCR ile tanilama yapilmigtir. PCR ile tanilamada, Nesme ve
arkadaglar1 (Nesme vd 1990) tarafindan tasarlanan i¢in virB ve virG operonlarinin
arasindaki intersistronik bolgeye 0zgiin FGPvirB11421/FGPvirG15’, tmr genine 6zgiin
FGPtmr530/FGPtmr701 primerleri ile Sawada ve arkadaslar1 (Sawada vd 1995)
tarafindan tasarlanan hem Ti hem de Ri plazmitlerinde bulunan virC operonuna uygun
VCF/VCR ad1 verilen liniversal bir primer seti kullanilmigtir. Primer setleri hemen hemen
tiim strainlerle pozitif sonug verse de, timorlerden izole edilen bir Rhizobium tumefaciens
straini ii¢ primer seti ile de pozitif sonu¢ vermemistir. Bu strain haricindeki tiim strainler
ile tmr genine spesifik primerler kullanilarak amplifikasyon elde edilebilmistir.
VCF/VCR primer seti ve virB ve virG operonlarinin arasindaki intersistronik bdlgeye
spesifik primer seti ile tim Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium rhizogenes strainleri
saptanabilmistir. Ancak 5 Rhizobium vitis straininden biri, her iki primer ile de
tanilanamamustir.

2000°de Pulawska ve arkadaslari, 5 Rhizobium tumefaciens, 3 Rhizobium
radiobacter, 1 Rhizobium rhizogenes, 2 Rhizobium vitis, 1 Rhizobium rubi, 2
Sinorhizobium ve 4 nodiil olusturma kabiliyetindeki Rhizobium straini 23S rDNA dizisine
uygun primerler vasitasiyla PCR yontemi ile tanilamiglardir. Strainler, asma, domates,
elma, visne, kavak, ahududu, seftali, armut, yonca, bezelye, fasulye, kecisedefi gibi farkl
kaynaklardan izole edilmistir ilk asamada tmr, virD, virG, virD, virC, 6a ve virA
genlerine 6zgilin tasarlanan primerler ile calismada kullanilan strainlerdeki Ti plazmit
varligt PCR yontemi ile tespit edilmistir. Pulawska, 23S rDNA bdlgesinin farkl
kisimlarina baglanabilen, 4 ileri yonlii, 6 geri yonlii primer tasarlamistir. Dizayn edilen
primerler, amplifikasyon yonlerine gore farkli ikili kombinasyonlarla gruplanarak primer
setleri olusturmus ve bu setlerle amplifikasyonlar gerceklestirilmistir. Elde edilen
verilerle benzerlik matrisleri olusturulmus, strainler filogenetik analize tabi tutmuslardir.
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2002°de Argun ve arkadaslari, Tiirkiye’deki farkli bag alanlarinda soérveyler
gerceklestirmisler, saptadiklar1 enfekteli asmalardaki urlardan izolasyonlar yapmislardir.
Izolasyonlar, Eregli Cavusu, Dimrit, Emir, Hasandede, Kalecik, Karas1 ve Narince
cesitlerinden gergeklestirilmistir. izole edilen ur olusturan etmenler biyokimyasal ve
fizyolojik testler, Ti plazmit ve kromozomal genlere ait dizilerin PCR ile amplifikasyonu
ve tiire spesifik monoklonal antikorlar ile tanilanmistir. izole edilen tiim strainlerin
oktopin katabolize eden Rhizobium vitis strainleri oldugu belirlenmistir. Serolojik
tanilamada Bishop ve arkadaslarinin 1989’da gelistirdigi sadece Rhizobium vitis
strainleri ile reaksiyon veren AbF2-1D3G7C8 antikoru kullanilmistir. PCR analizlerinde
ti¢ farkli primer seti kullanilmistir. Primerlerden ilki, pehA genine 6zgiin dizayn edilmis
199 be’lik iirlin veren primer setidir. Bu set, patojenik ve patojenik olmayan Rhizobium
vitis strainleri ile pozitif sonug¢ verirken, Rhizobium tumefaciens strainleri ile negatif
sonu¢ vermektedir. virA geninden tiiretilen primer seti, hem patojenik Rhizobium vitis
hem de patojenik Rhizobium tumefaciens strainleri ile 480 b¢’lik fragment vermektedir.
Kullanilan virA ve pehA genlerine spesifik primerler, Eastwell ve arkadaslar1 (Eastwell
vd 1995) tarafindan tasarlanan primer setleridir. VirE2 genine uygun tasarlanan primer
seti ise sadece vitopin katabolize eden Rhizobium vitis strainleri ile yaklagik 1 kb’lik
amplikon olusturmaktadir. 16S rRNA, 23S rRNA genleri ve 16S IS bdolgesi restriksiyon
enzimleri ile kesilerek DNA parmak izi analizi gergeklestirilmistir. Amplikonlarin
kesimlerinde Rsal, Taql, Cfol, Haelll ve Aval endoniikleaz enzimleri kullanilmistir.
Izole edilen Rhizobium vitis strainlerinin tamaminin oktopin katabolize eden tipte oldugu
belirlenmesine ragmen, gerceklestirilen DNA parmak izi analizleri sonucunda sz
konusu strainleri iki farkli gruba ayrildigi goriilmiistiir. Restriksiyon fragmentlerinin
varligt veya yokluguna bagli olarak UPGMA (Unweighted Pair Group Method
with Arithmetic Mean) metoduyla benzerlik katsayilari ve strainlerin akrabalik iligkileri
belirlenmistir.

2002’de Szegedi ve Bottka, 15 Rhizobium vitis ve 1 Rhizobium tumefaciens straini
dort farkli primer seti kullanarak PCR ile tanilamiglardir. Kullanilan Rhizobium vitis
strainlerinin 14’1 patojeniktir. Patojenik Rhizobium vitis strainleri, oktopin, nopalin ve
vitopin katabolize eden farkli Rhizobium vitis tiplerinden secilmistir. Rhizobium
tumefaciens strainini tanilamakta daha 6nce Sawada ve arkadaglar1 (Sawada vd 1995)
tarafindan tasarlanan hem Ti hem de Ri plazmitlerinde bulunan virC operonuna uygun
VCF/VCR adini verilen tiniversal bir primer seti kullanilmistir. virC operonuna spesifik
bu primer seti Rhizobium tumefaciens straininde 730 b¢’lik bir amplikon verirken, bu
primer setinin Rhizobium vitis strainlerinde pozitif sonu¢ vermedigi goriilmistiir.
Rhizobium tumefaciens strainini tanilamakta Ti plazmitinde yer alan virE2 genine uygun
virE2PF/virE2PR adim1 verdikleri primer seti kullanilmistir. virE2 genine spesifik bu
primer seti Rhizobium tumefaciens straininde 753 b¢’lik bir amplikon verirken, bu primer
setinin vitopin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinde pozitif sonu¢ vermedigi
goriilmiistiir. virE2PF/virE2PR primer seti oktopin ve nopalin katabolize eden Rhizobium
vitis strainleri ile pozitif sonu¢ vermistir. Rhizobium vitis strainlerinin tanilanmasinda ise
pehA ve vis genlerine spesifik primerler kullanilmistir. 466 bg¢’lik amplikon veren
PGF/PGR ve 561 b¢’lik amplikon veren VisF/VisR primerleri ile Rhizobium vitis
strainlerinden {iriin alinabilmistir. vis genine spesifik primer seti sadece vitopin katabolize
eden Rhizobium vitis strainlerini tanilayabilirken, pehA genine spesifik primer seti ile
patojenik olan ve patojenik olmayan tiim Rhizobium vitis strainleri tanilanabilmistir.
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2003’te Bian ve arkadaslari, oktopin ve nopalin katabolize eden Rhizobium
tumefaciens strainlerini tanilayan iki primer seti tasarlamislardir. Gergeklestirilen
calismada Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium radiobacter,
Rhizobium vitis, Sinorhizobium meliloti, Rhizobium loti, Rhizobium huakuii ve tiirii
belirlenmemis baz1 Rhizobium strainleri dahil toplam 45 strain kullanilmistir. Strainler,
asma ve giil basta olmak {izere pek ¢ok farkli konuk¢udan izole edilmistir. Tasarlanan
RBF/RBR primer seti nopalin katabolize eden strainlerde sag sinir bolgesini kapsayan bir
kism1 amplifiye ederken, ocsF/ocsR primer seti ocs geninin bir kismini amplifiye
etmektedir. Bian ve arkadaglar1 gelistirdikleri primerlerin yaninda daha 6nce farkli
aragtircilar tarafindan tasarlanan Rhizobium tumefaciens strainlerinde iaaH genini
amplifiye eden tms2A/tms2B (Sachadyn ve Kur 1997), Ti ve Ri plazmitlerinde virD2
genini amplifiye eden VirD2A/VirD2C’ ve VirD2A/VirD2E’ (Haas vd 1995) primer
setlerini de ¢alismalarina dahil etmislerdir. Rhizobium tumefaciens tiiriindeki strainlerde
amplifiye edilen kisimlar Dral ve Xbal enzimleri ile kesilerek RFLP analizi
gerceklestirilmis, neticede olusan profillerin, ayn1 analize tabi tutulan tip strain profilleri
ile uyustugu goriilmiistiir. RBF/RBR primer seti ile nopalin katabolize eden Rhizobium
tumefaciens strainlerinin tamami tespit edilebilmistir. Bu strainlerde 206 bg¢’lik
amplifikasyon meydana geldigi goriilmiistiir. ocsF/ocsR primer seti ile de oktopin
katabolize eden Rhizobium tumefaciens strainleri tanilanabilmistir. Bunun yaninda 298
b¢’lik tirtin veren ocsF/ocsR primer setinin c¢alismada yer alan 4 Rhizobium vitis
straininden 1’1 ile pozitif sonug verdigi goriilmiistiir. ocs genini amplifiye eden bu primer
seti ile pozitif sonu¢ veren Rhizobium vitis straininin hangi opin tipini katabolize ettigi
tespit edilmemistir. tms2A/tms2B primer seti ile nopalin katabolize eden Rhizobium
tumefaciens strainlerinin tamaminda 220 b¢’lik amplikon olustugu gozlemlenirken, bazi
oktopin katabolize eden Rhizobium tumefaciens strainlerinin de bu primer seti ile
fragment verebildigi belirlenmistir. Bunun yaninda tms2A/tms2B primer seti ile
reaksiyona sokulan Rhizobium vitis strainlerinde spesifik olmayan baglanmalar meydana
geldigi belirlenmistir.

2003’te Szegedi, 90 dogal enfekteli tiimorden izole ettigi, 85 farklt DNA 6rnegini
opin tipine gore karakterize etmistir. izole edilen DNA orneklerinin tiir diizeyinde
tanilanmasma Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka 2002) tarafindan tasarlanan
poligalakturonaz genine spesifik PGF/PGR primerleri kullanilmistir. Tiimorlerin 50’sinin
oktopin, 28’inin nopalin 8’inin vitopin katabolize eden Rhizobium vitis strainleri
tarafindan enfekte edilmis tiimorler oldugu kaydedilmistir. Tiimorlerin hemen hemen
tamaminda sadece bir opin tipine rastlanirken, bir tiimorde hem vitopin hem nopalin
bilesiklerine rastlanmistir. 5 tiimoér Orneginde herhangi bir opin tiirevi tespit
edilememistir. Bu tiimorlerin dogal veya mekanik yaralanma sonucu meydana gelmis
kallus dokusu veya nadir rastlanan bir opin tipini katabolize eden bir Rhizobium straini
tarafindan gergeklestirilmis enfeksiyon neticesinde meydana gelmis olabilecegi
distnilmistir.

2003’te Llop ve arkadaslari, 39 Rhizobium strainini tanilamak amaciyla RAPD-
PCR yontemini kullanmislardir. Rhizobium strainleri toprak, asma, krizantem seftali,
domates, giil, badem, visne, kavak, ayva, sogiit (Salix viminalis), htyar (Cucumis sativus)
gibi farkli konukgulardan izole edilmistir. Strainlerin tiimorijenik plazmit tasiyip
tasimadiginin molekiiler olarak belirlenmesinde Nesme ve arkadaslar1 (Nesme vd 1990)
tarafindan tasarlanan i¢in virB ve virG operonlarinin arasindaki intersistronik bolgeye
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0zgiin FGPvirB11421/FGPvirG15’, tmr genine 6zgiin FGPtmr530/FGPtmr701 primerleri
kullanilmistir. Tasarlanan, OPE-2, OPE-7, OPE-14 ve OPE-20 adi verilen RAPD
primerleri ile farkl tipte plazmit tasidig bilinen strainler ayn1 DNA fragment profilini
vermisglerdir. 10 konukcu bitki, 8 farkli Rhizobium straini ile enfekte edilmis meydana
gelen tiimorlerden yeniden izolasyon yapilmistir. Tiimorlerden izole edilen strainlerin,
inokiilasyon 6ncesindeki RAPD-PCR’da ortaya koyduklart DNA fragment profili ile ayn1
DNA fragment profilini ortaya koydugu kaydedilmistir.

2004’te Raio ve arkadaslari, aglayan incirden izole edilen 48 Rhizobium strainini
toprak, visne (Prunus cerasus), seftali, asma, aglayan incir, Kaliforniya bogiirtleni (Rubus
ursinus) gibi farkli kaynaklardan izole edilen Rhizobium tumefaciens, Rhizobium
rhizogenes, Rhizobium vitis, Rhizobium rubi ve Rhizobium larrymoorei strainleri ile PCR
ve RFLP yontemlerini kullanarak karsilastirmiglardir. 16S rDNA ile 23S rDNA arasinda
yer alan 16S rDNA intergenik ara bolge, tms, tmr, nos genleri ve vir bolgesi primer
tasarimi i¢in se¢ilmistir. Test edilen tiim strainlerde, 16S rDNA’ya uygun tasarlanan
FGPS6/FGPS1509 primer seti pozitif sonug¢ vermistir. Bu primer setinin iiriinii olan 1500
b¢’lik fragment, Accl, Alul, Bfal, Haelll ve Hpall enzimleri ile kesilmistir. 16S rDNA,
16S rDNA intergenik ara bolgesi ve 23S rDNA’nin bir 132 bg’lik bir kismin1 amplifiye
eden FGPS6/FGPL132 primer setinin de test edilen tiim strainlerde ise 2500 ila 2700
b¢’lik bir amplifikasyon meydana getirdigi gozlemlenmistir. Bu primer setinin {iriinii de
ayn1 endoniikleazlar ile kesilmis RFLP analizi ger¢eklestirilmistir. Aglayan incirden izole
edilmis 48 Rhizobium straininden 17’°sinin Rhizobium larrymoorei profili ile eslestigi,
teste alinan higbir strainin Rhizobium vitis straininin profili ile eslesmedigi tespit
edilmigstir. Plazmit tizerinde bulunan genler i¢in tasarlanan primerler kullanilarak
gergeklestirilen PCR analizleri sonucunda elde edilen amplikonlar Ddel, Msel, Hpall ve
Cfol enzimleri ile kesilmis, ancak ortaya ¢ikan profiller ile Rhizobium tiirleri arasinda
kesin bir iliski kurulamamistir. tms, tmr, nos genleri ve vir bolgesi i¢in tasarlanan
primerlerden higbiri Rhizobium vitis strainlerine kars1 denenmemistir.

2004°te Suzaki ve arkadaslari, elma fidanlarindan izole ettikleri 48 Rhizobium
strainini tanilamak amaciyla tasarladiklari, virC operonuna spesifik dort yeni primer seti
tasarlamiglar ve bu primerler setlerini daha once Sawada ve arkadaglar1 (Sawada vd 1995)
tarafindan tasarlanan VCF/VCR primerleri ile karsilagtirmiglardir. Primer setlerinin
tanilamadaki etkinliginin belirlenmesinde, elma fidanlarindan izole edilen Rhizobium
strainlerinin yaninda Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium vitis ve
Rhizobium radiobacter tiirlerine ait 11 kontrol straini ile test edilmistir. Suzaki ve
arkadaslar tarafindan tasarlanan VCF2/VCR2 ve VCF4/VCR4 primer setleri, VCF/VCR
primer setinin tasarimi baz alinarak dizayn edilmis dejenere primer setleridir.
VCF3/VCR3 ve VCF5/VCRS primer setleri ise VCF/VCR primer setinin amplifiye ettigi
virC operonundaki 730 b¢’lik bdlgenin dizisi esas alinarak tasarlanmistir. VCF3/VCR3
ve VCF5/VCRS primer setlerinin amplikonlar1t VCF/VCR primer setinin amplikonundan
daha kisadir. VCF2/VCR2 primer seti 736 bg, VCF3/VCR3, primer seti 414 bg,
VCF4/VCR4 736 bg primer seti, VCF5/VCRS primer seti 93 b¢’lik iiriin vermektedir.
VCF2/VCR2, VCF3/VCR3, VCF4/VCR4 ve VCF5/VCRS ad1 verilen primer setlerinden
VCF3/VCR3 ve VCF5/VCRS ad1 verilen setler elma fidanlarinda izole edilmis, hem Ti
hem de Ri plazmit tasiyan patojenik Rhizobium strainlerin tanilanmasinda, VCF/VCR
primer setinden daha basarili bulunmugstur. VCF/VCR primer seti 10’u patojenik 11
kontrol straininden 4’{inii tespit edebilirken, VCF3/VCR3 ve VCF5/VCRS primer setleri
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tim patojenik strainleri tespit edebilmistir. VCF3/VCR3 primer seti ile elma
fidanlarindan izole edilen strainleri ise patojenik oldugu belirlenen 41 strainin tamami,
VCF5/VCRS primer seti ile 40 adedi tespit edilmistir. VCF/VCR primer seti ile 41
patojenik strainin 36’sinin tespiti gerceklestirilebilmistir.

2005’te Kawaguchi ve arkadaglar1 (Kawaguchi vd 2005-b), Multipleks PCR
yontemi ile patojenik ve patojenik olmayan Rhizobium strainlerini tanilanmasina olanak
veren, 16S rDNA bolgesine ve virC genlerine uygun primer setleri gelistirmiglerdir.
Calismada, Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes, Rhizobium radiobacter,
Rhizobium vitis, Rhizobium leguminosarum biovar viciae, Rhizobium tropici,
Bradyrhizobium  japonicum,  Bradyrhizobium  elkanii,  Sinorhizobium  fredii,
Mesorhizobium spp. tiirlerine ait 61 farkli strain kullanilmistir. Ab3-F3/Ab3-R4 adi
verilen primer seti Rhizobium vitis strainlerinin de dahil oldugu bazi Rhizobium
strainlerindeki 16S rDNA bolgesinin 570 bg’lik bir kismini amplifiye etmektedir.
Arastiricilar, patojenik ve patojenik olmayan Rhizobium vitis strainlerinin secilimi i¢in
Ab3-F3/Ab3-R4 primer seti ile virCI ve virC2 genlerinin bir kismmi amplifiye eden
VCF3/VCR3 (Suzaki vd 2004) primer setinin birlikte kullanimini 6nermislerdir.
VCF3/VCR3 primer setinin iiriinii 414 b¢’dir. Sadece Rhizobium vitis strainlerinde Ab3-
F3/Ab3-R4 ve VCF3/VCR3 primerleri ile amplifiye edilen 570 ve 414 b¢’lik fragmentler
gozlemlenmistir.

2005°te Szegedi ve arkadaslari, asmalardan izole ettikleri 18 Rhizobium strainini,
4 Rhizobium tumefaciens ve 4 Rhizobium vitis straini ile Kkarsilagtirmiglardir.
Karsilastirmada, biyokimyasal ve fizyolojik testler, agrosin 84’e hassasiyet, indikator
bitki testleri, tiimorlerden ekstrakte edilen opinlerin tiplerinin belirlenmesi ve PCR analizi
gibi pek cok farkli yontem kullanilmistir. PCR ile tanilamanin gergeklestirilmesinde,
Sawada ve arkadaslar1 (Sawada vd 1995) tarafindan tasarlanan VCF/VCR primerleri ve
Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka 2002) tarafindan tasarlanan VisF/VisR
primerlerinin yaninda, arastiricilar tarafindan tasarlanan oktopin katabolize eden
Rhizobium vitis strainlerindeki 6b genine spesifik TF/TR, nopalin katabolize eden
Rhizobium vitis strainlerindeki 6b genine spesifik NF/NR, Rhizobium vitis strainlerindeki
tartarat dehidrogenaz genine spesifik ttuCfw/ttuCrev primerleri kullanilmistir. izole
edilen Rhizobium strainlerinin tamami1 VCF/VCR primer seti ile pozitif sonug vermis ve
bu strainlerin Rhizobium tumefaciens straini oldugu belirlenmistir. Biyokimyasal ve
fizyolojik testler de izole edilen strainlerin Rhizobium tumefaciens straini olduguna isaret
etmistir. Ancak bu strainlerin 7’sinin Rhizobium vitis strainlerindeki tartarat dehidrogenaz
genine spesifik ttuCfw/ttuCrev primerleri ile pozitif sonu¢ verdigi kaydedilmistir. Bu
durum, Rhizobium tumefaciens strainleri i¢in tipik olmayan bir durumdur. ttuCfw/ttuCrev
primer seti Rhizobium vitis strainleri ile 479 b¢’lik iirlin vermektedir. NF/NR primer
setinin nopalin katabolize eden Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium vitis strainleri ile
570 b¢’lik amplikon verdigi saptanmistir. Arastiricilar tarafindan tasarlanan TF/TR
primer seti, oktopin katabolize eden Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium vitis strainleri
ile test edilmis, oktopin katabolize eden bir Rhizobium tumefaciens straini hari¢ tiim
oktopin katabolize eden strainler ile 520 b¢’lik {iriin verdigi tespit edilmistir.

2005’te Pulawska ve Sobiczewski, toprak kokenli tiimorijenik Rhizobium
strainlerini tanilanmasini amaglayan #ms2 genine 6zgilin primerler tasarlamis ve Semi-
Nested PCR yontemi gelistirmislerdir. Calismada, Rhizobium tumefaciens, Rhizobium
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rhizogenes, Rhizobium radiobacter, Rhizobium vitis, Rhizobium rubi, Bradyrhizobium
Jjaponicum, Mesorhizobium loti, Rhizobium leguminosarum biovar viciae, Sinorhizobium
meliloti, Arthrobacter ramosus, Arthrobacter globiformis, Arthrobacter pascens, Erwinia
amylovora, Dickeya chrysanthemi, Pseudomonas fluorescens, Xanthomonas arboricola
pv. pruni, tiirlerine ait 113 farkli strain kullanilmistir. Bakteriyel etmenler, toprak, asma,
elma, erik, ahududu, kavak, domates, kiraz, visne, krizantem, seftali, armut (Pyrus
communis), kivi (Actinidia deliciosa), soya fasulyesi (Glycine max), bezelye, yonca
(Medicago sativa), Kaliforniya bogiirtleni, krizantem gibi pek ¢ok farkli konuk¢udan
izole edilmiglerdir. Tasarlanan tms2A/tms2B ve tms2F1/tms2R2 primer setlerine ait
primerler farkli kombinasyonlarla PCR reaksiyonuna sokulmustur. Pozitif sonu¢ veren
orneklerde, tms2A ve tms2B primerleri beraber kullanildiklarinda 220 bg, tms2F1 ve
tms2R2 primerleri beraber kullanildiklarinda 617 bg, tms2F1 ve tms2B primerleri beraber
kullanildiklarinda 458 bg, tms2R2 ve tms2A primerleri beraber kullanildiklarinda 277 bg
biiyiikliigiinde amplikonlar meydana geldigi goriilmiistiir. tms2A ve tms2B primer seti
Rhizobium tiirlerinin yaninda Pseudomonas fluorescens tiirleri ile de pozitif sonug
verdiginden yeterince spesifik bulunmamistir. tms2F1/tms2R2, tms2F1/tms2B,
tms2F1/tms2B  ve tms2R2/tms2A primer kombinasyonlart Rhizobium cinsindeki
bakterilerin pek ¢ogu ile pozitif sonu¢ vermis, Bradyrhizobium japonicum,
Mesorhizobium loti, Rhizobium leguminosarum biovar viciae, Sinorhizobium meliloti,
Arthrobacter ramosus, Arthrobacter globiformis, Arthrobacter pascens, Erwinia
amylovora, Dickeya chrysanthemi, Pseudomonas fluorescens, Xanthomonas arboricola
pv. pruni tirlerinde ise amplifikasyon meydana gelmemistir. Ancak bu primer
kombinasyonlari, ¢alismadaki 63 Rhizobium rhizogenes straininden 3’{inii, 8 Rhizobium
vitis straininden 1’ini tespit etmekte basarisiz olmustur.

2006’da Pulawska ve arkadaslari, Allorhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium,
Sinorhizobium, Phyllobacterium, Erwinia, Pseudomonas ve Xanthomonas cinslerine ait
119 strain ile Multipleks PCR yontemi ile tanilama caligmasi gergeklestirmislerdir.
Bakteriyel etmenler, asma, elma, erik, ahududu, kavak, domates, kiraz, vigne, krizantem,
seftali, armut, aglayan incir, soya fasulyesi, bezelye, yonca, fasulye, Kaliforniya
bogiirtleni, krizantem, kegisedefi (Galega officinalis) gibi pek ¢ok farkli konukg¢udan
izole edilmislerdir. PCR i¢in, 23S rDNA dizisine 6zgiin dort farkli primer tasarlanmistir.
UF ad1 verilen ileri yonlii primer, tim Rhizobium strainlerinin 23S rDNA dizisine spesifik
tiniversal bir primerdir. Tasarlanan diger dort geri yonli primer, farkli bir Rhizobium
tiiriine 6zgiin dizayn edilmistir. BIR primeri Rhizobium tumefaciens strainlerine, B2R
primeri Rhizobium rhizogenes strainlerine, AvR primeri Rhizobium vitis strainlerine, ArR
primeri Rhizobium rubi strainine spesifik tasarlanmigstir. UF ileri yonlii tiniversal primeri
ile BIR primeri beraber kullanildiginda 184 b¢, B2R primeri beraber kullanildiginda 1066
b¢, AvR primeri beraber kullanildiginda 478 bg, ArR primeri beraber kullanildiginda
1006 bg iiriin vermektedir. UF ileri yonlii primeri ile kullanilan BIR primeri ile calismada
kullanilan tim Rhizobium tumefaciens strainleri, AvR primeri ile tim Rhizobium vitis
strainleri, ArR primeri ile tim Rhizobium rubi strainleri tespit edilebilmistir. UF ileri
yonlii tiniversal primeri ile B2R primeri kullanildiginda ise Rhizobium rhizogenes
strainlerinin yaninda baz1 Allorhizobium undicola, Rhizobium etli, Rhizobium
leguminosarum biovar trifolii, Rhizobium tropici ve tim Sinorhizobium strainleri pozitif
sonug vermistir. Tasarlanan primer setlerinin hicbiri test edilen, Rhizobium larrymoorei,
Phyllobacterium, Arthrobacter, Erwinia, Pseudomonas ve Xanthomonas strainleri ile
reaksiyon vermemistir.
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2006’da Genov ve arkadaglari, yabanil bir asma ¢esidi olan Vitis vinifera spp.
silvestris’ten 20 Rhizobium straini izole etmistir. zolasyon i¢in segilen asmalar Ta¢ Gali
veya Kok Kanseri hastaliklarina dair bir simptom igermeyen bireylerden segilmistir. izole
edilen strainler, biyokimyasal ve fizyolojik testler, patojenisite testleri, baz1 kromozomal
ve plazmit kaynakli genlere Ozgiin tasarlanmis primerler ile gerceklestirilen PCR
analizleri ile karakterize edilmistir. PCR ile karakterizasyonlarin gerceklestirilmesinde
Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka 2002) tarafindan tasarlanan PGF/PGR, Haas (Haas
vd 1995) tarafindan tasarlanan VirD2A/VirD2C’, Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka
2002) tarafindan tasarlanan VirE2PF/VirE2PR ile VisF/VisR primerleri kullanilmistir.
PGF/PGR primer seti ile Rhizobium vitis strainlerinin tamami tanilanabilmistir.
PGF/PGR primer setinin Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium rhizogenes strainleri ile
reaksiyon vermedigi saptanmistir. VirD2A/VirD2C’ primer seti ile sadece patojenik
Rhizobium vitis strainleri bagariyla tespit edilebilmistir. VirE2PF/VirE2PR primer seti ile
oktopin ve nopalin katabolize eden Rhizobium vitis strainleri tanilanabilmis, ancak
vitopin katabolize eden strainler ile pozitif sonu¢ alinamamistir. VirE2PF/VirE2PR
primer setinin Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium rhizogenes strainleri ile reaksiyon
vermedigi belirlenmistir. Vitopin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin tanisi ise
VisF/VisR primerleri ile gerceklestirilmistir. VisF/VisR primer seti sadece vitopin
katabolize eden Rhizobium vitis strainleri ile reaksiyon vermektedir. Izole edilen
strainlerin 19’unun patojenik Rhizobium vitis, 2’sinin patojenik olmayan Rhizobium
tumefaciens straini oldugu belirlenmistir. Kontrol straini olarak kullanilan oktopin,
nopalin ve vitopin katabolize eden Rhizobium vitis strainleri ile patojenik olmayan
Rhizobium rhizogenes ve patojenik Rhizobium tumefaciens straininin de tanisi basari ile
gerceklestirilmistir. Biyokimyasal ve fizyolojik testler, patojenisite testleri ile PCR
analizlerinden elde edilen sonuglar arasinda yiiksek korelasyon oldugu sonuglarin
birbirini destekledigi kaydedilmistir.

2006’da Tanaka ve arkadaslari, farkli konukc¢ulardan izole edilmis 8 Rhizobium
vitis strainini PFGE teknigi ile karakterize etmis, patojenik bir strain olan K-Ag-1
strainini kullanarak chv genlerinin fiziksel haritalamasin1 gergeklestirmistir. Total
genomlarin kesiminde az siklikla kesim yapan Pacl ve Pmel enzimleri kullanilmigtir. K-
Ag-1 strainine ait genomun biri 3,6 Mb, digeri 1,1 Mb biiyiikliiglinde iki halkasal
kromozom ile 560 kb, 230 kb ve 70 kb biiyiikliigiinde ii¢ plazmitten olustugu
belirlenmistir. Biiyiilk kromozom {izerinde iki rDNA lokusu, chvA, chvD, chvE, glgP,
exoC ve ros kromozomal viriilens genleri, kii¢iilk kromozom iizerinde bir rDNA lokusu
bulundugu saptanmistir. Kiigiik kromozom {izerinde kromozomal viriilens gen tespit
edilmemigstir. rDNA lokusunun genom iizerindeki yeri Rhizobium tumefaciens
strainlerinde saptandig1 gibi iken, kromozomal viriilens genlerin konumu Rhizobium
rhizogenes strainlerindeki konuma benzer bulunmustur. PFGE analizi sonucunda, iki
farkli enzim ile test edilen 8 strainden 3’iiniin hemen hemen 6zdes bir profil ortaya
koydugu, ancak 5 strainin tamamen kendilerine has genom profillerine sahip oldugu
gorilmiistiir.

2008’de Kawaguchi ve arkadaslar1 (Kawaguchi vd 2008-b), 8’i patojenik
olmayan, 26 Rhizobium vitis strainini SAT (Slide Agglutination Test) ve Rep-PCR
(Repetitive Sequence-Based Polymerase Chain Reaction) yontemleri ile karakterize
etmislerdir. Strainlerin tanilanmasinda daha 6nce Sachadyn ve Kur (Sachadyn ve Kur
1997) tarafindan tasarlanan tms2A/tms2B, Bian ve arkadaslar1 (Bian vd 2003) tarafindan
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tasarlanan VirD2A/VirD2C’ ile Kawaguchi ve arkadaslar1 (Kawaguchi vd 2005-b)
tarafindan tasarlanan VCF3/VCR3 primerleri kullanilmigtir. Karakterizasyon igin
uygulanan SAT yonteminde somatik antijenlere karsit hazirlanan antiserumlar
kullanilmistir. rep-PCR yonteminde pyrG (CTP sentaz), recA (Rekombinaz A) ve rpoD
(RNA polimeraz sigma faktor 70) genlerinin kismi dizilerine 6zgiin tasarlanan primerler
kullanilmistir. pyrG geninin 984 bg¢’lik kismini amplifiye eden ApyrFl1 ve ApyrR4
primerleri, recA geninin 480 b¢’lik kismin1 amplifiye eden recAF1 ve recAR2 primerleri
ve rpoD geninin 748 b¢’lik kismin1 amplifiye eden ArpoF1 ve ArpoF2 primerleri Ichiman
ve arkadaslar1 (Ichiman vd 2006) tarafindan tasarlanmistir. pyrG, recA ve rpoD genleri
pek ¢ok mutasyon barindiran ve hiicrenin hayati olaylarini kodlayan genler olduklarindan
karakterizasyonda kullanilmak tizere secilmistir. Gergeklestirilen rep-PCR c¢aligsmalari
neticesinde Rhizobium vitis strainlerinin, dordii patojenik strainlere ait, bes ayr1 gruba
ayrildig1 ve genetik agidan heterojen bir yapiya sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen
serolojik sonuglarin biiyiik 6l¢iide rep-PCR sonuglari ile ortiistiigli ifade edilmistir.

2008’de Bini ve arkadaslar1 (Bini vd 2008-b), baglara zarar veren tiimorijenik
patojen tiirleri olan Rhizobium vitis ve Rhizobium tumefaciens tiirlerini tanilamak i¢in
onkogen spesifik yeni primerler tasarlamislardir. Tamami asmadan izole edilmis 3
Rhizobium tumefaciens, 16 Rhizobium vitis straini lizerinde gerceklestirilen ¢aligsmalarda,
tiim strainlerin tespiti ancak Multipleks PCR ile miimkiin olmustur. PehA, virF ve virD2
genlerine Ozgiin tasarlanan PGF/PGR (Szegedi ve Bottka 2002), VirFFi/VirFR, ve
VirD2S4F716/VirD2S4R 1036 primerlerinin birlikte kullanimi ile oktopin, nopalin ve
vitopin katabolize eden Rhizobium vitis ve Rhizobium tumefaciens strainlerinin hemen
hemen tamamini tanilanabilmistir. Bu primerlerle tespit edilemeyen strainlerin tespiti i¢in
farkli genlere 6zgiin farkli primer setleri gelistirilmis ve ge¢cmiste farkli arastiricilarin
tasarladig1 bazi primerler kullanilarak bu strainlerin de tespiti saglanmistir. Oktopin ve
nopalin strainlerine ait virF’ geninin amplifikasyonunda Bini ve arkadaslar1 tarafindan
tasarlanmis VirFFi/VirFR> primerleri, vitopin strainlerine ait virD2 geninin
amplifikasyonunda VirD2S4F716/VirD2S4R1036 primerleri, vitopin strainlerine ait 6b
geninin amplifikasyonunda SF/SR primerleri, Rhizobium strainlerine ait iaaH geninin
amplifikasyonunda iaaH-F2/iaaH-R1ve iaaH-F10/iaaH-R10 primerleri, Rhizobium vitis
strainlerine ait iaaM geninin amplifikasyonunda S4iaaM5/S4iaaM3 primerleri,
Rhizobium vitis strainlerine ait ocs geninin amplifikasyonunda OCTF/OCTR primerleri,
Rhizobium strainlerine ait nos geninin amplifikasyonunda NOPF/NOPR primerleri
kullanilmistir. Bu primer setleri haricinde, Szegedi ve Bottka tarafindan tasarlanan
(Szegedi ve Bottka 2002) PGF/PGR ve VisF/VisR, Haas tarafindan tasarlanan (Haas vd
1995) VirD2A/VirD2C’ ve VirD2A/VirD2F, Szegedi tarafindan tasarlanan (Szegedi vd
2005) TF/TR ve NF/NR primerleri de kullanilmistir. VirD2A/VirD2C’  ve
VirD2A/VirD2F  primer setleri 1ile patojenik Rhizobium strainlerinin  tanisi
gergeklestirilmistir. VirFFi/VirFR> primer seti ile oktopin ve nopalin katabolize eden
strainler tanilanmis, VirD2S4F716/VirD2S4R 1036 primer seti ile vitopin katabolize eden
strainler tanilanmistir. pehA genine 6zgiin PGF/PGR primer seti ile Rhizobium vitis
strainleri tanilanmis ve Rhizobium tumefaciens strainleri ayrilmistir. OCTF/OCTR,
NOPF/NOPR ve VisF/VisR primerleri ile Rhizobium vitis strainlerinin hangi tip opin
katabolize edebildigi belirlenmistir.
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2008’de Bini ve arkadaslar1 (Bini vd 2008-a), asmalardan izole edilen 50
Rhizobium vitis strainini, virD2 genine spesifik primerler ve tiire spesifik monoklonal
antikorlar ile tanilamiglardir. Rhizobium vitis strainlerinin serolojik tanisinda Bishop ve
arkadaslarinin (Bishop vd 1989) gelistirdigi, farkli Rhizobium tiirleri, farkli bitki
patojenleri, simbiyontlar ve saprofitler ile reaksiyon vermeyen, sadece Rhizobium vitis ile
reaksiyon veren AbF21-1D3G7C8 antikoru kullanilmistir. Tanilanan strainlerin hangi
opin tipini katabolize ettigi spesifik primerler kullanilarak PCR yontemi ile belirlenmistir.
Kantitatif PCR i¢in virD2 amplikonlarinin dizi analizi gergeklestirilmistir. Sekans analizi
neticesinde, oktopin ve nopalin katabolize eden strainlerdeki virD2 gen dizisi ile vitopin
katabolize eden strainlerdeki virD2 gen dizisinin farklilik gosterdigi belirlenmis ve bu
dizilere spesifik primerler dizayn edilmistir. Farkli tiplerde opin katabolize eden
Rhizobium vitis strainlerin tamaminin tanisi i¢in, her iki primer seti ile Multipleks Real-
Time PCR gergeklestirilmistir. Real-Time PCR ile tanilamada SYBR Green (Synergy
Brands) kullanilmistir. Tasarlanan primerlerin tiire olan spesifikligi farkli patojenlere
kars1 denenerek test edilmistir. Strain ayrimi igin klasik PCR yonteminde, Bini ve
arkadaslar1 (Bini vd 2008-b) tarafindan tasarlanan OCTF/OCTR ve NOPF/NOPR ve
Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka 2002) tarafindan tasarlanan VisF/VisR primerleri
kullanilmistir. Oktopin katabolize eden strainlerde 475 bg, nopalin katabolize eden
strainlerde 394 bg, vitopin katabolize eden strainlerde 561 b¢’lik amplikonlarin olustugu
gozlemlenmistir. Test edilen strainlerin 37’sinin oktopin, 11’inin vitopin, 2’sinin nopalin
katabolize eden strainler oldugu saptanmistir. virD2 geninin klasik PCR ile
cogaltilmasinda, Haas tarafindan tasarlanan VirD2A/VirD2C’ primerleri kullanilmas,
virD2 geninin Real-Time PCR ile ¢ogaltilmasinda 96 bg¢’lik dirtin - veren
VIRD59F26/VIRD59R122  primer  seti ile 102  b¢’lik  driin  veren
VIRD62F23/VIRD62R135 primer seti kullanilmistir. VIRD59F26/VIRD59R122 ve
VIRD62F23/VIRD62R135 primer setleri ayn1 PCR reaksiyonunda kombine edilerek
Multipleks PCR gerceklestirildiginde hem oktopin hem nopalin hem de vitopin katabolize
eden Rhizobium vitis strainlerinin tespit edilebildigi, fakat baz1 Rhizobium tumefaciens
strainlerinden de pozitif sonug alinabildigi belirtilmistir.

2008’de Kumagai ve Fabritius, asmalarda zarara sebebiyet veren en Onemli
Rhizobium tiirleri olan Rhizobium vitis ve Rhizobium tumefaciens tiirlerinin patojenik
strainlerini tanilamak i¢in daha onceki calismalarda kullanilan primerlerden bir secki
olusturmus ve bu primerlerle Bio-BCR c¢alismasi gergeklestirmislerdir. Calismada
asmalardan izole edilen 22 Rhizobium straini ve daha dnce tanilanmis Rhizobium cinsine
ait 7 kontrol straini kullanilmistir. Viriilens spesifik primer olarak virD2 genine spesifik
VirD2A/VirD2C’ (Haas vd 1995) ve VirD2S4F716/VirD2S4R 036 (Bini vd 2008-b), virC
genine spesifik VCF3/VCR3 (Suzaki vd 2004), virF genine spesifik VirFF/VirFR: (Bini
vd 2008-b) primerleri secilmistir. Rhizobium vitis strainlerinin belirlenmesi
VirD2S4F716/VirD2S4R 1036 ve VirFFi/VirFR> primer seti kombinasyonu ile Multipleks
PCR gerceklestirilmesi ve pehA genine spesifik PGF/PGR (Szegedi ve Bottka 2002)
primer setinin kullanilmasi ile saglanmistir. VCF3/VCR3 primer setinin patojenik
Rhizobium vitis ve Rhizobium tumefaciens strainlerinin tespitinde en bagarili primer seti
oldugu belirlenmistir. Bu primer seti tiim patojenik strainleri tespit etmeyi basarirken
VirD2S4F716/VirD2S4R1036 ve VirFFi/VirFR» iki patojenik Rhizobium vitis straininin
tespitinde basarisiz olmustur. VirD2A/VirD2C’ primer seti tiim patojenik Rhizobium
tumefaciens strainlerini tespit edebilmistir. PGF/PGR primer setinin de tiim patojenik ve
patojenik olmayan Rhizobium vitis strainlerinin tespitinde basarili oldugu ifade edilmistir.
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2009’da Palacio-Bielsa ve arkadaslari, 56 tiimorijenik Rhizobium strainini, farkl
konukculardaki patojenisiteleri, opin kullanimi, 16S rRNA dizilemesi ve bes farkli primer
seti kullanarak gergeklestirdikleri kromozomal ve Ti plazmit {izerindeki genlerin
amplifikasyonlar1 ile tiir seviyesinde tanilamaya c¢alismislardir. PCR ile tanilamanin
gergeklestirilmesinde daha 6nce Nesme ve arkadaglari (Nesme vd 1990) tarafindan
tasarlanan virB ve virG genleri arasindaki intersistronik bolgeye ve tmr genine 6zgiin
FGPvirB11121/FGPvirG15” ve FGPtmr530/FGPtmr701 primer setleri, Eastwell ve
arkadaglar1 (Eastwell vd 1995) tarafindan tasarlanan virA ve pehA genlerine 6zgiin
primerleri ile Sawada ve arkadaslar1 (Sawada vd 1995) tarafindan tasarlanan VCF/VCR
primerleri kullanilmistir. Calismada kullanilan strainlerin 50 tanesinin Rhizobium vitis, 3
tanesinin Rhizobium tumefaciens, 3 tanesinin Rhizobium rhizogenes straini oldugu tespit
edilmistir. Yapilan patojenisite testleri neticesinde strainlerin tamaminin asmada
patojenik oldugunu tespit edilmistir. Hemen hemen tiim Rhizobium vitis strainlerinin
tiitlin ve domateste patojenik oldugu saptanmistir. Rhizobium vitis strainlerinin 38’inin
oktopin katabolize edebildigi belirlenmistir. 16S rRNA geni dizileme analizleri sayesinde
strainleri belirgin bir sekilde tiir diizeyinde ayirmak miimkiin olabilmistir. Dizileme
analizleri, Rhizobium vitis strainlerinin tiir diizeyi altinda da kendi arasinda ii¢ farkli gruba
ayrilabilecegini ve Rhizobium vitis strainlerinde li¢ farkli tiimdrijenik plazmit tipi
bulundugunu gostermektedir. Calismada, Rhizobium tumefaciens, Rhizobium rhizogenes
ve Rhizobium vitis strainlerinin tamaminin tan1 ve tespitinde kullanilabilecek iiniversal
bir primer belirlenmeye ¢alisilmis ancak basarili olunamamaistir.

Dizileme yontemi ile tiir diizeyinde tanilama giivenilir bir sekilde tanilama
yapilabilmesine ragmen, yontemin zaman alici, yiiksek diizeyde teknik bilgi gerektiren
ve masrafli bir yontem olmas1 yontemin pratikteki dnemini azaltmaktadir (Shams 2012).

2009’da Lim ve arkadaslari, Rhizobium vitis strainlerinin tani ve teshisinde
kullanilmak tizere SCAR (Sequence-Characterized Amplified Region) primerler dizayn
etmislerdir. SCAR primerleri URP2R iiniversal pirin¢ primeri kullanilarak amplifiye
edilen, Rhizobium vitis strainlerine spesifik pAVS3 DNA fragmentinin gen dizisi esas
alinarak tasarlanmustir. Universal piring primerleri (URP) piring genomunun tekrarlt
dizilerinden tasarlanmis fakat fungus ve bakteri tiirleri ile de polimorfik DNA parmak izi
paternleri olusturdugu belirlenmis primerlerdir (Kang vd 2001, 2002-a, 2002-b, 2003,
Jana vd 2005). Arastiricilar, 12 farklt URP primerini Rhizobium cinsi bakteriler iizerinde
test etmis Rhizobium vitis strainlerinde ortak fragment oldugunu belirledikleri pAVS3
fragmentini Rhizobium vitis tiirii icin markor olarak saptamiglardir. pAVS3 DNA
fragmentinin Rhizobium vitis strainlerine olan spesifikligi farkli Rhizobium tiirlerinin ve
farkli bitki patojeni bakterilerin genomik DNA’lar1 ile gergeklestirilen Southern
hibridizasyon testleri ile sinanmistir. pAVS3 fragmentinin 670 b¢’lik kisminin sekans
analizi gergeklestirilmis, bu diziye uygun AVSP3-1F/AVSP3-1R ve AVSNP-
3F/AVSNP-3R primer setleri tasarlanmistir. Klasik PCR yontemi i¢in tasarlanan AVSP3-
IF/AVSP3-1R primer seti pAVS3 DNA fragmentinin 500 bg¢’lik kismini amplifiye
ederken, Nested PCR i¢in tasarlanan AVSNP-3F/AVSNP-3R primer seti pAVS3 DNA
fragmentinin 400 b¢’lik kismin1 amplifiye etmektedir. Calismada 6’s1 patojenik olmayan
64 Rhizobium vitis straini test edilmigtir. Tasarlanan primer setinin spesifikliginin test
edilmesinde Rhizobium tumefaciens, Rhizobium, rhizogenes, Rhizobium radiobacter,
Rhizobium rubi, Rhizobium leguminosarum, Rhizobium etli gibi farklt Rhizobium cinsi
bakterilerin yaninda, Sinorhizobium meliloti, Pectobacterium carotovorum subsp.
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carotovorum, Dickeya chrysanthemi, Pseudomonas syringae pv. syringae, Xanthomonas
oryzae pv. oryzae, Escherichia coli, Bacillus subtilis ve daha pek ¢ok farkli bakteri tiirii
kullanilmistir. Her iki primer seti ile calismada yer alan tiim Rhizobium vitis strainleri
tespit edilebilmistir.

2009°da Slater ve arkadaslar1, Rhizobium radiobacter K84 straini ve Rhizobium
vitis S4 straininin genom siralamasini ¢ikarmislardir. Rhizobium vitis S4 straini vitopin
katabolize eden ve sadece asmada hastalik olusturan dar konukc¢u aralikli, konukcusu
olmayan bitkilerde hipersensitif reaksiyona neden olan bir Rhizobium vitis tip strainidir.
Aragstiricilar bu dizileri daha 6nce genom dizisi ¢ikartilan Rhizobium tumefaciens C58
straini (Goodner vd 2001, Wood vd 2001) ile karsilastirmislar, Rhizobiaceae familyasinin
icerdigi farkli genom mimarilerine, strainlerin evrimsel iligkilerine ve ikincil
kromozomlarin meydana gelis mekanizmalarina 11k tutmaya calismiglardir. Dizileme
icin s0z konusu strainlere ait genomlar mekaniksel yontemler ile 2-4 kb’lik ve 4-8 kb’lik
parcalara ayrilmis ve bu parcalar pUC18 vektorleri icine klonlanarak iki farkli gen
kiitiiphanesi olusturulmustur. Kiitliphanedeki kismen Ortlisen genom parcalart Shotgun
dizileme yaklasimi ile dizilenmis ve Phred (Ewing ve Green 1998), Phrap (Ewing vd
1998) ve Consed (Gordon vd 1998) yazilimlar ile diizenlenip siraya konulmustur.
Arastiricilar gerceklestirdikleri dizilemenin hata oranini 10.000 bazda 1 bazdan az olarak
tahmin etmislerdir. Dizi analizleri neticesinde patojenik Rhizobium strainlerinin tagidigi
iki ana kromozomdan biiyiik olaninin gen icerigi ve gen siralamasi agisindan oldukca
konservatif oldugu belirlenirken, ikincil kromozomdaki genlerin siralamasi ve igerigi
bakimindan daha esnek bir yapida oldugu saptanmistir. Arastiricilar, ikincil kromozomun
kromozomal genleri de biinyesine katmis olan atasal bir plazmitten evrildigini 6ne
siirmiislerdir. ikincil kromozomun, birincil kromozomdan transfer edildigi diisiiniilen
rRNA operonlar1 ve bazi esansiyel genleri igeren biiylik genom segmentlerine sahip
oldugu saptanmustir.

2010’da Costechareyre ve arkadaglari, aralarinda Rhizobium vitis tiirtiniin de
bulundugu farkli konukgulardan izole edilmis, 13 farkli tiire ait patojenik ve patojenik
olmayan 138 bakteri straininin RecA ve 16S rDNA gen dizilerini karsilastirmislar, RecA
alel analizi ile Rhizobium cinsini tanilamaya c¢alismiglardir. RecA gen dizisinin
amplifikasyonunda, Rhizobium tumefaciens C58 straininde 1028 bg¢’lik amplifikasyon
saglayan dejenere F2898/F2899 primer seti, 16S rDNA dizisinin amplifikasyonunda
Bruce ve arkadaglar1 (Bruce vd 1992) tarafindan topraktaki bakterileri saptamak amaciyla
tasarlanan yaklasik 1,5 kb’lik amplifikasyon saglayan PA/PH’ primer seti kullanilmistir.
AFLP analizi kapsaminda gerceklestirilen DNA kesimlerinde EcoRI ve Msel enzimleri
kullanilmistir. Analizler neticesinde 138 strainde 50 farkli RecA aleli saptanmistir. Bu
alellerin 41’inin Rhizobium tumefaciens, 4’liniin Rhizobium larrymoorei, 2’sinin
Rhizobium vitis, 1’inin Rhizobium rubi, 1’inin Rhizobium rhizogenes 1’inin de tiirii
bilinmeyen bir Rhizobium straini, tiirline ait oldugu belirlenmistir. Rhizobium cinsi i¢inde
RecA geninin biiyiik varyasyon gosterdigi, bu yiizden yontemin genomik tiir seviyesinde
ayrim gerceklestirebilecek nitelikte oldugu belirtilmistir. Gergeklestirilen AFLP
analizlerinin de tiir alt1 seviyesinde tanilama yapmaya olanak verdigi ifade edilmistir.
Aragstiricilar, AFLP paternlerinin 6zellikle filogenetik ¢alismalarin gergeklestirilmesinde
yol gosterici olabilecegini belirtmislerdir.
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2011’de Kawaguchi, 2008’de Kawaguchi ve arkadaslar1 (Kawaguchi vd 2008-b)
tarafindan gergeklestirilen ¢calismanin genetik ayagini 44 Rhizobium vitis straini ile ayni
primerleri kullanarak test etmistir. Daha 6nce gerceklestirilen ¢alismada dordii patojenik
strainlerden olusan bes farkli genetik grup meydana geldigi tespit edilirken, bu ¢caligmada
onceki calismada tespit edilen gruplardan ikisi birlestirilmis ve strainler altis1 patojenik
yedi gruba ayrilmistir.

2011’de Tolba ve Zaki, asma tiimorlerinden izole ettikleri 12 Rhizobium strainini
Rhizobium vitis strainlerine karsit gelistirilmis antikorlar, asmadaki ur olusturma
kabiliyetleri, biyokimyasal ve fizyolojik testler ve PCR yontemlerini kullanarak
Rhizobium vitis olarak tanilamislardir. Tanilanan etmenlerin kalanso, ay¢icegi, datura,
titlin ve sirkende ur olusturma kabiliyetleri incelenmis, etmenlerin konukgu araligi
belirlenmeye c¢alisilmistir. Strainler arasindaki genetik farkliliklarin tespitinde {i¢ spesifik
primer cifti ve Multipleks PCR kullanilmigtir. Tiir diizeyinde tanilamanin PCR ile
gergeklestirilmesinde Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka 2002) tarafindan tasarlanan
PGF/PGR primerleri, strainlerin sentezledigi opin tipinin PCR ile belirlenmesinde ise
Bini ve arkadaslari (Bini vd 2008-b) tarafindan tasarlanan VirFFi/VirFR2 ve
VirD2S4F716/VirD2S4R 1036 primerleri kullanilmistir. VirFF1/VirFR2 ve
VirD2S4F716/VirD2S4R 1036 primerleri ile gerceklestirilen reaksiyonlar neticesinde 12
strainden 8’inin oktopin katabolize eden, 4’iiniin vitopin katabolize eden Rhizobium vitis
straini oldugu belirlenmistir. 2 strain her iki primerle de pozitif sonu¢ vermistir.
Strainlerin genetik olarak, oktopin Ti plazmiti tagiyanlar, vitopin Ti plazmiti tasiyanlar ve
hem oktopin hem vitopin Ti plazmiti tagiyanlar olarak tlice ayrildig1 belirlenmistir.

2012’de Rouhrazi ve Rahimian, asmalardaki tumorlerden izole ettikleri 105
Rhizobium strainini, fenotipik 6zelliklerine, virD2 ve pehA geni varligina dayanarak
karakterize etmislerdir. 77 strainin Rhizobium vitis, 28 strainin Rhizobium radiobacter
straini oldugu belirlenmistir. 99 vir gen dizisi tagidig1 belirlenen strain arasinda, 49
strainin oktopin, 35 strainin vitopin, 8 strainin nopalin katabolize edebildigi tespit
edilmistir. 7 strainin hangi opin tipini katabolize edebildigi tespit edilememistir. Klasik
PCR ile gergeklestirilen tanilarda Haas ve arkadaslar1 (Haas vd 1995) tarafinda tasarlanan
VirD2A/VirD2C’, Bini ve arkadaslar1 (Bini vd 2008-b) tarafindan tasarlanan
OCTF/OCTR ve NOPF/NOPR ve Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka 2002) tarafindan
tasarlanan PGF/PGR ve VisF/VisR primerleri kullanilmistir.

2012’de Hussam ve Katsunori, asmadan farkli kaynaklardan izole ettikleri genis
konukgu aralikli 8 Rhizobium vitis strainini virC genine spesifik primerler ile
tanilamislardir. Izole edilen strainlerin patojenisitesi molohiya (Corchorus olitorius),
tiitlin, domates, fasulye ve kalansoda test edilmistir. Test edilen strainlerin tamaminin tim
konukgularda patojenik oldugu belirlenmistir. Rhizobium tumefaciens strainlerini
tanilamakta daha 6nce Sawada ve arkadaslar1 (Sawada vd 1995) tarafindan tasarlanan
hem Ti hem de Ri plazmitlerinde bulunan virC operonuna spesifik VCF/VCR primer seti
kullanilmistir. Test edilen tiim strainlerin bu primer seti ile pozitif sonu¢ verdigi
gorilmistiir. Strainlerin Ti plazmit tasiyip tasimadiginin belirlenmesi Southern blot
teknigi ile DNA hibridizasyonu ger¢eklestirilmistir. Strainlere ait genomik DNA’larin
kesiminde EcoRI endoniikleaz enzimi kullanilmistir. Test edilen strainlerin tamaminin Ti
plazmit tasidig1 kaydedilmistir.
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2012’de Shams MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization-
Time of Flight Mass Spectrometry) yontemi ile Rhizobium tumefaciens, Rhizobium
rhizogenes, Rhizobium vitis, Rhizobium rubi, Rhizobium larrymoorei, Rhizobium spp.,
Rhizobium etli, Rhizobium undicola, Rhizobium meliloti gibi farkli tiirlere ait 118
Rhizobium strainini tanilamis ve strainlerin filogenetik analizlerini gerceklestirilmistir.
MALDI-TOF MS sisteminde, bakteriyel koloniler bir matriks i¢inde konumlandirilmis
sekilde bir lazerin 6niinde durmaktadir. Tanilama lazer atiglari ile iyonize edilip desorbe
olan hiicre yiizeyindeki proteinlerin kendilerine has kiitle/yiik (m/z) oranlarinin tespit
edilmesi vasitasiyla gergeklestirilmektedir. Desorbe olan iyonlar yiiksek potansiyel farki
baridiran bir vakum ile hizlandirilmakta, hizlanan iyonlarin dedektore ulagim siireleri ve
kiitle/yiik oranlar1 ile dedektér tarafindan saptanmaktadir. Tanilamada kullanilan
proteinlere ait kiitle/ylik oranlar1 2.000 ila 20.000 Da arasinda degistirilebilmektedir.
Analiz neticesinde Rhizobium strainlerinin benzer iyon profillerine sahip oldugu
belirlenmistir. Pikler, 2.000 ila 20.000 Da araliginda 150 karakteristik iyonun varliina
isaret etmektedir. Rhizobium spp., Rhizobium etli, Rhizobium undicola, Rhizobium
meliloti tiirlerinde farkli iyon profilleri kaydedilmistir. MALDI-TOF MS y6nteminin
farkli besi ortamlarindan gelistirilmis kolonileri tanilamada da basarili oldugu
kaydedilmistir.

2012°’de Campillo ve arkadaslari, ulusal kaynaklarla desteklenmis arastirma
projelerinin Avrupa diizeyinde koordinasyonunu saglamak ve Avrupa bilim insanlarinin
ortak caligmalarini desteklemek amaciyla kurulmus olan COST (European Cooperation
in Science and Technology) organizasyonu kapsaminda tas ¢ekirdekliler, ceviz, badem,
findik, pikan cevizi gibi bitkilerdeki patojenik bakteriyel etmenlerin tanisi ve tespiti ile
ilgili bir ¢cerceve program yayinlamiglardir. Bakteriyel patojenlerin izolasyon metotlari,
izolasyonda kullanilabilecek besi ortamlari, bakteriyel patojenlere ait tip strainler,
uygulanabilecek biyokimyasal ve fizyolojik testler, patojenisite testleri, DNA izolasyon
yontemleri, PCR ile tan1 ve teshiste kullanilabilecek primerler, izole edilen patojenlerin
muhafazas1 gibi tan1 ve tespitin asamalarinda uygulanacak basamaklar bu program
dahilinde bir g¢ergeveye oturtulmustur. Program, Rhizobium vitis strainlerinin
izolasyonunda potasyum telliirit (K2TeO3) iceren 3DG (Brisbane ve Kerr 1983) ve RS
(Roy ve Sasser 1983) besi ortamlarinin kullaninmin1 6nermektedir. Rhizobium cinsi
bakterilerin tani ve tespitinde Onerilen biyokimyasal testler ise telliirit rediiksiyonu,
mannitoliin tek karbon kaynagi olarak kullanimi ile iireaz ve eskiilinaz hidroliz
enzimlerinin varliginin tespiti olarak siralanabilir. Rhizobium vitis tiirliniin tespitinde ise
cis-akonitik asidin metabolize edilip edilemediginin tespiti ve poligalakturonik asit
eklenmis PGA ortaminda (McGuire vd 1991) pektolitik aktivite varliginin belirlenmesi
onerilmektedir. Serolojik testler Rhizobium cinsinin tanilanmasi i¢in uygun
goriilmemistir. Patojenisite testlerinin gerceklestirilmesinde 3 haftalik domates veya 7
giinliik aycicegi fidelerinin kullanilmasi uygun goriilmiis, inokulumun optik yogunlugu
1x10® cfu/ml’ye karsilik gelen ODeoo=0,1 olacak sekilde ayarlanmasi Snerilmistir.
Patojenik Rhizobium strainlerinin tespitinde Kawaguchi ve arkadaslar1 (Kawaguchi vd
2005-b) tarafindan tasarlanan VCF3/VCR3 ile Pulawska ve Sobiczewski (Pulawska ve
Sobiczewski 2005) tarafindan tasarlanan tms2F1/tms2R2 primer setleri, Rhizobium
tumefaciens strainlerinin tespitinde Nesme ve arkadaslari (Nesme vd 1990) tarafindan
tasarlanan F14-vir/F749-vir primer setinin kullanilmasi Onerilmistir. Tiir diizeyinde
tanilamanin gergeklestirilmesinde ise PCR ve MALDI-TOF MS yontemlerinin
kullanilmas1 o6nerilmistir. PCR ile tanilamanin gerceklestirilmesinde, Pulawska ve
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arkadaslar1 (Pulawska vd 2006) tarafindan tasarlanan UF adi verilen ileri yonlii primer ile
beraber, Rhizobium tumefaciens strainlerinin tanilanmasi i¢in BI1R, Rhizobium
radiobacter strainlerinin tanilanmasi i¢in B2R, Rhizobium vitis strainlerinin tanilanmasi
icin AVR, Rhizobium rubi strainlerinin tanilanmasi i¢in ArR geri yonlii primerlerinin
kullanilmasi tavsiye edilmistir.

2012’de Pulawska ve arkadaslar1 (Pulawska vd 2012-b), krizantem ve kiraz erigi
timorlerinden izole ettikleri bakterilerin yeni bir Rhizobium straini oldugunu ifade
etmiglerdir. Arastiricilar caligmalarinda, giiniimiizde Rhizobium skierniewicense olarak
adlandirilan Rhizobium strainini 16S rDNA dizileri ve yag asidi profilleri bakimindan
diger patojenik tiirlerle karsilastirmislardir. 16S rDNA amplifikasyonlarinin
gerceklestirilmesinde Weisburg ve arkadaslari tarafindan tasarlanan (Weisburg vd 1991)
fD1 ve rP2 primerleri kullanilmistir. Krizantem ve kirazdan izole edilen 3 bakteri
straininin gergeklestirilen 16S rDNA analizleri, strainlerin kendi i¢inde %100 benzer
oldugunu, Rhizobium rubi ile %99,6, Rhizobium radiobacter ile %98,7, Rhizobium
larrymoorei ile %98,1 benzer oldugunu gostermistir. ginA (Glutamin sentaz I), gyrB
(DNA giraz B altiinitesi) ve rpoB (RNA polimeraz 3 altiinitesi) kromozomal genler
lizerinde yapilan benzer ¢aligmalar da bu strainlerin Rhizobium rubi ile yakindan akraba
oldugunu gostermistir. g/nA geninin amplifikasyonunda Martens ve arkadaslar
tarafindan tasarlanan (Martens vd 2007) 896 b¢’lik iiriin veren glnA.vitisF ve glnA.vitisR,
gyrB geninin amplifikasyonunda Yamamoto ve Harayama tarafindan tasarlanan
(Yamamoto ve Harayama 1995) 699 bg¢’lik iiriin veren UP-1 ve UP-2r, rpoB geninin
amplifikasyonunda Martens ve arkadaslar1 tarafindan tasarlanan (Martens vd 2008) 930
b¢’lik iiriin veren rpoB83F ve rpoB1061R primerleri kullanilmistir. Gen bazindaki
benzerliklere karsin gerceklestirilen DNA hibridizasyon analizleri Rhizobium rubi ile
Rhizobium skierniewicense tiirleri arasindaki benzerligin %48 oldugunu gostermistir.
Rhizobium skierniewicense strainlerinin %GC igerigi 57,2 olarak belirlenmistir.
Rhizobium skierniewicense tiirli, Rhizobium tumefaciens genomovar Gl4 genomik
varyetesine karsilik gelmektedir (Shams vd 2012).

2012’de Pulawska ve arkadaslar1 (Pulawska vd 2012-a), kiraz erigi, kiraz, Prunus
aviumxPrunus pseudocerasus hibrit kiraz anaci, ahududu ve asma tiimorlerinden izole
ettikleri bakterilerin yeni bir Rhizobium straini oldugunu ifade etmislerdir. Arastiricilar
caligmalarinda, giiniimiizde Rhizobium nepotum olarak adlandirilan Rhizobium strainini
16S rDNA dizileri ve yag asidi profilleri bakimindan diger patojenik tiirlerle
karsilagtirmislardir. 16S rDNA amplifikasyonlarinin gergeklestirilmesinde Weisburg ve
arkadaslar1 tarafindan tasarlanan (Weisburg vd 1991) fD1 ve rP2 primerleri
kullanilmistir.  16S rDNA iizerinde gergeklestirilen dizi benzerlik analizleri bu
bakterilerin Rhizobium cinsi i¢inde yer aldigini1 gostermistir. 16S rDNA benzerlik
analizleri, Rhizobium nepotum strainlerinin Rhizobium radiobacter ile %99,1, Rhizobium
skierniewicense ile %98,8, Rhizobium rubi ile %98,6 Rhizobium pusense ile %97,9 ve
Rhizobium larrymoorei ile %97,2 benzer oldugunu gostermistir. Kromozomal atpD (ATP
sentaz F1 P altlinitesi), glnA, gyrB, recA ve rpoB genlerine dayali gergeklestirilen
filogenetik analizler bu yeni bakteri tiiriiniin Rhizobium radiobacter ile yakinligin teyit
etmistir. atpD geninin amplifikasyonunda Martens ve arkadaslart (Martens vd 2008)
tarafindan tasarlanan 418 bg¢’lik iirlin veren atpD352F ve atpD871R, RecA geninin
amplifikasyonunda Costechareyre ve arkadaglari (Costechareyre vd 2010) tarafindan
tasarlanan 429 b¢’lik iiriin veren F2898 ve F2899, gyrB geninin amplifikasyonunda
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Yamamoto ve Harayama tarafindan tasarlanan (Yamamoto ve Harayama 1995) 699
b¢’lik driin veren UP-1 ve UP-2r, rpoB geninin amplifikasyonunda Martens ve
arkadaglar1 tarafindan tasarlanan (Martens vd 2008) 877 b¢’lik iiriin veren rpoB83F ve
rpoB1061R primerleri kullanilmistir. Gen bazindaki benzerliklere karsin gergeklestirilen
DNA hibridizasyon analizleri Rhizobium radiobacter ile Rhizobium nepotum tiirleri
arasindaki benzerligin %45 oldugunu gostermistir. Fenotipik ve fizyolojik 6zelliklerin de
bu strainlerin yakin akraba diger tiirlerden ayrildigini gostermektedir. Rhizobium nepotum
strainlerinin %GC igerigi 57,2 olarak belirlenmistir.

2012°de Pulawska ve Kaluzna, asma, toprak, elma, kiraz, visne, armut, seftali
domates, kavak, krizantem, ahududu, aglayan incir gibi farkli konukg¢ulardan izole edilen
59 Rhizobium strainini, gyrB dizi analizi, 16S rDNA dizi analizi RFLP analizi ve RAPD-
PCR analizi ile tanilamiglardir. gyrB geninin amplifikasyonunda Yamamoto ve Harayama
tarafindan tasarlanan (Yamamoto ve Harayama 1995) UP-1/UP-2r, primer seti
kullanilmigtir. UP-1/UP-2r, primer seti ile elde edilen amplikonlar Alw211, Bsp143Il,
Mval ve Hinfl enzimleri ile kesilmistir ve RFLP analizi gerceklestirilmistir. RFLP
analizlerinde en fazla patern Bsp143IIl endoniikleaz ile kesilen grupta elde edilmistir.
Toplam 21 RFLP grubu saptanmistir. Bu durum Rhizobium cinsinin sanilandan daha
kompleks bir yapida oldugunun bir gostergesidir. Sekans analizi i¢in her RFLP
grubundan bir strain se¢ilmis, segilen bu strainlerin yanina Rhizobium tumefaciens,
Rhizobium vitis, Rhizobium rubi, Rhizobium larrymoorei, tiirlerinden bir strain tiirleri
temsil etmek iizere eklenmistir. Bazi Rhizobium strainleri de bu secilmis strainlere
eklenerek dizi analizi gergeklestirilmistir. Segilen tiim bu strainlere ait 16S rDNA genleri
de amplifiye edilmis ve bu amplikonlarin da dizi analizi gerceklestirilmistir. 16S rDNA
amplifikasyonlarinin gergeklestirilmesinde Weisburg ve arkadaslar1 tarafindan tasarlanan
(Weisburg vd 1991) fD1 ve rP2 primerleri kullanilmistir. RAPD-PCR analizlerinin
gerceklestirilmesinde tasarlanan OPAO1, OPARO3, OPD04, OPU19 ve OPW20 isimli
primerler kullanilmistir. RFLP analizi, dizi analizi ve RAPD-PCR analizinden alinan
sonugclarla filogenetik agaglar olusturulmus, olusturulan agaglarin biiyiik 6l¢iide ortlistiigii
goriilmiistiir. En yiiksek ayrimin gyrB geninin dizi analizinden elde edilen sonuclarla
olusturulan filogenetik agagta olustugu ifade edilmistir. Uygulanan metotlardan alinan
sonuglar genetik acidan en heterojen grubun Rhizobium tumefaciens strainleri oldugunu
gostermektedir.

2013’te Shams ve arkadaslar1, Rhizobium strainlerini genomik varyete diizeyinde
tanilamak amaciyla her tiir veya genomovarin RecA dizisine spesifik primerler dizayn
etmislerdir. Caligmada, farkli konukculardan izole edilmis Rhizobium tumefaciens
genomovarlari, Rhizobium vitis, Rhizobium rubi, Rhizobium larrymoorei, Rhizobium
skierniewicense ve Rhizobium undicola strainleri kullanilmistir. RecA gen dizisinin PCR
yontemiyle amplifikasyonunda Costechareyre ve arkadaslar1 (Costechareyre vd 2010)
tarafindan tasarlanan dejenere F2898/F2899 primer seti kullanilmigtir. F2898/F2899
primer seti ile amplifiye edilen 1028 b¢’lik bolgeler dizi analizine tabi tutulmus ve her bir
straine has gen dizisi elde edilmistir. Elde edilen dizilerden, Rhizobiaceae familyasina
Ozgiin 779 b¢’lik iirtin veren F7386/F7387, Rhizobium cinsine 6zgiin 453 bg¢’lik iiriin
veren F8360/F8361, Rhizobium tumefaciens genomovar 1 genomik varyetesine 6zgiin
813 b¢’lik iiriin veren F6782/F6786, Rhizobium tumefaciens genomovar 2 genomik
varyetesine Ozgiin 633 bg’lik iirlin veren F6790/F6786, Rhizobium tumefaciens
genomovar 3 genomik varyetesine 6zgiin 401 b¢’lik iiriin veren F8232/F8227, Rhizobium
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tumefaciens genomovar 4 genomik varyetesine oOzgiin 511 b¢’lik {iriin veren
F8533/F8827, Rhizobium tumefaciens genomovar 5 genomik varyetesine Ozgiin 290
bc’lik {iriin veren F8232/F8228, Rhizobium tumefaciens genomovar 6 genomik
varyetesine Ozgiin 442 bg’lik iirlin veren F8392/F8229, Rhizobium tumefaciens
genomovar 7 genomik varyetesine 6zgiin 502 b¢’lik iiriin veren F6788/F8413, Rhizobium
tumefaciens genomovar 8§ genomik varyetesine 502 bg¢’lik iiriin veren F6784/F6786,
Rhizobium tumefaciens genomovar 9 genomik varyetesine 315 bg¢’lik {iirlin veren
F8359/F8230, Rhizobium tumefaciens genomovar 13 genomik varyetesine 0zgiin 358
b¢’lik iiriin veren F8232/F8231, Rhizobium tumefaciens genomovar 14 genomik
varyetesine 0zgiin 592 b¢’lik iiriin veren F9033/F9034, Rhizobium vitis tiiriine 6zgiin 329
b¢’lik iiriin veren G0004/G000S, Rhizobium rubi tiiriine 6zgiin 414 b¢’lik iiriin veren
G0009/G0001, Rhizobium larrymoorei tiirtine 6zgiin 357 b¢’lik iiriin veren F9186/F9187,
Rhizobium skierniewicense tiiriine 6zgiin 518 b¢’lik iiriin veren F9190/G0008, Rhizobium
undicola tiiriine 6zgiin 356 b¢’lik iirtin veren G0002/G0001 primer setleri tasarlanmis ve
bu primer setleri ile strainlerin tanisi ve tespiti gergeklestirilmistir.

2013’te Chebil ve arkadaslari, 1-2 yagl hastalikli1 asma dokularindan izole ettikleri
50 DNA 06rnegini pehA, virF ve virD2 genlerine spesifik primerler kullanarak Multipleks
PCR yontemi ile test etmislerdir. Arastiricilar, hemen hemen tiim 6rneklerdeki Rhizobium
vitis ve Rhizobium tumefaciens strainlerine ait DNA’lar tespit etmeyi basarmislardir.
Analizler neticesinde hastalikli doku 6rnekleri, oktopin, vitopin ve hem oktopin hem
vitopin katabolize eden Rhizobium strainlerini barindiran 6rnekler olarak ii¢ ana gruba
ayrilmigtir. Timorlerin olusmasina neden olan strainlerin tiiriiniin belirlenmesi ve
Rhizobium vitis ile Rhizobium tumefaciens strainlerinin olusturdugu tiimorlerin
birbirlerinden ayrilmasi icin Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka 2002) tarafindan
tasarlanan PGF/PGR primerleri, tlimorlerin olugsmasina neden olan strainlerin katabolize
edebildigi opin tipinin belirlenebilmesi i¢in ise Bini ve arkadaslar1 tarafindan tasarlanan
VirFF1/VirFR> ve VirD2S4F;16/VirD2S4R 1036 primerleri kullanilarak Multipleks PCR
gerceklestirilmistir. virF, virD2 ve pehA genlerinin PCR ile amplifikasyonunda sirasiyla
382, 320 ve 466 bg’lik fragmentlerin meydana geldigi saptanmustir. izole edilen DNA
orneklerinden birinin pehA ve virD2 geni tasimayan bir straine ait oldugu, geriye kalan
49 DNA oOrneginin vir bolgesi tasiyan patojenik Rhizobium strainlerine ait oldugu
belirlenmistir. 8 6rnegin oktopin, 3 drnegin vitopin katabolize eden strainlere ait oldugu
kaydedilmistir. 38 DNA 0Orneginde ise virF, virD2 ve pehA genlerinin PCR ile
amplifikasyonunda meydana gelen 382, 320 ve 466 b¢’lik fragmentlerin iiciiniin de
meydana geldigi saptanmistir. Test edilen patojenik strainlere ait tiim 6rneklerde sonug
alinmasi, test edilen 6rnekler arasinda nopalin katabolize eden bir straine ait DNA 6rnegi
bulunmadigin1 gostermektedir.

2013’te Johnson ve arkadaslari, Real-Time PCR yontemi ile patojenik Rhizobium
vitis strainlerini tespit etmeye calismislardir. Bitki dokusundan gergeklestirilen tani ve
tespit calismasinda, bitki kaynakli PCR inhibitorlerinin reaksiyona olan olumsuz etkisini
bertaraf etmek amaciyla DNA bitki ekstraktindan Magnetic Capture Hybridization
(MCH) ve Immuno-Magnetic Separation (IMS) yontemleri ile ayristirilmistir. Bini ve
arkadaglar1 (Bini vd 2008-a) tarafindan tasarlanan vitopin katabolize eden Rhizobium vitis
strainlerine ait virD2 genine spesifik primer setlerinden elde edilen amplikonlar
kullanilarak, arastiricilar tarafindan virD2-F/virD2-R ve virD2.Forl/virD2.Rev1 primer
setleri dizayn edilmistir. Calisma sonucunda asma, elma, papatya, ahududu, ceviz
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(Juglans spp.) gibi farkl konukgulardan izole edilmis 22’si patojenik 27 Rhizobium vitis
straini, tamami patojenik 4 Rhizobium tumefaciens straini ve 3 Rhizobium rhizogenes
straini arasindan tiim patojenik Rhizobium strainleri tespit edilebilmistir.

Real-Time PCR, PCR yontemi ile DNA’nin amplifikasyonu esnasinda hedef
DNA molekiiliinlin saptanmasi esasina dayanan PCR tabanli bir laboratuvar teknigidir.
Prosediir genel prensipleri agisindan PCR yontemi ile benzer olmakla birlikte, temel fark
reaksiyon esnasinda ¢ogaltilan DNA dizisinin reaksiyon devam ederken tespit edilmesi
ve miktarinin kantitatif olarak belirlenebilmesidir (Anonim 2014-a). Real-Time PCR
yonteminin PCR yOntemine gore avantajlari, daha hizli ve daha giivenilir sonu¢ vermesi,
daha kontrollii bir sistem oldugundan capraz bulagma risklerinin daha diisiik olmasi, daha
az is glicii gerektirmesi, daha kullanici dostu olmasi, daha kolay optimize edilebilmesi,
kantitatif sonug¢ vermesi seklinde siralanabilir (Schaad ve Frederick 2002).

Real-Time PCR, bitki patojenlerinin tan1 ve teshisinde devrimsel bir yeniliktir.
Genomik ¢ag ilerledik¢e, daha fazla patojen genom dizisi ve patojen genomlarina spesifik
primer setleri ve floresan problar ulasilabilir olmaktadir. Tasmabilir Real-Time PCR
cihazlar1 diagnostik ¢alismalarin direkt arazide veya laboratuvardan uzak lokasyonlarda
gerceklestirilmesine olanak vermektedir. Real-Time PCR ile gergeklestirilen tani ve
teshisler patojenin kontroliine dair tedbirlerin veya eradikasyon prosediirlerinin daha
dogru yiiriitilmesi saglamaktadir. Bu sayede iiriin kayiplart minimize edilebilmekte ve
hastalik kontrol maliyetleri diisiiriilebilmektedir. Ozellikle tohum, patates yumrusu, ast
kalemleri gibi asimptomatik liretim materyalindeki patojenlerin tan1 ve teshisi, az sayida
patojenin tani ve teshisine olanak veren hassas teknikler ile miimkiin olmaktadir. Real-
Time PCR sistemi uygun tasarlanmig prob ve primer seti ile DNA ekstraksiyonu
yapilmadan saf bakteri kiiltiirii veya enfekteli bitki 6zsuyu ile direkt tan1 yapmaya da
olanak vermektedir (Schaad ve Frederick 2002). Lakin bitki 6zsuyundaki bazi PCR
inhibitorleri, patojenlerin tespitinde sistemin yanlis sonu¢ vermesine neden
olabilmektedir (Rasmussen ve Wulff 1991, Weller vd 2000). Serolojik testler gelistirilene
degin bakteriyel ve fungal etmenlerin tam1 ve teshisinde kullanilan en 6nemli metotlar
etmenin kiiltlir ortamina izolasyonu ve patojenisite testleri idi. Serolojik teknikler,
bakteriyel etmenler i¢in hizli tan1 imkan1 saglamistir (Schaad ve Frederick 2002). Ancak
serolojik testlerde hedeflenmeyen strainlerdeki bazi1 yaygin epitoplarin yanlis sonuglarin
ortaya ¢cikmasina neden olabildigi gdsterilmistir (Galzolari vd 1982, Crowley ve De Boer
1982, Bishop vd 1989). DNA temelli teknikler gelistirilene degin asimptomatik bitki
materyallerinden  hastalik  etmenlerinin  giivenilir ~ bir  sekilde  tespiti
gerceklestirilememistir. Spesifik hibridizasyon problar1 kullanilarak gergeklestirilen
DNA hibridizasyon teknikleri ise spesifik bir tanilamanin gerceklestirilmesinde oldukca
kullanigh olmalarina ragmen, yontemin yeterince hassas olmamasi, zaman alic1 ve teknik
bilgi gerektiren bir yontem olmasi gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir. PCR y&nteminin
gelistirilmesi ile tan1 ve teshiste hedeflenen hassasiyete ulagilmistir (Schaad ve Frederick
2002).
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. Cahismada Kullanilan Bakteriyel Strainler

Bu calisma kapsaminda Akdeniz Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimii, Fitopatoloji Anabilim Dali, Bakteriyoloji Laboratuvari’nda Prof. Dr. Hiiseyin
Basim tarafindan olusturulmus kiiltiir stoklarinda yer alan yerli ve yabanci Rhizobium
vitis strainleri ve farkli cins ve tiirlere ait bitki patojeni bakteriler kullanilmistir (Cizelge
3.1, Cizelge 3.2, Cizelge 3.3).

Cizelge 3.1. Tiirkiye’de asmalardan izole edilen ve Real-Time PCR c¢alismalarinda
kullanilan Rhizobium vitis strainleri

Izolat Orijin Referans |izolat Orijin Referans

Tr1 Tiirkiye  Nevsehir Argun 2001 | Tr 29 Turkiye  Nevsehir  Argun 2001
Tr 2 Tiirkiye  Nevsehir Argun 2001 | Tr 30 Turkiye  Nevsehir  Argun 2001
Tr 3 Tiirkiye  Nevsehir Argun 2001 | Tr 31 Tiirkiye ~ Nevsehir  Argun 2001
Tr 4 Tiirkiye  Nevsehir Argun 2001 | Tr 32 Tiirkiye ~ Ankara Argun 2001
Tr5 Tiirkiye ~ Ankara  Argun 2001 |Tr 33 Turkiye ~ Ankara Argun 2001
Tr 6 Tiirkiye  Ankara  Argun 2001 |Tr 34 Tiirkiye ~ Ankara Argun 2001
Tr7 Tiirkiye  Ankara  Argun 2001 | Tr 35 Tiirkiye ~ Ankara Argun 2001
Tr 13 Tirkiye  Kirikkale Argun 2001 |Tr 36 Turkiye ~ Nevsehir  Argun 2001
Tr 15 Tirkiye  Ankara  Argun 2001 |Tr 37 Turkiye  Nevsehir  Argun 2001
Tr 22 Tiirkiye  Konya Argun 2001 | Tr 45 Tiirkiye =~ Karaman  Argun 2001
Tr 23 Tiirkiye  Nevsehir Argun 2001 | Tr 49 Tiirkiye ~ Konya Argun 2001
Tr 24 Tiirkiye ~ Nevsehir Argun 2001 | Tr 51 Turkiye  Nevsehir  Argun 2001
Tr 25 Tiirkiye  Nevsehir Argun 2001 | Tr 52 Tiirkiye ~ Nevsehir  Argun 2001
Tr 26 Tiirkiye  Nevsehir Argun 2001 | Tr 53 Tiirkiye ~ Nevsehir  Argun 2001
Tr 27 Tiirkiye  Nevsehir Argun 2001 | Tr 59 Turkiye  Kirikkale Argun 2001
Tr 28 Tiirkiye  Nevsehir Argun 2001 | Tr 60 Tiirkiye  Kirikkale Argun 2001

Cizelge 3.2. Real-Time PCR’da test edilen farkli Rhizobium tiirleri

Izolat Bakteri Tiirii Orijin Konukcu Referans

ICMP 10753 Rhizobium vitis Avustralya Asma Ophel ve Kerr 1990
ICMP 18522 Rhizobium vitis fran Asma Rouhrazi ve Rahimian 2012
AT 78 Rhizobium tumefaciens  Tiirkiye Asma Basim 2003

DSM-30132 Rhizobium pisi ABD Bezelye Ramirez-Bahena vd 2008
DSM-30137 Rhizobium phaseoli ABD Fasulye Malik 1988

DSM-30140 Rhizobium lupini Almanya  AciBakla Malik 1988

DSM-30147 Rhizobium radiobacter = Hollanda  Toprak Holmes ve Roberts 1981
DSM-30148 Rhizobium rhizogenes ABD Elma Riker vd 1930
DSM-6772  Rhizobium rubi ABD Bogiirtlen Keane vd 1970
DSM-19331 Rhizobium fabae Cin Bakla Tian vd 2008
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Cizelge 3.3. Real-Time PCR’da test edilen farkli bitki patojeni bakteriler

Izolat Bakteri Tiirii Orijin Konukcu Referans

8408 Acidovorax avenae subsp. citrulli Tiirkiye Karpuz Basim 2008
HB2 Bacillus subtilis Tiirkiye Toprak Basim 2008
Cmm 5 C. michiganensis subsp. michiganensis  Tiirkiye Domates  Basim 2008
12 Erwinia amylovora Tiirkiye Armut Basim 2011
HBPCC1 P. carotovorum subsp. carotovorum Tiirkiye Domates  Basim 2004
HBPC1 Pseudomonas corrugata Tiirkiye Domates  Basim 2004
121 Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Tiirkiye Zeytin Basim 2000
Td 40 Pseudomonas tomato pv. tomato Tiirkiye Domates  Basim 2003
Xav Kumluca X. axonopodis pv. vesicatoria Tiirkiye Biber Basim 2009

3.2. Primerler ve Problarin Tasarlanmasi

Rhizobium vitis strainlerinin Real-Time PCR yontemiyle tanisi i¢in, patojenik
oktopin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin ocs (oktopin sentaz), nopalin
katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin nos (nopalin sentaz), vitopin katabolize eden
Rhizobium vitis strainlerinin vis (vitopin sentaz), virD2 ve iaaM (indol asetik asit sentaz)
genlerine ait dizilerden problar ve primerler tasarlanmistir. Yerli Rhizobium vitis
strainleri, OCTF/OCTR, NOPF/NOPR, S4iaaM5/S4iaaM3, VisF/VisR ve VirD2S4F;g,
VirD2S4R 1036 primer setleri ile test edilmistir (Cizelge 3.5). Tiim yerli strainlerin oktopin
katabolize eden Rhizobium vitis strainleri oldugu tespit edilmistir. OCTF/OCTR
primerleri (Bini vd 2008-b) kullanilarak yerli Rhizobium vitis strainlerinin sahip oldugu
ocs geninin 475 bg’lik kismi, NOPF/NOPR primerleri (Bini vd 2008-b) kullanilarak
“International Collection of Microorganisms from Plants” kiiltiir koleksiyonundan temin
edilen ICMP 10753 straininin nos geninin 394 b¢’lik kismi klasik PCR ile ¢ogaltilmistir.
Klasik PCR yontemi ile amplifiye edilen bolgelerin dizi analizi gergeklestirilmis, dizi
analizi sonuclarinin gen bankasinda yer alan ilgili diziler ile bire bir Ortlistiigi
goriilmiistiir. Klasik PCR yontemi ile amplifiye edilen dizilerden Rhizobium vitis’in
oktopin ve nopalin katabolize eden tiplerinin Real-Time PCR ile tanis1 ve tespiti i¢in 6zel
primerler ve problar tasarlanmistir (Cizelge 3.6).

Yurtdisindan temin edilemeyen vitopin katabolize eden Rhizobium vitis
strainlerinin tanisinda kullanilacak primer ve problarin tasariminda vitopin katabolize
eden Rhizobium vitis S4 straininin, vis, virD2 ve iaaM genlerinin gen bankasinda bulunan
dizileri kullanilmistir (Cizelge 3.6). Rhizobium vitis strainlerinin klasik PCR ile tan1 ve
tespitinin  gerceklestirilmesi amaciyla kullanilan PCR programi, Cizelge 3.4’te
gosterilmistir (Sawada vd 1995).

Cizelge 3.4. Rhizobium vitis strainlerinin klasik PCR ile tani ve tespitinin
gerceklestirilmesi amactyla hazirlanan PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 150 1
Denatiirasyon 95 60

Baglanma 55 60 40
Uzama 72 120

Son Uzama 72 420 1
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Klasik PCR isleminde kullanilan PCR karigimi, toplam hacim 50 pl olacak sekilde
4 ul bakteriyel siispansiyon, primerlerin her birinden 1 pl, 8 ul dANTP karisimi, 5 pl 10x
tampon ¢ozelti, 3 ul MgCla, 0,25 ul Tag polimeraz ve 27,8 ul steril deiyonize saf su
seklindedir. Amplifikasyon i¢in Techne TC-512 Gradient Thermal Cycler (Bibby
Scientific Limited, Staffordshire, ingiltere) kullanilmistir.

Elde edilen PCR fiiriinleri (15 ul), %2’lik agaroz jelde 80 voltta 120 dakika
yiirlitiilmistiir. Yiriitme isleminde ve agaroz jelin hazirlanmasinda TAE (Tris-Baz 4,84
g, Asetik Asit [Glasiyel] 1,02 ml, 0,5 M EDTA [pH: 8,0] 2 ml, ddH>O 1000 ml)
kullanilmistir.

Yiiriitme islemi sonunda PCR iiriinleri, etidyum bromiir (0,5 pg/ml) ile 20 dakika
boyanmis ve ultraviyole 1sikta goriintiilenmistir. Goriintiileme i¢in Vilber Lourmat SR
12575 transilliiminatdr (Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell, Almanya) ve BioCapt
Version 11.02 programi kullanilmistir.

Klasik PCR isleminde kullanilan bakteriyel siispansiyonun hazirlanmasi i¢in -86
°C de stoklanan Rhizobium vitis strainleri, RS (Roy & Sasser) secici besi ortami1 i¢eren
petrilere inokiile edilmis ve 27 °C’de 72 saat boyunca gelistirilmistir. Bu besi ortaminda
gelistirilen kolonilerden biri secilmis, secilen koloni PDA (Patates Dekstroz Agar) iceren
bagka bir petriye aktarilmis ve 48 saat siire ile 27 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu
ortamda gelistirilen bakteriler steril deiyonize su ile siispanse edilmis ve bakteriyel
konsantrasyonun 1x10% cfu/ml olmas1 saglanmistir. Inokulum konsantrasyonunun
spektrofotometrik olarak saptanmasinda Eppendorf Biophotometer 6131 kullanilmistir.
Inokulumun optik yogunlugu 1x10® cfu/ml’ye karsilik gelen ODgoo=0,1 olacak sekilde
ayarlanmigtir (Burr vd 1997, 1999, Bini vd 2008-b, Palacio-Bielsa vd 2009, Tolba ve Zaki
2011, Rouhrazi ve Rahimian 2012).

Cizelge 3.5. Klasik PCR yontemi ile Rhizobium vitis‘in tanisi i¢in kullanilan, ocs, nos,
vis, virD2 ve iaaM genlerine ait primerler

Primer Ad1 Gen Bolgesi Primer Dizisi Uriin Referans
OCTF, Oktopin sentaz geni 5> GAATATGAGAAATCCGTCTCG 3 475 b¢ Bini vd 2008-b
OCTR 5’ ACTCAGAGCTCGTGGCCTTG 3’

NOPF, Nopalin sentaz geni 5> GCAAACGTAAGTGTTGGATC 3’ 394 b¢ Bini vd 2008-b
NOPR 5 CAAGCGAATACTCGAGACG 3’

S4iaaM5,  Vitopin iaaM geni 5’ CGCGTCCCCGTTTACACTA 3’ 800 b¢ Bini vd 2008-b
S4iaaM3 5’ CGAGATCGCGCTTCAAGAT 3’

VisF, Vitopin sentaz geni 5° CCGGCCACTTCTGCTATCTGA 3° 561 b¢ Szegedi ve
VisR 5’ CCATTCACCCGTTGCTGTTATT 3’ Bottka 2002
VirD2S4F716, Vitopin virD2 geni 5> GACCGCAAAACCTGCCAG 3’ 320 b¢ Bini vd 2008-b
VirD2S4R1036 5’ GAGCCTGTATTGACGATGTC 3’

Primerler ve problarin belirlenmesinde insan gen transkriptlerinin Real-Time PCR
ile belirlenmesi i¢in olusturulan LNA (Locked Nucleic Acid) sistemi kullanilmistir
(Petersen ve Wengel 2003). Calismada kullanilan LNA prob, bugiin Real-Time PCR
sistemleri igin siklikla kullanilan 25-30 niikleotitlik uzun problardan farklilik
gostermektedir. LNA problar 8-9 niikleotid uzunlugunda fakat sahip oldugu son
teknolojik Ozellikler nedeniyle uzun dizilere sahip problar kadar giivenilir ve hassas
sonuglar elde edilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan TagMan (Holland vd 1991) problar
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icin  raportor boya  fluorescein amidit (FAM), baskilayict boya ise
karboksitetramethilrodamindir (TAMRA).

Cizelge 3.6. Real-Time PCR yontemi ile Rhizobium vitis’in tanisi icin gelistirilmis, ocs,
nos, vis, virD2 ve iaaM genlerine ait primerler ve problar

Primer Ad1 Gen Bolgesi Primer Dizisi Prob Dizisi Uriin
OCTF, Oktopin sentaz geni 5° CTTGCTCGATGGAATCTCTTG3’ 5" CAGCAGGAT 3’62 bg
OCTR 5" GCAACAGGGTTGGTATTT3’

NOPF, Nopalin sentaz geni 5° CCGCATGAGTGATATAGTTGGA 3° 5 GAACAGCA 3° 78 bg
NOPR 5’ TCCTAGCCGTAAATAGCTGGG 3’

Sd4iaaM5,  Vitopin iaaM geni 5 GTTCGCTTCCTCGCTTTG3’ 5" GCTGGATG3® 60 be
S4iaaM3 5" AGCAGCGAAACATTTTCGTC3’

VisF, Vitopin sentaz geni 5° CACAACCGGATTGGTATTTGA3” 5 TATGGAGGC 3’ 60 bg
VisR 5’ TCCTTGTACCACTGCAGTCG3’

VirD2S4F716, Vitopin virD2 geni 5> AGTCAGTTTTGCGCCTCTGT3’ 5" CATCACCA 3° 66 bg
VirD2S4R1036 5" TTTCGATGAAGTCGTTGCTG3’

CTTGGGAGTTTCGATTTCAGCATAGCCTTCGTAGGTCTCATAGAATTCTCTTGCGTTGCAGGCATGCCCA
CCATACCATTTTTTGGAATATGAGAAATCCGTCTCGGACTCGAGTCCAAGCGCATCAACAATCGAAAGAC
GTTCCTCGTCTATTGCGATAACACGCGTGATGGCTTGTGGGACAAACTGCCGGTAGAATTTTGGGACCGG

CAATATCCOTTECTCEATECARTCTCTTEC AGCTAGAA T T ENSSEEN  » CCRACAGEGTTGGTATIT

GAAAAAAATATCGACGCGGGATGTTGATACCACTGAGGCGGATTTGGAAAGAGAACCTCGAAGCGCCCCT
TAACCTCCTCGCTCAAAGGCTGAGTTGTCGCAACTTCGAACGTTGCCTTCACACCGAGCATTAGCACACG
TGCCTTGACACGGCGGCATGCATAAGGAGACGTTGTTGATTCGATGACTGCGATCGGCGCGAAAGTTGGA
ACTAGAGTTTGCTTGCAAGCCAGAGACGTTGCGCTACCGGGCAAGGCCACGAGCACTGAGTTGCTCAGAT
TGAACTTCGCCAACTCGCGCAGAATCCCTTGCTGGCCTAGGGTTGGAACCGTAAGAAAAATGAACGCCGC

Sekil 3.1. Klasik PCR ve Real-Time PCR’da Rhizobium vitis’in tanisi i¢in kullanilan
OCTF ve OCTR primerlerinin ve probun oktopin sentaz geni iizerindeki
baglanma yerleri (Sar1 renk: Klasik PCR primerlerini, Mavi renk: Real-Time
PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil etmektedir)

ATTCCTGCAAGAGAGAATTGAGATGCAACCCACACGCTTTGGCAACCTTCCGGCGCTCTTGGTCTATCTG
CTCTTGGACCTTGCAAACGTAAGTGTTGGATCCTTCACCATAAAAGAAAAAGCCCGTCTCGGCTCGTGGG
GTTCGCTCGTCTAGTTCAAGAAGCCACTGCTCAGCTCTTTTGGTAAGGGAATTGACAGGGTCGCGCACGC

TTCCGATGTTCATGACAGCGGCAAGCECATEACTEATATAGTTCEA A BENEREEHE CTGCAATGGTGG

GATGGGGATGA[ICCTACCCETARRTACETEEEC GAAGATGATCTTGATATCTTCGGGTAGATCGATGACG
CCAACATCATTTCGATGAATTGGGAAACACGACAGTCCGAAAGAAGCTTTCATTTCCTTAATGTTGACCT
TACATTTTTTTTTATCCGATAGCTTAGACGTTGTGGGCGAATTATCCGTCTCGAGTATTCGCTTGCATTG
CAGTTGCCTCTCGTACTTCATGGAAAAGCCATGGCCGCAGACGACGAGAATATCCTTTTCTGCGAGTTCA

Sekil 3.2. Klasik PCR ve Real-Time PCR’da Rhizobium vitis’in tanisi i¢in kullanilan
NOPF ve NOPR primerlerinin ve probun nopalin sentaz geni iizerindeki
baglanma yerleri (Sar1 renk: Klasik PCR primerlerini, Mavi renk: Real-Time
PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil etmektedir)
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AATTTTCAATCGAGTTCATAAAGGCTGGCGTACATTCTTGCACGCGGGTTTTGTAGATGGTGTTGCAGCA
TTCGCGTCCCCGTTTACACTAACTGAGTGTCTCCGGCTTCGTAACTATGACHICCONICOICCORIIGGC
AGAAGT GRS CC T T AGCAGCEARACAT T ICEIC CCGAATAGAGAGAATCTTTAGGGGTGCTCA
CCCACCAGGTGGGGAGAAATGGACCAGAGATGTCGACATGGAGCTATTCAAAGAGCTCGGAGTGGGGTCG
GGCGGATTCGGTCCGGTATTTGGGTGCGGCTTCATCGAGATATTGCGGTTGATAGTGAATGGCTATGAAG
ACAATGTAATGTTGCTGCTTGATGGAATAGAGGAAATCCCACGAAGGCTATCTCAGCAGAAAGTTGGGTC
ATATTCAATCCGGGATCGGATAATCCACAAAGAGGTGAAGGAGATAATTAGGACCGAGTCAGGAATCTCG
CTAGCTATTGGCGAAGGAATGCATGCAACCTTTGATCGCGTGATCGTAACATCTGGCTTTACGAATATTC
AGTTGAGGCATCTCTTAACCAATGATGACAGCTTTTTTTCTTACGACGTTAACCAAGCGATCGAGAACAG
CCACATGACAGGCTCATCAAAGCTGTTTGTTCTCACGCAGAATAAGTTCTGGAAAGCTGAAGAACTCCCT
TCCTGCATACTGACAACCGGTGTTGCCAAAGCAGTTTACTGTCTGGATTACGAGCCTGATAAACCGAGCG
GAAAAGGCCTTGTACTTTTGAGCTACACTTGGGAAGACGATTCCCATAAACTCCTGACATTCGATAAAGG
AGAAAGATTTCAAATCTTGAAGCGCGATCTCGCAAAATCATATCCTAGATTTGCGGATTTGCTTGAGCCG
GCTGATGGGGATTACGATAACAACATCATCCAGCACGACTGGATTCTGGACCCATATGCAGGCGGTGCTT

Sekil 3.3. Klasik PCR ve Real-Time PCR’da Rhizobium vitis’in tanisi i¢in kullanilan
S4iaaM5 ve S4iaaM3 primerlerinin ve probun vitopin Ti plazmitinde VirD2
geni iizerindeki baglanma yerleri (Sar1 renk: Klasik PCR primerlerini, Mavi
renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil etmektedir)

GGGTTAGCGCCACCTAAGTTCATTGAGGCAAGAGTCCTGCCAGTCATAAAGAGGTCCTCGTAGAGAACGT
TCCCGGCCTCCTTTATGACAGACTTCATCGCTGGAACCTGCACTCCGGCCACTTCTGCTATCTGAACCCA
GAGCACCATGATGTGTTTGACATCTTCAGTTAAGTAGCGGTGATGCATTGTTGTGGGTGTCCCGACTTCA
GCATAACCTTCGTAGGTCTCAAAGAATTCCTTCCACTCGGTGGCCTGGCCGCCATACCACTTTTTAGAAT
ATGTGAAACCTGTTTCGGACTCGAGGCCGAGCGCCGCAATAATCTCGAGGCGTTCATTGTCTAATTCCTG
AACACGCTCGATGGCTGCCGGAACAAACTCCCTIGTAGAATTTAGGTAGAGGGCTCATACCATTTTCAATC

GCATCTTTCGCCACCAGGATCCCTGGAGGATCEACARCEECATICETATTICACA 2 A2 A I NIEEREEE .

CAICCTTICTACCACTECAGTCEGT T TGGGAAAAGGGCCTCAAAACGACTTGTGAGATCGTTGCTCAGAAG
GCTTGTTGCGGCAACCTCGAAGCAGGCTTTCACGCCAAGCATATGAACGCGTTCGCCGATACGGCGGCAG
GCGTAGGGCGACGTTGTTGATTCAATAACAGCAACGGGTGAATGGCTTGGGAACAAGATATTCTTACAAG
TCAGGGAAGTTGCACTACCTGGCAACGCGATGAGCACAGTTTCGCTCAGATCGAACTTCACCAACTCGCG

Sekil 3.4. Klasik PCR ve Real-Time PCR’da Rhizobium vitis’in tanisi i¢in kullanilan VisF
ve VisR primerlerinin ve probun vitopin sentaz geni lizerindeki baglanma
yerleri (Sar1 renk: Klasik PCR primerlerini, Mavi renk: Real-Time PCR
primerlerini, Kirmiz1 renk: Probu temsil etmektedir)

TTTGGGCCCCCCTGCTGCGGGCGATCGGCTGTGGCAGGCAATCCATCCGTAGCGATGTCGGTCTGCGACG
GGTTTGATCCAGGAGCCTGTATTGACGATGTCGGACCGTCCCCGGTAACCGGTACGTCCGTGATTGCCAC

TCCCGCCCGAACTCTGTTTACCCTAGHCACTIITEcEceTciGEccTCcATCC TSRS ccAcceCaT

AACGTCGTCCTCGCTTGTTGGGTGCGTGACGGATTCGATCGCCAAACCAG
TACCGGAAGCGCCTTCAACATCCCGGCCATCGCCGTTCGATCCGATTCGTGCCCGGGAACGCCCTTCGGA
CATCGGTTGCAGATGCTCGTTTCGTTCCGGACTTTCTGGCAGGTTTTGCGGTCGCTCACCGTACGACGAA
TCGAAGAATTGTTCCGGTTCGCGATCGTTTTCGCCGGGCGTGAAATGTTCGAAATCAGGATCGTCGAAAC

Sekil 3.5. Klasik PCR ve Real-Time PCR’da Rhizobium vitis’in tanisi i¢in kullanilan
VirD2S4F716 ve VirD2S4R 1036 primerlerinin ve probun vitopin Ti plazmitinde
VirD2 geni iizerindeki baglanma yerleri (Sar1 renk: Klasik PCR primerlerini,
Mavi renk: Real-Time PCR primerlerini, Kirmizi renk: Probu temsil
etmektedir)
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3.3. Real-Time PCR Optimizasyonu

Rhizobium vitis strainlerinin Real-Time PCR ile kisa siirede tan1 ve tespitinin
gerceklestirilmesi amaciyla hazirlanan Real-Time PCR programi, Cizelge 3.7°de
gosterilmistir. Her bir 6rnek i¢in Real-Time PCR isleminde kullanilan PCR karisimi ise
toplam hacim 27,6 pl olacak sekilde 2 pl bakteriyel siispansiyon ya da kalip DNA,
primerlerin her birinden 1,2 pl, 0,3 ul TagMan prob, 4,8 ul ANTP karisimi, 3 ul 10x
tampon cozelti, 7,2 ul MgCl, 0,36 pl Tag polimeraz ve 9,54 ul steril deiyonize saf su
seklindedir. Caligmada Cepheid Smart Cycler II Real-Time PCR cihazi ve Cepheid Smart
Cycler Software V.2.0c programi kullanilmistir.

Cizelge 3.7. Real-Time PCR optimizasyonu sonucunda Rhizobium vitis i¢in olusturulan
Real-Time PCR programi

Asama Sicaklik (°C) Siire (Saniye) Dongii Sayisi
On Denatiirasyon 95 120 1
Denatiirasyon 94 15

Baglanma 58 10 35
Uzama 72 10

Son Uzama 72 120 1

3.4. Primerler ve Problarin Rhizobium vitis Strainlerine Spesifikliginin Belirlenmesi

Rhizobium vitis’e Ozel tasarlanan primerler ve problar kullanilarak kiiltiir
koleksiyonunda bulunan tiim Rhizobium vitis strainlerinin tanist ve tespiti
gerceklestirilmistir (Cizelge 3.1). Real-Time PCR isleminde kullanilan bakteriyel
siispansiyonun hazirlanmasi igin -86 °C de stoklanan Rhizobium vitis strainleri, RS seg¢ici
besi ortami igeren petrilere inokiile edilmis ve 27 °C’de 72 saat boyunca gelistirilmistir.
RS besi ortaminda gelistirilen kolonilerden biri se¢ilmis, bu secilen koloni PDA iceren
baska bir petri kabina aktarilmis ve 48 saat stire ile 27 °C’de inkiibasyona birakilmistir.
Bu ortamda gelistirilen bakteriler steril deiyonize su ile slispanse edilmis ve bakteriyel
konsantrasyonun 1x10% cfu/ml olmasi saglanmistir. Siispansiyon konsantrasyonunun
spektrofotometrik olarak saptanmasinda Eppendorf Biophotometer 6131 (Eppendorf AG,
Hamburg, Almanya) kullanmilmistir. Siispansiyonun optik yogunlugu 1x10® cfu/ml’ye
karsilik gelen ODeoo=0,1 olacak sekilde ayarlanmistir. Her strainden elde edilen
siispansiyondan 2 ul alinarak Real-Time PCR islemi ger¢eklestirilmistir.

3.5. Primerler ve Problarin Saf DNA’dan Hassasiyetinin Belirlenmesi

Rhizobium vitis’in Real-Time PCR ile tespit edilecek en diisiik DNA miktarinin
tespiti icin saf DNA’dan hassasiyet caligmasi yapilmistir. Calisma i¢in kiltiir
koleksiyonunda yer alan Rhizobium vitis Tr 1 straininden faydalanilmistir. DNA
izolasyonunda Thermo FastPrep FP120A-230 multi tiip homojenizatdr (Thermo
Scientific, Massachusetts, ABD) ve Qbiogene/BIO101 FastDNA molekiiler izolasyon
kitini (MP Biomedicals, Kaliforniya, ABD) ihtiva eden kombine sistem kullanilmistir.
Rhizobium vitis strainlerinden izole edilen DNA’nin safligi ve nanogram diizeyinde
konsantrasyonun belirlenmesinde Thermo NanoDrop ND-1000 spektrofotometre
(Thermo Scientific, Massachusetts, ABD) pikogram diizeyinde konsantrasyonun
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belirlenmesinde Invitrogen Qubit florometre (Invitrogen, Kaliforniya, ABD)
kullanilmistir. Real-Time PCR yonteminin hassasiyetinin belirlenmesinde 50 pg, 40 pg,
30 pg, 20 pg ve 10 pg DNA seviyeleri test edilmistir. Pikogram diizeyine kadar
seyreltmeler icin steril deiyonize su kullanilmistir. Elde edilen her bir seviyedeki
DNA’lardan 2 pl alinarak Real-Time PCR islemi ger¢eklestirilmistir.

3.6. Direkt Bakteriyel Hiicreden Primerler ve Problarin Hassasiyetinin Belirlenmesi

Bakteriyel patojen Rhizobium vitis’in Real-Time PCR ile tespit edilecek en diisiik
bakteri sayisinin tespiti i¢in, patojen kiiltiir koleksiyonundan alinip RS besi ortaminda
gelistirilmis, kolonilerden yogun bir stok c¢ozelti hazirlanmistir. Olusturulan stok
cozeltiden 10"’ den 107'%a kadar 10’un katlar seklinde seyreltmeler 3 tekerriirlii olarak
gergeklestirilmis ve bunlar ayri ayr tiiplere konulmustur. Elde edilen her bir soliisyondan
2 pl almip Real-Time PCR iglemi i¢in kullanilmistir. Bu asamada Real-Time PCR ile
tespit edilecek en diisiik bakteri sayisinin tespiti hedeflendiginden 107"’ den 1071’ a kadar
seyreltilen ve ayr tiiplere alinan silispansiyonlardan 2 pl alinip 50 pl steril deiyonize su
igcerisinde karistirilmis ve RS besi ortamlarina steril yayma ¢ubuk ile inokiile edilmistir.
Inokiilasyondan sonra besi ortamlarinda gelisen bakteri sayilarmni tespit etmek icin
petriler 4 giin boyunca 27 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Asma baz materyallerinden Real-Time PCR ile tespit edilen bakteri sayisinin
belirlenmesi amaciyla kantitatif Real-Time PCR yontemi uygulanmistir. Kantitatif Real-
Time PCR isleminde belirlenen amplifikasyon degerine bagh olarak oktopin ve nopalin
katabolize eden Rhizobium vitis strainleri igin regresyon egrileri olusturulmustur.
Regresyon egrileri lizerinde esik dongiisiine bagl olarak orneklerdeki bakteri sayilar
belirlenebilmistir.

3.7. Primerler ve Problarin Seciciliginin Belirlenmesi

Rhizobium vitis i¢in gelistirilen primer ve problarin 6zgiilliiglinii belirlemek i¢in
farkl bakteri tiirleri kullanilmistir (Cizelge 3.3). Real-Time PCR isleminde kullanilan
bakteriyel siispansiyonlarin hazirlanmasi i¢in -86 °C de stoklanan, Acidovorax avenae
subsp. citrulli, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum, Pseudomonas corrugata, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi, Pseudomonas tomato pv. tomato, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria
strainleri NA (Niitrient Agar), Bacillus subtilis straini PDA, Erwinia amylovora straini
NSA (Niitrient Siikroz Agar) besi ortamlarini igeren petrilere inokiile edilmis ve 27 °C’de
72 saat boyunca gelistirilmistir. Bu ortamlarda gelistirilen kolonilerden biri se¢ilerek steril
deiyonize su ile siispanse edilmistir. Bakteriyel konsantrasyonun 1x10% cfu/ml olmasi
saglanmistir. Siispansiyonun konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak saptanmasinda
Eppendorf Biophotometer 6131 kullamlmistir. Siispansiyonun optik yogunlugu 1x108
cfu/ml’ye karsilik gelen ODgoo=0,1 olacak sekilde ayarlanmistir. Her strainden elde edilen
siispansiyondan 2 pl alinarak Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir.
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3.8. Rhizobium vitis’in Hastalikh Bitki Dokularindan Tespiti

Hastalikl1 bitki dokularindan Rhizobium vitis’in dogrudan tespiti i¢in Sultani
asma ¢esidi (Vitis vinifera cv. Sultani) ve domates Klass F1 ¢esidi ile oktopin ve nopalin
katabolize eden patojenik Rhizobium vitis strainleri kullamilmustir. Rhizobium vitis
strainlerinin enfekteli asma baz materyallerinden tespiti i¢in Sekil 3.7°deki diizenek
kullanilarak asma baz materyallerindeki bitki 6zsuyu elde edilmistir. Ekstrakte edilen
soliisyondan 2 pl alinip Real-Time PCR igleminde kullanilmistir.

Rhizobium vitis strainlerini enfekteli asma ve domates tiimor dokularindan tespiti
icin -86 °C de stoklanan Rhizobium vitis strainleri, RS se¢ici besi ortami igeren petrilere
inokiile edilmis ve 27 °C’de 72 saat boyunca gelistirilmistir. RS besi ortaminda
gelistirilen kolonilerden biri secilmis, bu secilen koloni PDA igeren baska bir petriye
aktarilmis ve 48 saat siire ile 27 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu ortamda gelistirilen
bakteriler steril deiyonize su ile siispanse edilmis ve bakteriyel konsantrasyonun 1x108
cfu/ml olmast saglanmistir. Inokulum konsantrasyonunun spektrofotometrik olarak
saptanmasinda Eppendorf Biophotometer 6131 kullanilmistir. Inokulum optik yogunlugu
1x10® cfu/ml’ye karsilik gelen ODeoo=0,1 olacak sekilde ayarlanmistir.

Saglikli bitkilerin govdeleri steril bisturi ile yaralandirilmis, agilan yara tizerine
bakteriyel konsantrasyonu ayarlanmis bakteriyel siispansiyonlar plskiirtiilmiistiir.
Bitkiler, hastalifin diizgiin seyri i¢in gelistirme odalarina (Bitki Koruma Boliimii
Kontrollii Iklim Odalar1) aktarilmistir. Inokiile edilen bitkiler, simptomlarin gelismesi
icin ortam sicaklig1 25+1 °C sicaklikta %50-70 nispi nemde inkiibe edilmistir. Bitkiler
inkiibasyon siirecinde, giinde 12 saat boyunca aydinlatilmistir. Aydinlatmada her biri
3050 liimen giiciinde 10 adet floresan lamba kullanilmistir. Asmalar i¢in inkiibasyon
stiresi 150 giin, domates i¢in 60 giin olarak belirlenmistir.

Timor gelisiminin gdzlenmesinin ardindan tiimoérler govdeden alinmis, %70’lik
etanol ile yiizey sterilizasyonuna tabi tutulmustur. Tiimorler steril bir ortamda fosfat
tampon esliginde ezilerek parcalanmis, patojenlerin fosfat tampon (NaCl 7,2 g, NaaHPO4
1,48 g, KoPO4 0,43 g, ddH>O 1000 ml) ile ezilerek Rhizobium vitis strainlerinin hastalikli
bitki dokularindan tespitinde kullanilacak stok soliisyon hazirlanmigtir. Hazirlanan stok
soliisyonda bulunan bitki kaynaklt PCR inhibitérii maddelerin konsantrasyonlari
uygulanacak PCR isleminin basarini etkileyebileceginden stok soliisyonun on kat
seyreltilerek bir soliisyon daha hazirlanmis ve her soliisyondan 2 pl alinip Real-Time PCR
islemi uygulanmistir. Rhizobium vitis straininin enfekteli bitki dokusundan tespit prosesi
Sekil 3.9°da gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Asma govdesi iizerinde Rhizobium vitis tarafindan olusturulan tiimorler (Bu
calismadan)

Iﬁ"

Sekil 3.7. Rhizobium vitis asma baz materyallerinden ekstraksiyonu (Bu ¢alismadan)
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Sekil 3.8. Domates govdesi tizerinde Rhizobium vitis tarafindan olusturulan tiimérler (Bu
calismadan)
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Sekil 3.9. Rhizobium vitis strainlerini enfekteli asma ve domates tiimor dokularindan
tespit prosesi. 1) %70’lik etil alkol ile yiizey sterilizasyonu, 2) steril deiyonize
saf su ile etil alkoliin uzaklastirilmasi, 3) timor dokusunun steril havanda fosfat
tampon esliginde ezilerek Real-Time PCR’da kullanilacak stok soliisyonunun
hazirlanmasi, 4) Hazirlanan stok sollisyonun seyreltilmesi, 5) analizi
gergeklestirilecek soliisyonlarin Real-Time PCR tiiplerine aktarilmasi, 6) Real-
Time PCR analizinin gerceklestirilmesi (Bu ¢alismadan)
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Tasarlanan primer setleri ve problarin, stok soliisyonda bulunan bitki DNA’s1 ile
reaksiyon vermediginin gosterilmesi amaciyla primer setleri ve problar hazirlanan stok
soliisyon haricinde saf bitki DNA’s1 ile de test edilmistir. Bitkiden DNA izolasyonunda
Thermo FastPrep FP120A-230 multi tiip homojenizator ve Qbiogene/BIO101 FastDNA
molekiiler izolasyon kitini ihtiva eden kombine sistem kullanilmistir. Asma ve domates
bitkilerinden izole edilen DNA’nin safligi ve nanogram diizeyinde konsantrasyonun
belirlenmesinde Thermo NanoDrop ND-1000 spektrofotometre kullanilmistir. Calismada
kullanilan bitki DNA’larinin konsantrasyonlar1 yaklagik 100-150 ng/ul olacak sekilde
ayarlanmistir.

3.9. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR islemi niikleik asit temelli calisan bir yontem oldugundan
hastalikl1 bitki materyalinde var olan 6lii bakterilerin de tespiti miimkiin olabilmektedir.
Real-Time Bio-PCR yontemi sadece canli bakteriyi test etmeyi hedefleyen bir yontemdir.

Bu amacla oncelikle, bir bakteriyel slispansiyon hazirlanmis ve bu soliisyon
10“den 10“e kadar 10’un katlar1 seklinde seyreltilmistir. Tiiplerdeki 6rneklerden 2 pl
almip 50 pl steril deiyonize su igerisinde karistirilarak RS besi ortamlarina steril yayma
cubugu ile inokule edilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmigtir (Kumagai ve Fabritius
2008). Inkiibasyondan sonra petrilere 1 ml steril deiyonize su eklenerek canli olan
bakterilerin suya gecmesi saglanmustir. Elde edilen stok bakteriyel siispansiyon 107"’ den
10¥e kadar seyreltilmistir. Her seyreltmeden 2 pl almarak Real-Time PCR islemi
gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Rhizobium vitis’in Klasik PCR ile Tanis1

Rhizobium vitis’in klasik PCR ile tanmisim gergeklestirmek i¢in kiiltiir
koleksiyonunda yer alan tiim Rhizobium vitis strainleri, ocs (oktopin sentaz), nos (nopalin
sentaz), vis (vitopin sentaz), ve vitopin lireten strainlere has virD2 ve iaaM (indol asetik
asit sentaz) genlerine ait primer setleri ile test edilmistir (Cizelge 3.5). Kiiltiir
koleksiyonunda yer alan yerli strainlerin tamaminin oktopin sentaz geni, ICMP 10753
straininin nopalin sentaz geni tasidig1 saptanmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Oktopin katabolize eden yerli Rhizobium vitis strainlerinin klasik PCR ile tanis1
(a). Nopalin katabolize eden Rhizobium vitis ICMP 10753 straininin klasik
PCR ile tanist (b). Marker olarak 100 b¢’lik DNA marker kullanilmistir. M,
markeri, NK, Negatif kontrolii, ICMP, ICMP 10753 strainini sembolize
etmektedir

4.2. Rhizobium vitis’in Real-Time PCR ile Tanis1
Oktopin katabolize eden Rhizobium vitis Tr 1 ve nopalin katabolize eden ICMP

10753 straininden yararlanilarak primerlerin, probun ve Real-Time PCR programinin
kontrolii yapilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3).
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o 0.0
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-207
-60+ 3 : : ; "
10 20 30
Cycles
Site ID  [Sample ID FAM Ct Protocol
A9 |Rhizobium vitis (Octopine) 22.89 R. vitis Protocol
A10M |Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.2. Oktopin katabolize eden Rhizobium vitis straininin Real-Time PCR ile tanis1

22.88
200

100

Fluorescence

.'30.0 -

10 ' 20 ' 30

Cycles
Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
A9 | Rhizobium vitis (Nopaline) 22.88 R. vitis Protocol
A10M |Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.3. Nopalin katabolize eden Rhizobium vitis straininin Real-Time PCR ile tanis1
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Rhizobium vitis’in tanisinda kullanilan primerlerin ve Real-Time PCR yonteminin
tek bir diziye spesifik oldugunu teyit etmek ve Real-Time PCR ile tek bir pik egrisinin
elde edildigini gostermek amaciyla SYBR Green ile karsilagtirilmali termal erime egrisi
elde edilmistir. Rhizobium vitis i¢in kullanilan primerlerin maksimum erime sicakligi
OCTF-OCTR primer seti icin 91,62°C (Sekil 4.4), NOPEF-NOPR primer seti i¢in 90,15°C
(Sekil 4.5) olarak tespit edilmistir.
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Degrees C
Site ID|Sample ID Melt Peak  |Protocol
A9 [Rhizobium vitis (Octopine) 91.62 R. vitis Protocol

Sekil 4.4. Oktopin katabolize eden Rhizobium vitis straininin termal erime egrisi
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Site ID|Sample ID Melt Peak Protocol
A9 |Rhizobium vitis (Nopaline) 90.15 R. vitis Protocol

Sekil 4.5. Nopalin katabolize eden Rhizobium vitis straininin termal erime egrisi
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4.3. Rhizobium vitis’in Tiim Strainlerinin Real-Time PCR ile Tanis1

Rhizobium vitis’in Real-Time PCR ile tanisim1 gerceklestirmek ig¢in kiiltiir
koleksiyonunda yer alan tiim yerli ve yabanci Rhizobium vitis strainleri kullanilarak
primerler ve problarin strainlere spesifikligi test edilmistir. Tasarlanan primerler ve
problarin Rhizobium vitis’in farkli strainlerine de spesifik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6,
Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10).
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Cycles
Site ID  |Sample ID FAM Ct Protocol

ASIH|Tr 1 20.20 R. vitis Protocol

A9M|Tr 2 20.45 R. vitis Protocol
A1000|Tr 3 21.01 R. vitis Protocol
Al1M|(Tr 4 20.67 R. vitis Protocol
A12° |Tr5 21.45 R. vitis Protocol
A13M|Tr 6 18.95 R. vitis Protocol
A14M(Tr 7 19.57 R. vitis Protocol
Al15° |Tr13 18.82 R. vitis Protocol
A16|Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.6. Oktopin katabolize eden yerli Rhizobium vitis strainlerinin Real-Time PCR ile
tespiti
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Site ID |[Sample ID FAM Ct Protocol

AsH|Tr 15 20.86 R. vitis Protocol

A9 |Tr 22 21.34 R. vitis Protocol
A1080|Tr 23 21.45 R. vitis Protocol
A1l (T 24 21.84 R. vitis Protocol
A12 |Tr25 24.53 R. vitis Protocol
A13|Tr 26 24.39 R. vitis Protocol
A14|Tr 27 24.98 R. vitis Protocol
A15  [Tr28 21.20 R. vitis Protocol
A16[Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.7. Oktopin katabolize eden yerli Rhizobium vitis strainlerinin Real-Time PCR ile
tespiti
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Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
ASIM|Tr 29 19.85 R. vitis Protocol
A9 |Tr 30 21.90 R. vitis Protocol
A1000|Tr 31 20.46 R. vitis Protocol
Al11IM|Tr 32 20.61 R. vitis Protocol
A12. [Tr 33 19.99 R. vitis Protocol
A13|Tr 34 23.13 R. vitis Protocol
A14M|Tr 35 20.77 R. vitis Protocol
A15° [Tr 36 23.46 R. vitis Protocol
A16|Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.8. Oktopin katabolize eden yerli Rhizobium vitis strainlerinin Real-Time PCR ile
tespiti
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Site ID |[Sample ID FAM Ct Protocol
AR |Tr 37 19.76 R. vitis Protocol
A9 |Tr 45 20.35 R. vitis Protocol
A1080|Tr 49 20.12 R. vitis Protocol
A11IM|Tr 51 19.86 R. vitis Protocol
A12  |Tr52 19.75 R. vitis Protocol
A13|Tr 53 22.94 R. vitis Protocol
A14|Tr 59 23.41 R. vitis Protocol
A15  [Tr60 23.74 R. vitis Protocol
A16[Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.9. Oktopin katabolize eden yerli Rhizobium vitis strainlerinin Real-Time PCR ile
tespiti

108



200

100

Fluorescence

22.88
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Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
A9 | Rhizobium vitis (Nopaline) 22.88 R. vitis Protocol
A10M [Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.10. Nopalin katabolize eden yabanci Rhizobium vitis ICMP 10753 straininin

Real-Time PCR ile tespiti

4.4. Primerler ve Problarin Saf DNA’dan Hassasiyeti

Real-Time PCR ile primerler ve problarin genomik DNA’dan hassasiyetini
belirlemek icin Rhizobium vitis straininden izole edilen genomik DNA’nin Once
nanogram diizeyinde devaminda pikogram diizeyinde Ol¢limii yapilmistir. Pikogram
diizeyindeki 6l¢timiinde 50 pg, 40 pg, 30 pg, 20 pg ve 10 pg olacak sekilde seyreltmeler
yapilmis ve hem oktopin, hem de nopalin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin
tespitinde kullanilan primer ve prob setlerinin genomik DNA’dan tespit limiti 10 pg

olarak bulunmustur (Sekil 4.11, Sekil 4.12).
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Site ID |[Sample ID FAM Ct Protocol
A8l |10 pg (Octopine) 22.68 R. vitis Protocol
A9 |20 pg (Octopine) 22.93 R. vitis Protocol
A1087/30 pg (Octopine) 22.45 R. vitis Protocol
A11M}40 pg (Octopine) 23.60 R. vitis Protocol
A12 |50 pg (Octopine) 22.53 R. vitis Protocol
A13 M |Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.11. Oktopin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin tespitinde kullanilan
primer ve prob setinin saf DNA’dan hassasiyeti
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Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol

Al |10 pg (Nopaline) 23.71 R. vitis Protocol

A9 20 pg (Nopaline) 23.62 R. vitis Protocol
A1082 |30 pg (Nopaline) 23.80 R. vitis Protocol
A11M 40 pg (Nopaline) 23.60 R. vitis Protocol
A12 |50 pg (Nopaline) 23.42 R. vitis Protocol
A13M [Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.12. Nopalin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin tespitinde kullanilan
primer ve prob setinin saf DNA’dan hassasiyeti

4.5. Direkt Bakteriden Primerler ve Problarin Hassasiyeti

Real-Time PCR ile Rhizobium vitis oktopin ve nopalin strainlerinin direkt
bakteriyel hiicreden tespit limiti 1 bakteri hiicresi olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1).
Bu isleme es zamanli olarak RS selektif besi ortamina yapilan inokiilasyon sonrasi
Rhizobium vitis oktopin ve nopalin strainlerinin tespit limiti 1 bakteri hiicresi, olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15).
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Cizelge 4.1. Real-Time PCR ile Rhizobium vitis oktopin ve nopalin strainlerinin direkt
bakteriyel hiicreden tespiti ve hassasiyet limitlerinin belirlenmesi

Konsantrasyon

R. vitis (O) R. vitis (N) R. vitis (O)

std R.vitis (N) x std

Stok
101
102
103
10+
105
106
107
108
10°
10-10

Negatif Kontrol

FAM Ct
24,98 24,50
26,22 25,15
26,50 26,32
26,80 28,23
29,35 28,83
29,95 29,50
30,48 30,64
31,55 32,51

0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00

* % %

*k

%

*k

*k

*k

%

*k

*k

*k

Bakteri Sayilar
x
- - & &
- - & &
- - & &
& &

&
b3
b3
b3

427 426 418 423 4,9 439441450 443 5,8
45 43 52 46,6 4,7 58 53 48 53 5

5
0
0
0
0

0

5

S O O O =

6
1
0
0
0
0

53 05
0,6 0,5

0

0
0
0

0

0
0
0

5
0
0
0
0
0

S O O O = W

6 53 05
1 06 05
0 0 O
0 0 O
0O 0 O
0O 0 O

*: Petride yogun bakteri gelisimi nedeniyle sayillamadi

std: Standart sapma
P/N: Pozitif/Negatif

X: Aritmetik ortalama
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Nopalin

|

Sekil 4.13. Roy & Sasser seg¢ici besi ortaminda farkli seyreltmede tespit edilen en az
bakterinin tespiti (Cizelge 4.1)
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Site ID Sample ID FAM Ct Protocol
A5l |Stock Solution 24.98 R. vitis Protocol
A6 (107" (Octopine) 26.22 R. vitis Protocol
A780{1072 (Octopine) 26.50 R. vitis Protocol
ASIM|107 (Octopine) 26.80 R. vitis Protocol
A9 [10*(Octopine) 29.35 R. vitis Protocol
A10M (107 (Octopine) 29.95 R. vitis Protocol
A1l [10°(Octopine) 30.48 R. vitis Protocol
A12M(107 (Octopine) 31.55 R. vitis Protocol
A13M{10® (Octopine) 0.00 R. vitis Protocol
A14(10° (Octopine) 0.00 R. vitis Protocol
A15M(10'° (Octopine) 0.00 R. vitis Protocol
A16[Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.14. Oktopin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin tespitinde kullanilan
primer ve prob setinin bakteri hassasiyeti
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Site ID Sample ID FAM Ct Protocol
A5 |Stock Solution 24.50 R. vitis Protocol
A6 |10 (Nopaline) 25.15 R. vitis Protocol
A700102 (Nopaline) 26.32 R. vitis Protocol
A8l |107 (Nopaline) 28.23 R. vitis Protocol
A9 |10* (Nopaline) 28.83 R. vitis Protocol
A10" |10 (Nopaline) 29.50 R. vitis Protocol
A11{10° (Nopaline) 30.64 R. vitis Protocol
A12M|107 (Nopaline) 32.51 R. vitis Protocol
A13M(10® (Nopaline) 0.00 R. vitis Protocol
A14{10”° (Nopaline) 0.00 R. vitis Protocol
A15M|10'° (Nopaline) 0.00 R. vitis Protocol
A16|Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.15. Nopalin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin tespitinde kullanilan

primer ve prob setinin bakteri hassasiyeti

Real-Time PCR esik dongiisii (Ct) degerine bagl olarak logaritmik olarak bakteri
sayisinl saptamaya yonelik referans bir regresyon egrisi olusturulmustur. Oktopin
strainlerine ait dogru denklemi y=-1,063x+33,692 olarak belirlenirken nopalin
strainlerine ait dogru denklemi y=-0,881x+28,357 olarak belirlenmistir. Denklemde y
degiskeni bakteri sayisinin logaritmik degerini, x degiskeni Real-Time PCR’da saptanan
Ct degerini ifade etmektedir. Denklemin bagimli degisken olan bakteri sayisin1 dlgme
giiclinli ifade eden R? degeri ise oktopin strainleri i¢in belirlenen denklem i¢in 0,989,
nopalin strainleri i¢in belirlenen denklem icin 0,982 olarak belirlenmistir (Sekil 4.16,

Sekil 4.17).
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Log Concentration

21 23 25 27 29 31 33 35
Threshold Cycle
y =-1.063x + 33.692, r-squared = 0.989

Sekil 4.16. Oktopin katabolize eden Rhizobium vitis strainleri i¢in olusturulan regresyon
egrisi

Log Concentration

94 ; " " ; ; | | " i i i i !
20 22 24 26 28 30 32 34

Threshold Cycle
v =-0.881x f 28.357, r-squared = 0.982

Sekil 4.17. Nopalin katabolize eden Rhizobium vitis strainleri i¢in olusturulan regresyon
egrisi
4.6. Primerler ve Probun Seciciligi
Rhizobium vitis’in tan1 ve tespiti i¢in tasarlanan primerler ve problarin segiciligini
test etmek amaciyla, farkli Rhizobium tiirleri (Cizelge 3.2) ve tiirlere ait bitki patojeni
bakteriler (Cizelge 3.3) ile Real-Time PCR islemi gergeklestirilmistir. Islem sonucunda

Rhizobium vitis i¢in tasarlanan primer prob setlerinin sadece Rhizobium vitis’e spesifik
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21).
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Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
A7 \Rhizobium tumefaciens 0.00 R. vitis Protocol
A8 |Rhizobium pisi 0.00 R. vitis Protocol
A9 |Rhizobium phaseoli 0.00 R. vitis Protocol
A10M |Rhizobium lupini 0.00 R. vitis Protocol
A11"  |Rhizobium radiobacter 0.00 R. vitis Protocol
A128|Rhizobium rhizogenes 0.00 R. vitis Protocol
A13|Rhizobium rubi 0.00 R. vitis Protocol
Al4'  |Rhizobium fabae 0.00 R. vitis Protocol
A15 M |Rhizobium vitis (Octopine) 23.19 R. vitis Protocol
A16M |Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.18. Oktopin katabolize eden yerli Rhizobium vitis strainlerinin tespiti i¢in
tasarlanan primer ve prob setinin farklt Rhizobium tiirlerine Kkarsi
spesifikliginin belirlenmesi
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Site ID  |Sample ID FAM Ct Protocol

A7 Rhizobium tumefaciens 0.00 R. vitis Protocol

A8 |Rhizobium pisi 0.00 R. vitis Protocol

A9 |Rhizobium phaseoli 0.00 R. vitis Protocol
A10|Rhizobium lupini 0.00 R. vitis Protocol
Al11"  |Rhizobium radiobacter 0.00 R. vitis Protocol
A12M (Rhizobium rhizogenes 0.00 R. vitis Protocol
A13|Rhizobium rubi 0.00 R. vitis Protocol
Al14"  |Rhizobium fabae 0.00 R. vitis Protocol
A15M (Rhizobium vitis (Nopaline) 19.93 R. vitis Protocol
A16M|Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.19. Nopalin katabolize eden Rhizobium vitis straininin tespiti i¢in tasarlanan
primer ve prob setinin farkli Rhizobium tiirlerine karsi spesifikliginin
belirlenmesi
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Site ID|Sample ID FAM Ct Protocol
A6 |Acidovorax citrulli 0.00 R. vitis Protocol
A788|Bacillus subtilis 0.00 R. vitis Protocol
A8 |C. michiganensis subsp. michiganensis|0.00 R. vitis Protocol
A9 |\Erwinia amylovora 0.00 R. vitis Protocol
A10" |P. carotovorum subsp. carotovorum  |0.00 R. vitis Protocol
A11 M |Pseudomonas corrugata 0.00 R. vitis Protocol
A12|P. savastanoi pv. savastanoi 0.00 R. vitis Protocol
A13 | Pseudomonas tomato pv. tomato 0.00 R. vitis Protocol
A14M X. axonopodis pv. vesicatoria 0.00 R. vitis Protocol
A15  |Rhizobium vitis (Octopine) 22.96 R. vitis Protocol
A16M [Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.20. Oktopin katabolize eden yerli Rhizobium vitis strainlerinin tespiti icin
tasarlanan primer ve prob setinin farkli bitki patojeni bakterilere kars
spesifikliginin belirlenmesi
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Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
A6 |Acidovorax citrulli 0.00 R. vitis Protocol
A7 |Bacillus subtilis 0.00 R. vitis Protocol
A8 |C. michiganensis subsp. michiganensis|0.00 R. vitis Protocol
A9 |Erwinia amylovora 0.00 R. vitis Protocol
A10"  |P. carotovorum subsp. carotovorum  |0.00 R. vitis Protocol
A11 M |Pseudomonas corrugata 0.00 R. vitis Protocol
A12B|P. savastanoi pv. savastanoi 0.00 R. vitis Protocol
A13 | Pseudomonas tomato pv. tomato 0.00 R. vitis Protocol
A14M (X, axonopodis pv. vesicatoria 0.00 R. vitis Protocol
A15"  |Rhizobium vitis (Nopaline) 23.19 R. vitis Protocol
A16M [Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.21. Nopalin katabolize eden Rhizobium vitis straininin tespiti icin tasarlanan
primer ve prob setinin farkli bitki patojeni bakterilere kars1 spesifikliginin
belirlenmesi

4.7. Real-Time Bio-PCR

Real-Time PCR yontemi ile hem canli ve hem de 6lii bakterilerin tespiti miimkiin
olabilmektedir. Bu nedenle bu c¢alismada yalniz canli Rhizobium vitis strainlerinin
tespitlerini gergeklestirmek amaciyla Real-Time Bio-PCR islemi ger¢eklestirilmistir.
1071, 10 ve 107 seviyeleri ile yapilan Real-Time Bio-PCR islemi sonucunda, Rhizobium
vitis oktopin katabolize eden strainlerinde stok seviyesi yogun oldugu i¢in amplifikasyon
meydana gelmemis, ancak 107!, 102 ve 107 seviyelerinde tespit gerceklestirilmistir.
Rhizobium vitis nopalin katabolize eden strainlerinde stok ve 10! seviyeleri yogun oldugu
icin amplifikasyon meydana gelmemis, ancak 10 ve 107 seviyelerinde tespit patojen
tespit edilebilmistir (Sekil 4.22, Sekil 4.23).
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Site ID  |Sample ID FAM Ct Protocol
A12B|Stock Solution (Octopine) 0.00 R. vitis Protocol
A138/10"! (Octopine) 21.87 R. vitis Protocol
A140(102 (Octopine) 21.35 R. vitis Protocol
A15|107 (Octopine) 21.50 R. vitis Protocol
A16.  |Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.22. Tasarlanan primer ve prob seti ile canli oktopin katabolize eden Rhizobium
vitis straininin tespiti
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Site ID |Sample ID FAM Ct Protocol
A12B|Stock Solution (Nopaline) 0.00 R. vitis Protocol
A13[10"" (Nopaline) 0.00 R. vitis Protocol
A140(10% (Nopaline) 22.40 R. vitis Protocol
A15M{107 (Nopaline) 21.33 R. vitis Protocol
A16  |Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.23. Tasarlanan primer ve prob seti ile canli nopalin katabolize eden Rhizobium
vitis straininin tespiti

4.8. Rhizobium vitis’in Hastalikh Bitki Dokularindan Tespiti

Asmada iirlin ve kalite kayiplarina neden olan Rhizobium vitis’in hastalikl1 bitki
dokularindan tespit edilebilirliginin test edilmesinde domates bitkileri ve asma fidanlar
kullanilmistir. Bitkilerdeki tiimor dokularindan enfekteli asma bitkilerinin dallarinin ig
dokularindan elde edilen bitki 6zsuyundan hazirlanan soliisyonlar ile Real-Time PCR
islemi gerceklestirilmis, oktopin ve nopalin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin
tespiti gerceklestirilmistir. Tasarlanan primer setleri ve problarin, stok soliisyonda
bulunan bitki DNA’s1 ile reaksiyon vermedigi saf bitki DNA’s1 kullanilarak tespit
edilmistir (Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29).
Asmalarda tiimor olusumunun inokiilasyon sonrasi inkiibasyonun 9. haftasinda olugsmaya
basladig1, domateslerde ise tiimdr olusumunun inokiilasyon sonrasi inkiibasyonun 3.
haftasinda meydana geldigi gozlemlenmistir. Rhizobium vitis’in hastalikli  bitki
dokularindan tespitinde kullanilan asma kaynakli tiimorler 10 haftalik, domates kaynakli
tiimorler 2 haftaliktir.
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Site ID Sample ID FAM Ct Protocol
A14 |Bleeding Sap (Octopine) 21.42 R. vitis Protocol
A15M | Plant DNA 0.00 R. vitis Protocol
A161 | Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.24. Tasarlanan primer ve prob seti ile oktopin katabolize eden Rhizobium vitis
straininin asma 0zsuyundan tespiti

20.87
110
8 70
e
@
?
%; 30}0.0 o
=
E T — e — — —_— — —_—
-10
-50
10 20 30
Cycles
Site ID  |Sample ID FAM Ct Protocol
A14 | Bleeding Sap (Nopaline) 20.87 R. vitis Protocol
A15M |Plant DNA 0.00 R. vitis Protocol
A1610 |Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.25. Tasarlanan primer ve prob seti ile nopalin katabolize eden Rhizobium vitis
straininin asma 6zsuyundan tespiti
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Site ID Sample ID FAM Ct Protocol

A13 | Tumor Stock Solution (Octopine) |21.27 R. vitis Protocol
A1488 | Tumor Solution 10! (Octopine) 21.32 R. vitis Protocol
A1500 |Plant DNA 0.00 R. vitis Protocol
A16M | Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.26. Tasarlanan primer ve prob seti ile oktopin katabolize eden Rhizobium vitis
straininin enfekteli asma dokusundan tespiti
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Site ID  |Sample ID FAM Ct Protocol
A13 I | Tumor Stock Solution (Nopaline) |20.89 R. vitis Protocol
A148 | Tumor Solution 10! (Nopaline) ~ |20.18 R. vitis Protocol
A1500 | Plant DNA 0.00 R. vitis Protocol
A16M | Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.27. Tasarlanan primer ve prob seti ile nopalin katabolize eden Rhizobium vitis
straininin enfekteli asma dokusundan tespiti
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Site ID Sample ID FAM Ct Protocol

A13 | Tumor Stock Solution (Octopine) |21.25 R. vitis Protocol
A1488 | Tumor Solution 10! (Octopine) 21.42 R. vitis Protocol
A1500 | Plant DNA 0.00 R. vitis Protocol
A16M | Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.28. Tasarlanan primer ve prob seti ile oktopin katabolize eden Rhizobium vitis
straininin enfekteli domates dokusundan tespiti
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Site ID Sample ID FAM Ct Protocol
A13 8 | Tumor Stock Solution (Nopaline) [21.69 R. vitis Protocol
A14M | Tumor Solution 10! (Nopaline) 21.94 R. vitis Protocol
A150 |Plant DNA 0.00 R. vitis Protocol
A16 | Negative Control 0.00 R. vitis Protocol

Sekil 4.29. Tasarlanan primer ve prob seti ile nopalin katabolize eden Rhizobium vitis
straininin enfekteli domates dokusundan tespiti
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5. TARTISMA

Bitki patojeni bakteriler, Diinya capinda onemli ekonomik kayiplara neden
olmaktadir. Ekonomik kayiplar, genellikle iiriin kaybina bagli azalan iiretim ile ortaya
cikan bakteriyel hastaligin kontrolii i¢in, uygulanan prosediir ve stratejilerin getirdigi
maliyetten kaynaklanir (Panagopoulos ve Psallidas 1973, Loubser 1978, Siile 1978,
Dhanvantari 1983, Tarbah ve Goodman 1986, Burr vd 1987-b, Haas vd 1991, Filo vd
2013, Johnson vd 2013). Bitki patojeni bakterilerin kontroliiniin gli¢ olmasi, hastaliktan
dolayr meydana gelen kayiplarin minimize edilmesinde, koruyucu onlemlerin sahip
oldugu 6nemi arttirmaktadir (Creasap ve Burr 2006, Anonim 2012-a). Bu baglamda, bitki
patojenlerinin hizl1 ve kesin bir sekilde tan1 ve tespitinin gergeklestirilmesi, agronomik
uygulamalarin hayata gecirilmesinde biiyiik 6onem arz etmektedir (Schaad ve Frederick
2002).

Bitki patojeni bakterilerin tani ve tespitinde mikroskopik gozlem, indikator bitki
testleri, biyokimyasal ve fizyolojik testler, boyama testleri, serolojik karakterizasyon gibi
pek cok farkli yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler zaman alic1 olmalarinin yaninda,
cogu durumda yeterince hassas ve spesifik olamamaktadirlar. Yontemlerin yeterince
hizli, hassas ve spesifik olmamalari, rutinde kullanimlarin1 biiylik 6lcilide
siirlandirmaktadir. Her ne kadar serolojik testlerin patojenlere spesifik hazirlanmis ticari
formlar1 hizli analiz imkan1 verse de, bu testler diisiik hassasiyetleri nedeniyle latent
enfeksiyonlarin tespit edilmesinde yanlis sonuclar verebilmektedirler. Kisa siirede
epidemiye sebep olabilen ve karantinaya tabi fitopatojenik bakterilerin tan1 ve teshisinde
kullanilan yontemlerin yiiksek hassasiyete sahip olmas1 ve hizli sonu¢ vermesi 6nemli bir
gerekliliktir (Schaad ve Frederick 2002).

Glinlimiizde bitki patojenlerinin tani ve teshisinde niikleik asit bazli protokollerin
daha fazla tercih edildigi bilinmektedir. Organizmalara iliskin en dogru bilgilerin,
organizmalarin sahip olduklari niikleik asitlerde yer aldigi diisiiniildiigiinde, hastalik
etmenlerinin tan1 ve tespitleri i¢in kullanilan diger metotlara oranla niikleik asit temelli
yontemlerin kullanim1 daha giivenilir sonuglar vermektedir (Schaad vd 1995, Walcott ve
Gitaitis 2000, Catara vd 2000, Baer vd 2001, Catara vd 2002, Kang vd 2003, Alimi vd
2011, Li vd 2011) Fakat klasik metotlar tamamen terk edilmemis, baz1 hallerde niikleik
asit bazli yontemlerden elde edilen verileri desteklemede tamamlayict unsur olarak
kullanilmaya devam etmektedir (Tolba ve Soliman 2013).

Laboratuvar pratiginde yaygin sekilde kullanilan niikleik asit bazli yontemlerin
basinda, klasik PCR yontemi gelmektedir. Klasik PCR yontemi, kesfinden giliniimiize
degin sagladigi avantajlardan otiirii pek cok bitki patojeninin tan1 ve tespitinde
kullanilmistir (Schaad vd 1995, Walcott ve Gitaitis 2000, Catara vd 2000, Baer vd 2001,
Catara vd 2002, Kang vd 2003, Alimi vd 2011, Li vd 2011). Ancak klasik PCR
yonteminin, kontaminasyon riskleri tasinasi, inhibitor maddelere hassasiyet, zaman
alicilik, egitimli is giicii gerekliligi gibi negatif yonleri de bulunmaktadir. Bunun yaninda
reaksiyonun basarisi, kullanilan polimeraz tipi, tampon ¢6zelti ve ANTP soliisyonlarinin
konsantrasyonlari, safliklar1 ve stabiliteleri, dongii parametreleri, DNA konsantrasyonu
gibi pek cok farkli karakteristige bagli olarak degismektedir (Wassenegger 2001).
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Klasik PCR yonteminin sonuglarinin irdelenebilmesi, ancak PCR sonucunda
cogaltilan DNA fragmentlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi ve etidyum bromiir ile boyanip
ultraviyole 1s1k altinda goriintiillenmesi ile miimkiin olmaktadir. Yontem her ne kadar
niikleik asit bazli olmayan yontemlere oranla kisa siirede sonug verse de, yiiriitme ve
boyama islemlerinin varligi, yontemin hizini, pratikligini ve uygulanabilirligini biiyiik
ol¢iide azaltmaktadir. Bu nedenle son yillarda, patojenlerin erken tani ve tespitleri igin
klasik PCR yonteminde sonuglarin goriilebilmesi i¢in zorunlu olan islemlere ihtiyag
duymayan, daha kisa siirede kesin sonu¢ veren, klasik PCR yonteminin pek cok
dezavantajindan ari, Real-Time PCR yontemi gelistirilmistir. Real-Time PCR, niikleik
asit amplifikasyonu ile es zamanli artig gosteren floresan sinyalin Olciilmesi esasina
dayanan, reaksiyonun meydana gelisi esnasinda izlenebilmesine olanak veren, hizli ve
hassas yeni nesil bir PCR yontemidir. Real-Time PCR yonteminde sonuclar, klasik PCR
ve diger PCR varyantlarindan farkli olarak kantitatif olarak elde edilebilmektedir. Real-
Time PCR yonteminde tiim islem kapali bir PCR tiipli igerisinde ve tek seferde
gerceklestigi icin kontaminasyon riski, klasik PCR metoduna gore cok daha diisiiktiir.
Real-Time PCR yonteminde, klasik PCR metoduna nazaran daha az miktarda DNA
ihtiya¢c duyulmakta, bu nedenle daha hassas ve dogru sonuglar elde edilebilmektedir.
Ayrica Real-Time PCR sisteminde, tiim PCR islemi bir bilgisayar araciligi ile gercek
zamanl olarak kontrol edilebilmekte ve islem istenildiginde sonlandirilabilmektedir.
Real-Time PCR metoduyla patojenlerin tani ve tespitleri, ¢ift zincirli DNA sarmali
arasina baglanarak 522 nm’de 1s1ma veren SYBR Green adi1 verilen boya ile veya belirli
bir DNA dizisine spesifik olan problara yapilmaktadir. SYBR Green belirli bir DNA
dizisine spesifik olmadigindan reaksiyon sonucunda olusabilecek istenmeyen
amplifikasyonlar veya iyi tasarlanmamis primerlerin dimerizasyonu neticesinde yanlig
pozitif sonug¢ verebilmektedir. Giiniimiizde primer ve prob kimyasindaki gelismeler
sayesinde, Real-Time PCR farkli primer ve prob tipleri gelistirilmis yontem farkli
ihtiyaclar1 da karsilayabilir bir yapiya kavusmustur (Wong ve Medrano 2005, Anonim
2014-1).

Real-Time PCR metodunun dezavantajlar arasinda yontemin su an i¢in ekonomik
olmamasi, reaksiyon sirasinda amplifiye edilen PCR {iriiniiniin daha sonraki ¢aligmalarda
kullanilamamasi, Real-Time PCR islemi icin SYBR Green gibi belirli bir DNA dizisine
spesifik olmayan floresan boyalarin kullanilmast durumunda yanlis baglanmalardan
dolayi tutarsiz sonuglar ortaya c¢ikabilmesi ve yeterli teknik bilgi ve iyi yetismis eleman
ihtiyac1 gosterilebilir (Wong ve Medrano 2005).

Real-Time PCR yonteminin kolayligi, tan1 ve tespitlerin hizli, giivenilir ve hassas
sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt bitki dokularindan patojenin tespitine olanak
vermesi (Yi1lmaz ve Basim 2006, Basim ve Basim 2007, 2009, Caplik ve Basim 2009,
Bozan ve Basim 2011, Oztiitk ve Basim 2011), bitki patojeni bakterilerin tam ve
tespitlerini  gerceklestirmek amaciyla son yillarda ydntemin kullaniminin
yayginlagmasinda 6nemli rol oynamistir. Bu calisma ile Real-Time PCR yonteminin
onemi ve hassaslig1 bir kez daha ortaya konulmustur.

Asma iiretim materyallerinin eldesinde, g¢ekirdekten c¢ogaltim, daldirma ile
cogaltim, celik ile cogaltim gibi farkli yontemler kullanilmaktadir. Asma fidanm
iiretiminde en yaygin kullanilan teknik, ana¢ ve kalem kisimlarinin ayr1 ayr yetistirilip
birbirine asilanmasi esasina dayanir (Creasy ve Creasy 2009). Asma fidanlarinda anag ve
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kalem olarak kullanilacak tek yillik saglikli siirgiinler budanarak arazide tasnif edilip
demetlenmekte ve depolanmak iizere isletmeye tasinmaktadir. Karanlik ve serin bir
ortamda depolanan anacglarin en {ist ve en alt kisminda yer alan gozler hari¢ diger gozleri
koreltilmekte, bir giin boyunca suda bekletilen kalemler ise tek gozlii parcalar halinde
kesilmektedir. Kesilen gozler ve anaglar ¢esit karisikligina mahal vermeyecek bir diizen
icerisinde as1 makinesi yardimi ile birlestirilmekte ve as1 ylizeyi parafin ile
kaplanmaktadir. As1 bolgesi parafinle kaplanan anag ve kalemler, 26 C* de, %80-85 nispi
nemde, 21 giin inkiibe edilerek, ana¢ ve kalemin kaynagsmasi saglanmaktadir. Dikime
hazir hale gelen gelikler, dikimden &nce koklenmeyi tesvik etmesi icin IBA (Indol Biitirik
Asit) ¢ozeltisine batirilmalarinin ardindan, tiiplerin i¢ine hazirlanmis fidan harcinin igine
dikilmektedir. Celiklerin hazirlanma siirecinde gerek anag¢ gerek kalemler pek ¢ok kez
yaralandirilmakta ve Tag¢ Gali hastalik etmeni Rhizobium vitis ile enfekte olma riski ile
kars1 karsiya gelmektedir. Budama ve tasnif islemlerinin arazide gergeklestirilmesi
budanan parcalarin toprak ile temas etmesine neden olmaktadir. Ana¢ ve kalemlerin
uygun sekilde kesimi ve birlestirilmesi esnasinda meydana gelen yaralanmalar da
Birlestirilen ana¢ ve kalemlerin kaynasmasi amaciyla Rhizobium vitis gelisimi igin
olduk¢a uygun olan 26 C°’de 21 giin inkiibe edilmesi hastalik etmeninin bitki i¢ine
girmesi durumunda hastalik etmeninin bitkide hizli bir sekilde gelisim gdstermesine
neden olabilmektedir. Bulasma i¢in risk tasiyan bu proseslerin sonrasinda iiretim
materyalinin hastalifa dair hizli ve hassas tespit yontemleri ile kontrol edilmesi
hastaliktan ari tiretim materyali eldesinde biiyiik 6nem arz etmektedir (Anonim 2014-m).

Pratik kullanimda, iiretim materyalinde bulunabilecek patojenik Rhizobium vitis
strainlerinin hizli ve kesin tanisinin gerceklestirilmesi ¢ok 6nemlidir. Rhizobium vitis
tiirtiniin sergiledigi yliksek genetik farklilik patojenin tan1 ve tespitini zorlagtirmaktadir.
Bu zorlugun iistesinden gelmek i¢in calismada sadece patojenik Rhizobium vitis
strainlerinde bulunan patojenisiteden sorumlu genler secilmis ve bu genlere uygun
primerler dizayn edilmistir. Prob mimarisinde, giiniimiizde kullanilan en geligsmis prob
sistemlerinden biri olan LNA (Locked Nucleic Acid) kullanilmistir. LNA prob sistemde
prob lizerinde yer alan DNA analogu monomerlerde bulunan seker halkalar1 metilen bir
kopri ile baglandigindan, monomerlerin her biri spesifik baglanma i¢in en uygun
konformasyon olan N konformasyonunda sabit kalabilmektedirler. Bu sayede daha stabil
bir yapiya kavusan problar, spesifik olmayan baglanmalara izin vermemekte ve problarin
spesifik bolgelere olan baglanma egilimlerini artmaktadir. Reaksiyon esnasinda meydana
gelen primer baglanmalar1 da sabit konformasyonlu LNA problarda daha stabil
olmaktadir. LNA problara ait diziler, tasarimlar1 geregi Real-Time PCR ile yapilan diger
caligmalarda kullanilan problarin dizilerinden uzunluk olarak daha kisadir. Bu sayede
prob dizisinin kendi i¢inde baglanma olasilifi ortadan kalkmaktadir. Problarin ve
amplifiye edilen bolgenin kisa dizilerden olusmasi amplifikasyon isleminin daha kisa
stirede gerceklesmesine olanak vermektedir. LNA probun kimyasal yapisi, daha spesifik
bir sekilde calisilmasini ve alinan sonuglarin daha hizli ve giivenilir olmasini1 garanti
etmektedir.

Tag Gali ile miicadelede basarili olabilmek i¢in Rhizobium vitis’in hizli, giivenilir
tan1 ve tespitinin gergeklestirilmesi biiylik onem arz etmektedir. Rhizobium tiirlerinin
tanilanmasinda, indikator bitki kullanimi (Riker 1923, Brown 1927, Hildebrand 1942,
McKeen 1954, Ark ve Schroth 1958, Oktem 1972, Burr ve Katz 1984, Tarbah ve
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Goodman 1986, Burr vd 1987-b, Holmes 1988, Szegedi vd 1988, Bishop vd 1989, Ophel
ve Kerr 1990, Sawada vd 1990, Bush ve Pueppke 1991, Haas vd 1991, Tolba ve Zaki
2011), fenotipik karakterlerin niimerik analizi (White 1972, Kersters vd 1973, Holmes ve
Roberts 1981), biyokimyasal ve fizyolojik testler (Baldwin ve Fred 1927, Hofer 1941,
Lange 1961, Graham 1964, Keane vd 1970, White 1972, Kersters vd 1973, Kerr ve
Panagopoulos 1977, Siile 1978, Holmes ve Roberts 1981, Tarbah ve Goodman 1986,
Bouzar ve Moore 1987-a, Ophel ve Kerr 1990, Bush ve Pueppke 1991, Haas vd 1991,
Sawada ve lIeki 1992-b, Nagai-Miyata vd 1993, Sawada 1994, Bouzar vd 1995,
Mohammadi ve Fatehi-Paykani 1999, Ride vd 2000, Argun vd 2002, Matthysse 2005,
Genov vd 2006, Tolba ve Zaki 2011), serolojik testler (Coleman ve Reid 1945, Mushin
vd 1958, Hochster ve Cole 1967, Graham 1971, Bouzar vd 1986, Alarcon vd 1987,
Bouzar ve Moore 1987-b, Sawada vd 1992-b, 1992-c, Sawada 1994, Benlioglu ve
Ozakman 1998, Kawaguchi vd 2008-b), yag asidi profilleri (Sawada vd 1992-d, Bouzar
vd 1993-a, Sawada 1994, Bouzar vd 1995, Jarvis vd 1996), DNA-DNA iliskileri (De Ley
1972, 1974), DNA hibritlerinin termal stabilitelerinin Ol¢ctimii (De Ley vd 1973),
coziilebilir proteinlerin elektroforetogramlarinin karsilastirilmas: (Kersters ve De Ley
1975) DNA’nin enzimle kesilerek olusan profillerin karsilastirilmasi (Bouzar ve Moore
1987-b) gibi pek ¢ok farkli teknik kullanilmistir.

Patojenik Rhizobium strainlerinin PCR yontemi ile tani ve tespitine dair ilk
caligma, Nesme ve arkadaslar1 (Nesme vd 1990) tarafindan gergeklestirilmistir. Nesme
ve arkadagslar1, Rhizobium tumefaciens strainlerinin tespiti icin virB ve virG operonlarinin
arasindaki intersistronik bolgeye ve tmr genine spesifik primer setleri dizayn etmislerdir.
Fakat intersistronik bolge primerlerinin baglandigi diziler, sadece nopalin katabolize eden
strainlerde bulundugundan, bu primer ¢ifti oktopin ve vitopin katabolize eden strainleri
tespit etmekte yetersiz kalmistir. Primer tasarimlarinin strainden straine degisiklik
gosterebilen IS bolgelerini igeren sekilde gelistirilmis olmasi primerlerin giivenilirligini
azaltmaktadir. tmr genine spesifik tasarlanmig primerlerle ise hem oktopin hem de
nopalin  katabolize  eden  Rhizobium  tumefaciens  strainlerinin  tanisi
gerceklestirilebilmistir. Ancak bu primer seti de vitopin katabolize eden strainleri
tanilamakta yetersiz kalmaktadir.

Picard ve arkadaslar1 (Picard vd 1992), toprakta yasamini siirdiiren bakterileri
tanilamak amaciyla hizli, spesifik bir yontem gelistirmeyi hedeflemislerdir. Topraktaki
bakterileri lizise ugratilmasi ve ortaya ¢ikan DNA’nin izole edilerek tanida kullanilmast
seklinde 6zetlenebilecek yontemin, tanilama basamaginda PCR yontemi kullanilmistir.
Sistemin test edilmesi i¢in nopalin katabolize eden Rhizobium tumefaciens C58 straini ve
Frankia spp. strainleri ile gergeklestirilmistir. Arastiricilarin, nopalin katabolize eden
Rhizobium tumefaciens strainini tanilamak icin vir bolgesine gore tasarladiklar1 primer
seti olumlu sonu¢ vermis, PCR sonucunda Rhizobium tumefaciens 6rneginde fragment
gozlenirken Frankia strainlerinde amplifikasyona rastlanmamuistir. Dizayn edilen primer
setinin, sadece nopalin katabolize eden tek bir Rhizobium strainine karsi dizayn edilmis
olmasi ve primer spesifikliginin sadece Frankia strainlerine kars1 denenmis olmasi primer
setinin tan1 ve tespit yetenegi ile spefisikligini sorgulatmaktadir.

Dong ve arkadaslar1 (Dong vd 1992), patojenik ve patojenik olmayan Rhizobium
strainlerinin ayrimin1 PCR ile ger¢eklestirmek i¢in oksin sentaz genine 6zgiin iki primer
seti tasarlamiglardir. Tasarlanan primer setlerinden biri genis konuk¢u araligi olan
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strainlere spesifik iken, digeri konukgu araligi dar olan strainleri tanilamak amaciyla
tasarlanmistir. Dar konukgu aralifi olan strainler igin tasarlanan primer seti patojenik
strainlerin tamamini tespit etmeyi basaramamistir. Genis konuk¢u araligi olan strainler
icin tasarlanan primer seti de, tiim patojenik strainleri tespit edememis ve bazi patojenik
olmayan strainler ile yanlis pozitif sonu¢ vermistir. Hem genis hem de dar konukgu
aralikli Rhizobium strainlerinin tespiti i¢in tasarlanan primerlerin, tiim patojenik strainleri
tespit etmede basarili olamamasi, patojenik olmayan bazi strainler ile pozitif sonug
vermesi ve primer setlerinin farkli bakteri cinslerine karsi test edilmemis olmasi primer
setlerinin glivenilirligini sorgulatmaktadir. Bunun yaninda, sistemde patojenik strainlerin
tanisin1 yapabilmek i¢in iki farkli primer setinin birden kullanilmas1 bir gereklilik olarak
ifade edilmistir.

Schulz ve arkadaslari (Schulz vd 1993), {i¢ farkli primer seti kullanarak, oktopin,
nopalin ve vitopin katabolize eden genis ve dar konukgu aralikli Rhizobium vitis
strainlerinin ayr1 ayri tespit edebilmislerdir. Ancak oktopin katabolize eden strainlerde,
strainin konukcu aralig1 farkliliklarina bagl olarak farkli fragment profillerinin ortaya
cikmasi, bu strainlerin tanm1 ve teshisinin spesifik tek bir fragmentle yapilabilmesini
engellemektedir. Bunun yaninda, primer tasarimlarinin strainden straine degisiklik
gosterebilen IS bolgelerini iceren sekilde tasarlanmis olmasi primerlerin glivenilirligini
azaltmaktadir. Tasarlanan primer setleri Rhizobium cinsindeki farkl tiirlere ve farkl bitki
patojeni bakterilere kars1 denenmemis olmasi primer setlerinin sadece Rhizobium vitis
strainlerine has oldugu iddiasin1 zayiflatmaktadir.

Sawada ve arkadaslar1 (Sawada vd 1995), hem Ti hem de Ri plazmitlerindeki virC
operonuna uygun VCF/VCR admi verdikleri bir primer seti tasarlamislardir. Sawada ve
arkadaslari, test ettikleri farkli Rhizobium tiirlerine ait patojenik strainlerin tiimiinii tespit
etmekte basarili olamamistir. Tasarlanan primer setinin spesifikligi farkli cinslerdeki bitki
patojeni bakteriler ile test edilmemistir. Sawada ve arkadaslarinin tasarladigi bu primer
seti, tanilamanin tilir diizeyinde gergeklestirilmesine olanak vermese de, uzun yillar pek
cok arastiric1 tarafindan, cins diizeyinde patojenik Rhizobium strainlerinin tani ve
tespitinde kullanilmistir.

Haas ve arkadaglar1 (Haas vd 1995), Rhizobium rhizogenes, nopalin katabolize
eden Rhizobium tumefaciens ve oktopin katabolize eden Rhizobium tumefaciens
strainlerine ait virD2 gen dizilerini kullanarak, patojenik Rhizobium tiirlerinin virD2 ve
ipt genlerine spesifik farkli primerler gelistirmislerdir. VirD2 genine spesifik tasarlanan
primerler ileri yonli VirD2A ile geri yonli VirD2C’ ve VirD2E’ primerleridir.
Tasarlanan VirD2A/VirD2C’ primerleri beraber kullanildiklarinda, Rhizobium
tumefaciens strainleri ile 224 be¢’lik, VirD2A/VirD2E’ primerleri kullanildiginda
Rhizobium tumefaciens strainleri ile 338 bg¢’lik amplikonlarin olustugu saptanmistir.
Patojenik olmayan bir Rhizobium radiobacter straininin de, VirD2 genine spesifik bu
primer setleri ile pozitif sonu¢ vermesi diisiindiiriiciidiir. ip¢ genine spesifik tasarlanan
CYT/CYT’ primer setinin ise belirli bir tiire veya belirli bir cinse spesifik olmamasi,
primer setinin tan1 ve tespitte kullanilabilirligini sinirlamistir. Ancak Haas ve arkadaslar
tarafindan tasarlanan ileri yonlii VirD2A primeri ile geri yonlii VirD2C’ ve VirD2E’
primerleri kendinden sonra gergeklestirilen pek cok tanilama calismasinda farkh
kombinasyonlar halinde kullanilmistir.
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Eastwell ve arkadaslar1 (Eastwell vd 1995), Rhizobium vitis strainlerini tespit
etmek icin virA, pehA ve 6a genlerine spesifik primer setleri dizayn etmiglerdir.
Tasarlanan pehA genine Ozgilin amplikon veren primer seti ile Rhizobium vitis
strainlerinin tespiti basarili olmustur. Bu primer seti kromozomal bir gen olan pehA
genine Ozgilin olarak tasarlandigindan, her ne kadar Rhizobium vitis strainlerinin
tespitinde bagarili olsa da patojenik Rhizobium vitis strainlerinin  ayriminin
gerceklestirilmesinde yetersiz kalmaktadir. Tasarlanan primer setlerinin farkli tiirdeki
bitki patojeni bakterilere karsi nasil reaksiyon verdigine dair bir bilgi bulunmamaktadir.
virA genine Ozgiin tasarlanan primer seti ile ¢calismadaki tiim Rhizobium vitis strainleri
tespit edilememistir. 6a genine 0zgiin tasarlanan primer seti ile de hedeflenen Rhizobium
tumefaciens tespiti gerceklestirilememistir.

Kaufmann ve arkadaslar1 (Kaufmann vd 1996), asmalarda patojenisitelerini test
ettigi, oktopin katabolize eden bir Rhizobium vitis straininin, 6b genine spesifik
4095/4906 primer setini gelistirmislerdir. 4095/4906 primer setinin oktopin katabolize
eden tek bir Rhizobium vitis strainine gore tasarlanip, sadece bu strain ilizerinde test
edilmis bir primer seti olmasi giivenilirligini azaltmaktadir. Primer setinin farkli tipte opin
katabolize eden Rhizobium vitis strainlerine veya Rhizobium cinsindeki farkl tiirlere kars1
nasil reaksiyon verdigine dair bir bilgi bulunmamaktadir.

Herlache ve arkadaslar1 (Herlache vd 1997), pehA genine spesifik bir primer seti
dizayn ederek, bu gene sahip Rhizobium vitis strainlerini PCR ile tanilamistir. Tasarlanan
primerler ile ¢calismada kullanilan Rhizobium vitis strainleri tanilanabilmistir. Lakin aym
primer seti ile Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve Ralstonia
solanacearum strainlerinde bulunan homolog poligalakturonaz enzim dizilerini de
amplifiye edilebildiginden tasarlanan primerlerin Rhizobium vitis strainlerine spesifik
olmadig1 kaydedilmistir.

Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka 2002), Rhizobium strainlerini dort farkli
primer seti kullanarak PCR ile tanilamislardir. Rhizobium tumefaciens strainini
tanilamakta, daha 6nce Sawada ve arkadaslar1 (Sawada vd 1995) tarafindan tasarlanan
VCF/VCR primer seti kullanilmis, bu primer setinin Rhizobium tumefaciens straini
haricinde pozitif sonu¢ vermedigi goriilmiistiir. Bu caligmada bu primer seti tek bir
Rhizobium tumefaciens strainine karsi test edilmistir ve tiir diizeyinde tanilamada olumlu
sonu¢ alimmistir. Ancak daha Once bu primer seti ile gergeklestirilen ¢alismalarda
VCF/VCR primer seti ile ne cins ne de tiir diizeyinde spesifik bir tanilama
gerceklestirilemeyecegi goriilmiistiir. Tasarlanan Ti plazmitinde yer alan virE2 genine
spesifik virE2PF/virE2PR primer seti Rhizobium tumefaciens straininde pozitif sonug
verirken, bu primer setinin vitopin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinde pozitif
sonug¢ vermedigi goriilmiistiir. Bunun yaninda virE2PF/virE2PR primer seti oktopin ve
nopalin katabolize eden Rhizobium vitis strainleri ile pozitif sonu¢ vermistir.
virE2PF/virE2PR primer seti, hem Rhizobium tumefaciens hem de bazi Rhizobium vitis
strainlerinde pozitif sonu¢ verdiginden, bu primer seti ile tiir diizeyinde spesifik bir
tanilamanin gergeklestirilemeyecegi goriilmiistiir. Tasarlanan pehA genine spesifik
PGF/PGR primer seti ile tiim patojenik olan ve patojenik olmayan tiim Rhizobium vitis
strainleri tanilanabilmistir, ancak tek basina patojenik Rhizobium vitis strainlerinin
tanilanmas1 miimkiin olmamigstir. Tasarlanan primerlerin hig biri farkli cins bitki patojeni
bakterilere karsi test edilmemistir. VisF/VisR primerleri ile sadece vitopin katabolize
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eden Rhizobium vitis strainleri tanilanabilmistir. Tasarlanan PGF/PGR primer seti,
Rhizobium vitis strainlerinin diger Rhizobium tiirlerinden ayriminda, VisF/VisR primer
seti ise vitopin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin tanilanmasinda pek ¢ok
arastirici tarafindan kullanilmstir.

Suzaki ve arkadaglart (Suzaki vd 2004), virC operonuna spesifik VCF2/VCR2,
VCF3/VCR3, VCF4/VCR4 ve VCF5/VCRS primerlerini tasarlamiglardir. VCF3/VCR3
primer seti ile c¢alismadaki tiim patojenik Rhizobium strainleri basariyla tespit
edebilmigstir. Diger primer setleri de tasarimlarinda esas aliman VCF/VCR (Sawada vd
1995) primer setinden daha basarili bulunmustur. Fakat VCF2/VCR2, VCF4/VCR4 ve
VCF5/VCRS primer setleri tiim patojenik strainlerin tespit edilmesinde bagarili
olamamistir. Tasarlanan primerler farkli cins bitki patojeni bakterilere karsi test
edilmemistir.

Kawaguchi ve arkadaglar1 (Kawaguchi vd 2005-b), Multipleks PCR yontemi ile
Rhizobium strainlerini tanilanmasina olanak veren 16S rDNA bolgesine ve virC genlerine
uygun primer setleri gelistirmislerdir. Ab3-F3/Ab3-R4 primer seti Rhizobium vitis
strainlerinin de dahil oldugu bazi Rhizobium strainlerindeki 16S rDNA bolgesinin bir
kismin1 amplifiye etmektedir. Ab3-F3/Ab3-R4 primer seti her ne kadar Rhizobium vitis
strainleri ile pozitif sonug vermis olsa da farkli Rhizobium tiirleri ile pozitif sonug¢ vermesi
bu primer seti ile tiir diizeyinde spesifik bir tanilama gergeklestirilemeyecegini
gostermistir. Patojenik Rhizobium vitis strainlerinin seciliminin Ab3-F3/Ab3-R4 ve
VCF3/VCR3 (Suzaki vd 2004) primer setlerinin birlikte kullanimi ile meydana gelen iki
farkl1 fragment ile miimkiin oldugu goriilmiistiir. Fakat patojenik Rhizobium vitis
strainleri tespiti, tek bir spesifik primer seti ile ger¢eklestirilememistir.

Szegedi ve arkadaslart (Szegedi vd 2005), Rhizobium vitis ve Rhizobium
tumefaciens strainlerinin PCR ile tanilanmasinda, VCF/VCR (Sawada vd 1995)
primerleri ve VisF/VisR (Szegedi ve Bottka 2002) primerlerinin yaninda tasarladiklar
oktopin katabolize eden Rhizobium strainlerindeki 6b genine spesifik TF/TR, nopalin
katabolize eden Rhizobium strainlerindeki 6b genine spesifik NF/NR, Rhizobium vitis
strainlerindeki tartarat dehidrogenaz genine spesifik ttuCfw/ttuCrev primerlerini
kullanilmistir. 1zole edilen Rhizobium strainlerinin tamami, VCF/VCR primer seti ile
pozitif sonu¢ vermis ve bu strainlerin Rhizobium tumefaciens straini oldugu
belirlenmistir. Ancak Rhizobium tumefaciens strainlerinin bazilarinin, Rhizobium vitis
strainlerindeki tartarat dehidrogenaz genine spesifik ttuCfw/ttuCrev primerleri ile pozitif
sonu¢ verdigi kaydedilmistir. Bu durum Rhizobium tumefaciens strainleri icin tipik
olmayan bir durumdur ve primer setinin giivenilirligini sorgulatmaktadir. NF/NR primer
setinin, nopalin katabolize eden Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium vitis strainleri ile
amplikon verdigi saptanmistir. Tasarlanan TF/TR primer seti, oktopin katabolize eden
Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium vitis strainleri ile test edilmis, ancak tiim oktopin
katabolize eden strainleri tespit etmek miimkiin olmamistir. Ortaya konan sonuglar,
tasarlanan  primerlerin  higbiri ile tiir diizeyinde spesifik bir tanilama
gergeklestirilemeyecegini gostermistir.

Pulawska ve Sobiczewski (Pulawska ve Sobiczewski 2005), toprak kokenli
timorijenik Rhizobium strainlerini tanilanmasini amaglayan tms2 genine spesifik tms2A,
tms2B, tms2F1, tms2R2 primerlerini dizayn etmislerdir. Dizayn edilen primerler
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aralarinda Rhizobium tiirlerinin de bulundugu, farkli toprak kokenli patojenlere karsi,
farkli kombinasyonlar ile denenmis, ancak hicbir kombinasyonda tiir veya cins diizeyinde
spesifik bir tani ve tespit gergeklestirilememistir.

Pulawska ve arkadaslar1 (Pulawska vd 2006), Rhizobium tiirlerini PCR ile
tanilamak amaciyla, 23S rDNA dizisine gore farkli primerler tasarlamislardir. UF
primeri, 23S rDNA dizisine spesifik ileri yonlii bir primer olarak tasarlanmis, tasarlanan
diger dort geri yonlii primer farkli bir Rhizobium tiiriine 6zgiin olacak sekilde dizayn
edilmistir. BIR primeri Rhizobium tumefaciens strainlerine, B2R primeri Rhizobium
rhizogenes strainlerine, AvR primeri Rhizobium vitis strainlerine, ArR primeri Rhizobium
rubi strainine spesifik tasarlanmistir. UF ileri yonlii primeri ile kullanilan B1R primeri ile
calismada kullanilan tim Rhizobium tumefaciens strainleri, AvR primeri ile tiim
Rhizobium vitis strainleri, ArR primeri ile tiim Rhizobium rubi strainleri spesifik bir
sekilde tespit edilebilmis, tiir diizeyinde tan1 ve tespit gerceklestirilebilmistir. UF ileri
yonlii primeri ile B2R primeri beraber kullanildiginda, bu primer kombinasyonunun farkl
Rhizobium cinsleri ile de pozitif sonug¢ verebildigi belirlenmistir. Bu yiizden UF/B2R
primer kombinasyonu ile Rhizobium rhizogenes strainlerinin spesifik bir sekilde
tanilanmas1 miimkiin goériilmemistir. Calismada kullanilan primer kombinasyonlari ile
patojenik Rhizobium tiirlerini ayirmak da miimkiin olmamaktadir.

Bini ve arkadaslar1 (Bini vd 2008-b), Szegedi ve Bottka (Szegedi ve Bottka 2002)
tarafindan tasarlanan PGF/PGR primer seti ve tasarladiklar1 virF' ve virD2 genlerine
o0zgiin VirFFi/VirFR, ve VirD2S4F716/VirD2S4R1036 primer setlerini kullanilarak,
caligsmalarindaki Rhizobium vitis ve Rhizobium tumefaciens strainlerinin ¢ogunlugunu
tanilayabilmislerdir. Bu {li¢ primer seti ile tanilanamayan strainlerin tanisi ig¢in farkli
genlere Ozglin farkli primer setleri gelistirilmis ve geg¢miste farkli arastiricilarin
tasarladig1 baz1 primerler kullanilarak bu strainlerin de tanist ve tespiti saglanmistir.
Calismada olumlu sonu¢ veren primer setleri VirD2A/VirD2C’, VirD2A/VirD2F,
VirFF1/VirFR2, VirD2S4F716/VirD2S4R 1036, PGF/PGR primer setleri olarak siralanabilir.
VirD2A/VirD2C’ ve VirD2A/VirD2F primer setleri ile patojenik Rhizobium strainleri,
VirFF1/VirFR> primer seti ile oktopin ve nopalin katabolize eden Rhizobium strainleri,
VirD2S4F716/VirD2S4R 1036 primer seti ile vitopin katabolize eden Rhizobium vitis
strainleri tanillanmigtir. PGF/PGR  primer seti ile Rhizobium vitis strainleri
tanilanabilmistir. OCTF/OCTR, NOPF/NOPR ve VisF/VisR primerleri ile Rhizobium
vitis ve Rhizobium tumefaciens strainlerinin hangi tip opin sentezledigi belirlenmeye
calisiimistir. Calismada test edilen primer setlerinden higbiri tek basina patojenik
Rhizobium vitis strainlerinin tespitine olanak vermemistir.

Lim ve arkadaslar1 (Lim vd 2009), Rhizobium vitis strainlerinin tanisi i¢in SCAR
primerler dizayn etmislerdir. AVSP3-1F/AVSP3-1R ve AVSNP-3F/AVSNP-3R primer
setleri, URP2R {iniversal pirin¢ primeri kullanilarak amplifiye edilen Rhizobium vitis
strainlerine spesifik pAVS3 DNA fragmentinin gen dizisi esas alinarak dizayn edilmistir.
AVSP3-1F/AVSP3-1R ve AVSNP-3F/AVSNP-3R primer setlerinin Rhizobium vitis
strainlerine spesifik oldugu saptanmistir. Lakin s6z konusu primer setleri sadece
patojenik Rhizobium vitis strainlerinin tanilanmasina olanak vermemektedir.
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Shams ve arkadaglar1, (Shams vd 2013) Rhizobium strainlerini genomik varyete
diizeyinde tanilamak amacuyla, her tiir veya genomovarin RecA dizisine spesifik primerler
dizayn etmislerdir. RecA gen dizileri, PCR yontemiyle dejenere F2898/F2899 primer seti
(Costechareyre vd 2010) kullanilarak amplifiye edilmis, amplikonlar dizi analizine tabi
tutulmustur. Elde edilen dizilerden, Rhizobiaceae familyasina 6zgiin F7386/F7387,
Rhizobium cinsine F8360/F8361, Rhizobium tumefaciens genomik varyetelerine 6zgiin
F6782/F6786, F6790/F6786, F8232/F8227, F8533/F8827, F8232/F8228, F8392/F8229,
F6788/F8413, F6784/F6786, F8359/F8230, F8232/F8231, FO033/F9034, Rhizobium vitis
tirline 6zgtin GO004/G0005, Rhizobium rubi tiirtine 6zgiin GO009/G0001, Rhizobium
larrymoorei tiirline 6zgiin FO9186/F9187, Rhizobium skierniewicense tiiriine 0zgiin
F9190/G0008, Rhizobium undicola tiirtine 06zgiin G0002/G0001 primer setleri
tasarlanmis ve bu primer setleri ile strainlerin tespiti gerceklestirilmistir. Rhizobium vitis
strainleri kendilerine spesifik tasarlanan G0004/G0005 primer seti ile tanilanabilmelerine
karsin, bu primer seti ile patojenik strainlerin ayrimi miimkiin olmamaktadir.

Farkl arastiricilar tarafindan Rhizobium vitis strainlerini tanilamak amaciyla pek
cok primer seti tasarlanmistir (Schulz vd 1993, Haas vd 1995, Eastwell vd 1995, Sawada
vd 1995, Kaufmann vd 1996, Herlache vd 1997, Szegedi ve Bottka 2002, Suzaki vd 2004,
Kawaguchi vd 2005-b, Pulawska ve Sobiczewski 2005, Szegedi vd 2005, Pulawska vd
2006, Bini vd 2008-a, 2008-b, Lim vd 2009, Shams vd 2013). Tasarlanan bu primerler
uzun yillar pek ¢ok farkli arastirici tarafindan kullanilmistir (Cubero vd 1999, Argun vd
2002, Genov vd 2006, Kumagai ve Fabritius 2008, Palacio-Bielsa vd 2009, Slater vd
2009, Costechareyre vd 2010, Kawaguchi 2011, Tolba ve Zaki 2011, Campillo vd 2012,
Hussam ve Katsunori 2012, Pulawska vd 2012-a, 2012-b, Pulawska ve Kaluzna 2012,
Rouhrazi ve Rahimian 2012, Shams 2012, Chebil vd 2013).

Real-Time PCR yonteminin; kolaylik, tekrarlanabilirlik, tan1 ve tespitlerin hizli,
giivenilir ve hassas sekilde gerceklestirilebilme, direkt bitkisel materyallerden tespit
yapilabilme, gibi 6zellikleri son yillarda bitki patojeni bakterilerin tani ve tespitlerini
gergeklestirmek amaciyla yontemin kullannominin  yayginlagmasinda onemli rol
oynamaktadir. Real-Time PCR ile giiniimiize kadar farkli bitki patojeni bakterilerin tani
ve tespitleriyle ilgili pek ¢ok calisma gerceklestirilmistir (Schaad vd 1999, 2000, 2002
Weller vd 2000, Van Beckhoven vd 2002, Salm ve Geider 2004, Cubero ve Graham 2005,
Berg vd 2006, Sayler vd 2006, Yilmaz ve Basim 2006, Basim ve Basim 2007, 2009, De
Bellis vd 2007, Benlioglu ve (f)zyllmaz 2007, Dreo vd 2007, Fanelli vd 2007, Lehman vd
2008, Luo vd 2008, Pirc vd 2008, 2009, Vandroemme vd 2008, Caplik ve Basim 2009,
Gudmestad vd 2009, Ha vd 2009, He vd 2009, Mohammadi vd 2009, Bozan ve Basim
2011, Cottyn vd 2011, Gottsberger 2011, Licciardello vd 2011, Oztiirk ve Basim 2011,
Johnson ve Walcott 2012, Gallelli vd 2014).

Tag Gali hastaligindan ari saglikli iretim materyali eldesi ve Tag¢ Gali hastalig1 ile
miicadelede erken donemde yapilan dogru, giivenilir ve hassas tan1 ve tespit biiyiikk 6nem
arz etmesine ragmen, Ta¢ Gali hastalik etmeni Rhizobium vitis’in Real-Time PCR ile
tanisina yonelik calismalarin sayis1 oldukga azdir. Rhizobium vitis’in Real-Time PCR ile
tanisina dair gergeklestirilen ¢alismalar 2008 yilinda Bini ve arkadaglar1 ve 2013 yilinda
Johnson ve arkadaglar1 tarafindan gergeklestirilen ¢alismalarla sinirlidir.
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Bini ve arkadaglar1 (Bini vd 2008-a), patojenik Rhizobium vitis strainlerinin tek
basma tespiti i¢cin virD2 geninin dizi analizi gergeklestirilmistir. Sekans analizi
sonucunda oktopin ve nopalin katabolize eden strainlerdeki virD2 gen dizisi ile vitopin
katabolize eden strainlerdeki virD2 gen dizisinin iki farkli dizi oldugu belirlenmis ve bu
dizilere spesifik iki farkli primer tasarlanmistir. VIRD59F26/VIRDS59R122 ve
VIRD62F23/VIRD62R135  primer setleri ile Multipleks Real-Time PCR
gerceklestirilerek farkli tiplerde opin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerin beraber
tanilamak miimkiin olmustur. Real-Time PCR ile tanilamada SYBR Green niikleik asit
boyasi kullanilmigtir. Strain ayrimi i¢in klasik PCR yonteminde, OCTF/OCTR ve
NOPF/NOPR (Bini vd 2008-b) primer setleri ile VisF/VisR (Szegedi ve Bottka 2002)
primer seti  kullamilmistir. Her ne kadar VIRDS59F26/VIRD59R122 ve
VIRD62F23/VIRD62R135 primer setleri aynt PCR reaksiyonunda kombine edilerek
Multipleks PCR gergeklestirildiginde, hem oktopin hem nopalin hem de vitopin
katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin tespit edilebildigi belirlenmis olsa da bazi
Rhizobium tumefaciens strainlerinden de bu primer setleri ile pozitif sonug alinabildigi
rapor edilmistir.

Johnson ve arkadaslar1 (Johnson vd 2013), Real-Time PCR yontemi ile patojenik
Rhizobium vitis strainlerini tespit etmeye calismislardir. Bini ve arkadaslar1 (Bini vd
2008-a) tarafindan tasarlanan, vitopin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerine ait
virD2 genine spesifik primer setlerinden elde edilen amplikonlar kullanilarak, virD2-
F/virD2-R ve virD2.Forl/virD2.Revl primer setleri dizayn edilmistir. Tasarlanan
primerler ile ¢alismada yer alan Rhizobium vitis, Rhizobium tumefaciens ve Rhizobium
rhizogenes tiirlerine ait tiim patojenik Rhizobium strainleri tespit edilebilmistir.

Bu calismada, asmada 6nemli kayiplara neden olan Rhizobium vitis’in, bakteriyel
hiicreden ve hastalikl1 bitki dokularindan LNA prob kullanilarak direkt tan1 ve tespitini
kisa siirede ve kesin olarak gergeklestirmek amaciyla Real-Time PCR yontemi
gelistirilmistir. Tiirkiye’den izole edilen Rhizobium vitis strainlerin arasinda vitopin
katabolize eden strainlere rastlanamamustir. Tasarlanan problar ve primer setlerini test
etmek amaciyla, nopalin katabolize eden ICMP 10753 ve vitopin katabolize eden ICMP
18522 strainleri Yeni Zelanda menseili “International Collection of Microorganisms from
Plants” (ICMP) kiiltiir koleksiyonundan tedarik edilip ¢alismaya eklenmistir. Fakat
gerceklestirilen Real-Time PCR analizleri neticesinde yurt disindan tedarik edilen ICMP
18522 straininin vitopin degil oktopin katabolize eden bir Rhizobium vitis straini oldugu
tespit edilmistir. Ileriki siirecte vitopin katabolize eden strainleri elinde bulunduran diger
aragtiricilardan vitopin katabolize eden strainin tedarik edilmesi icin ¢aba sarf edilmis,
ancak strain yurt disindan getirilememistir. Gelistirilen yontem ile primer ve problar
kullanilarak oktopin ve nopalin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin tani ve
tespiti bagariyla gergeklestirilmistir. Vitopin katabolize eden strainlerin tani ve tespitinde
kullanilmak iizere tasarlanan primer ve problar ise vitopin katabolize eden strainin tedarik
siirecinde yasanan sorunlardan otiirii gergeklestirilememistir. Ancak bu calismada
kullanilan Rhizobium vitis strainlerinde kullanildiginda vitopin straini olmadiklar: tespit
edilmistir.

Gelistirilen yontem LNA prob mimarisine sahip oldugundan, diger arastiricilar
tarafindan gergeklestirilen Real-Time PCR protokollerinden ¢ok daha hassas ve kesin
sonug vermektedir. Daha once klasik PCR yontemi ile oktopin straininin tani ve tespitinde
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amplifiye edilen bolge 475 bg, nopalin straininin tani ve tespitinde amplifiye edilen bolge
394 b¢ uzunlugundadir. Real-Time PCR yonteminde ise amplifiye edilen bolgeler
oktopin straini i¢in 62 bg, nopalin straini i¢in 78 b¢ uzunlugundadir. Vitopin katabolize
eden strainleri tan1lamak i¢in tasarlanan primerlerin amplifiye ettigi bolgeler ise 60-66 bg
arasinda degismektedir (Cizelge 3.6). Amplifiye edilmesi hedeflenen bdlgelerin kisa
olmas1 polimerizasyon reaksiyonu esnasinda tespit i¢in gerekli DNA amplifikasyonunun
daha kisa siirede gerceklesmesini saglamakta ve belirlenen PCR protokollerinde
dongiilerin daha kisa siirelerde tamamlanmasina olanak vermektedir. Rhizobium vitis’in
tan1 ve tespitinde kullanilan 42 dongiiliik klasik PCR yontemi 170 dakikada
tamamlanirken 37 dongiiliik Real-Time PCR yontemi 33 dakikada tamamlanmaktadir.
Ayrica Real-Time PCR sistemi PCR prosesinin bir bilgisayar aracilidi ile gercek zamanl
olarak kontrol edilebilmesine ve islemin istenildiginde sonlandirilmasimna olanak
verdiginden, sonu¢ dongiilerin tamamlanmasindan 6nce elde edilebilmektedir. Bu
arastirmada gergeklestirilen caligmalar neticesinde Real-Time PCR ile Rhizobium vitis’in
yaklasik 20-25 dakikada tanilanabildigi gorilmiistiir.

Klasik PCR yonteminde tespitin gerceklestirilmesi i¢in ortamda bulunmasi
gereken bakteri yogunlugu genellikle 5x10% ve 1x10* cfu/ml arasinda degistigi rapor
edilmistir (Haas vd 1995, Cubero vd 1999, Lim vd 2009). Real-Time PCR yonteminde
bakteri yogunlugu oktopin ve nopalin katabolize eden strainler icin 1 bakteri hiicresi
olarak tespit edilmistir. Yontemin hassasiyetinin bu denli yiiksek olmasi1 hastaligin belirti
gostermeyen asma baz materyallerinde ve hastaligin erken donemlerinde tespitine olanak
vermektedir. Bu da patojenin daha erken donemde teshisi ve daha erken miicadele
yontemlerinin uygulanmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Real-Time PCR yontemi ile olii bakteri tespiti de miimkiin olabildiginden bu
calismada Real-Time Bio-PCR yontemi kullanilarak sadece canli bakteri tespitinin
yapilmas1 saglanmis, hastalik etmeninin tespiti hakkinda daha giivenilir sonuglarin elde
edilebilmesine olanak saglanmstir.

Bunun yaninda Real-Time PCR Rhizobium vitis’in tespiti hem direkt hastalikli
asma dokusundan hem de asma Ozsuyundan basarili bir sekilde gergeklestirilmistir.
Direkt tespitin gergeklestirilebilmis olmast gelistirilen yOntemin bitki iginde
polimerizasyon reaksiyonunu inhibe edebilecek Dbilesenlere karsi hassasiyet
gostermediginin bir ifadesidir. Direkt bitki dokusundan tani ve tespit imkan1 Real-Time
PCR isleminin saglikli sonu¢ vermesi i¢in bakteriyel izolasyonun yapilmasi gerekliligini
ortadan kaldirmakta, sistemin uygulanabilirligini ve hizin1 biiyilik 6l¢iide arttirmaktadir.
Direkt bitki dokusunun gelistirilen sistemde kullanilabilmesi, tasinabilir Real-Time PCR
cihazlar1 ile tan1 ve tespit calismalarin direkt arazide veya laboratuvardan uzak
lokasyonlarda gerceklestirilmesinin 6niinii agmaktadir.
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6. SONUC

Giinlimiizde mevcut tarim alanlarinin sinirlarinin zorlanmis olmasi ve tarimsal
arazilerin miktarinin arttirilmasinin neredeyse imkansizlagsmasi, bilim c¢evrelerini
harekete gec¢irmis ve insanligi birim alandan daha fazla iiriin elde etme yoluna
gotlirmiistiir. Tarima elverisli topraklarin azalmasi, kullanilabilir su kaynaklarinin ¢evre
kirliligi ile oOzelligini yitirmesi, artan Diinya ve iilke niifusu ile birlikte
degerlendirildiginde, siirdiiriilebilir nitelikte, saglikli, giivenli ve yeterli gida iiretimiyle
gida glivenligi kaliteli bir yasam ortami1 olusturmak oniimiizdeki yillarda kritik 6nem arz
edecektir. Diinya’da son 30 yilda olusan bilimsel ve teknolojik gelismeler, 6zellikle
verimlilikte 6nemli artiglara neden olmustur. Tiirkiye’ de toplam bitkisel {iretim yilda 90
ile 100 milyon ton seviyelerinde gerceklesmektedir. Artik olagan dis1 faktorler haricinde
bu seviyelerin degismesi beklenmemektedir.

Anadolu cografyas1 {iziim yetistiriciligi bakimindan Diinya i¢in biiyiikk 6neme
sahiptir. Yer kiirenin bagcilik i¢in en elverisli iklim kusagi iizerinde bulunan Tiirkiye,
asmanin gen merkezi dahilinde olmasinin yani sira, son derece eski ve koklii bir bagcilik
kiiltiirine sahiptir. Bagciligin esas iirlinii olan iiziim olduk¢a genis bir kullanim alanina
sahiptir. Tiirkiye’deki toplam meyve {iiretiminin biiyiik bir kismini olusturan iiziim
kurutmalik ve sofralik olarak degerlendirilmekte, bir kisminin da sarap pekmez, sucuk,
pestil ve sirke gibi iirlinlerin iiretiminde kullanilmaktadir. Tiirkiye bagciligi ice doniik bir
yapiya sahiptir. Gergeklestirilen iiretimin biiyiik bolimii yurt icinde tiiketilmekte, ancak
kiiciik bir kismu ihracata konu olmaktadir. Ihracata konu olan kismin biiyiik bir boliimii
kuru tiziime aittir. Tiirkiye kuru {iziim {retiminde ve ihracatinda Diinya’da ilk siray1
almaktadir.

Ulkemizde ¢ok yillik bahge bitkileri tarrmina ayrilan alanlarin énemli bir kismi
bag alanlaridir. Tiirkiye’de Dogu Anadolu’nun yiiksek kesimleri ile Dogu Karadeniz sahil
seridi diginda kalan tiim bolgelerinde bagcilik yapilabilmektedir. Ulkemizde hem bag
iretim alani, hem de iiretim miktar1 yoniinden Ege Bolgesi birinci sirada gelmektedir.
Bag alan1 ve iiretim acisindan ikinci sirada gelen Akdeniz Bolgesi’nin, sahil kusagi
erkenci, yayla kesimleri ise orta ya da ge¢ mevsimde olgunlasan {iziim cesitlerinin
yetistiriciligi i¢in elverisli kosullara sahiptir. Yiiksek adaptasyon kabiliyetine sahip bir
bitki olan asmanin 6zellikle diger tarim tirlinlerinin yetistiriciligine uygun olmayan iklim
ve toprak kosullarina sahip alanlarin degerlendirilmesine olanak saglamasi bagciligin
onemini arttirmaktadir. Bagciligin yilin hemen hemen her aymda yogun is giicii
gerektiren bir faaliyet olmas1 ve iilkemizde énemli bir konu olan istihdama bir olciide
katkida bulunmasi agisindan da ayr1 bir 6neme sahiptir.

Diinya’da oldugu gibi Tiirkiye’de de son 50 yilda bag alanlarindaki degisim
incelendiginde bag alanlarinda 6nemli bir azalma oldugu goriilmektedir. Diinya bag
alanlarindaki azalisa ragmen {iretimdeki artisi, yeni bagcilik sistemine, biyoteknoloji ve
verimdeki artisa baglanmaktadir. Tiirkiye’de bu artigin yeterli diizeyde olmamasinin en
onemli sebeplerinden biri hastalik ve zararhilarin Tiirkiye’de verdigi =zararlar
gosterilebilir. Diinya’da oldukca genis bir alanda kiiltiirii yapilan asma, pek ¢ok patojene
kars1 hassastir. Baglarda, Ta¢ Gali hastaligi tiim Diinya’da ve iilkemizde bagcilig tehdit
etmektedir. S6z konusu hastaliklar ile miicadelede erken uyari, entegre ve biyolojik
miicadele sistemleri yaygin ve etkin hale getirilemedigi i¢in veya yetersiz miicadeleden
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dolay1, 6zellikle iklim kosullarimin hastalik gelismesi i¢in uygun, ancak kontrolii i¢in
elverissiz oldugu hallerde 6nemli iirlin ve gelisme kayiplart meydana gelmektedir

Baglarda meydana gelen hastaliklardan en Onemlilerinden biri Ta¢ Gali
hastaligidir. Ta¢ Gali hastalifi, Diinya ¢apinda liztim yetistiriciligi yapilan bolgelerin
hemen hemen tamaminda karsilagilan, ekonomik agidan en yikicr hastaliklardan biridir.
Baglarda Tag¢ Gali hastaligina neden olan bakteriyel hastalik etmeni Rhizobium vitis tir.
Hastalik, asmanin ist aksaminda tiimorler ve asma koklerinde nekrotik dokular ile
kendini gosterir. Rhizobium vitis, asmada odun borular1 ile iist aksamlara tasinmakta ve
cesitli faktorler ile yaralanmig bitki {ist aksamindaki hasarli dokularda tiimor
olusturmaktadir. Ta¢ Gali hastalik etmenlerine karsi etkili bir miicadele yonteminin
olmamasindan dolayi, iklim kosullarinin hastalik gelisimi i¢in uygun oldugu bolgelerde,
Rhizobium vitis 6nemli verim ve gelisme kayiplarina neden olmaktadir. Ta¢ Gali hastalig
halen yiiriirlikte olan, I¢ Karantinaya Tabi Bitki Hastalik ve Zararlilar1 Hakkinda
Tebligine gore ililkemizde i¢ karantinaya tabi hastaliklardan biridir. Rhizobium vitis’in
asmalarda da sistemik olarak zarar yapmasi ve hastalikla bulasik vejetatif ¢ogaltma
materyali kullanimi ile hizli olarak yayilabilmesi, asma gibi ticari olarak tiimiiyle as1
yoluyla ¢ogalan bitkilerde bu patojenin yol agtig1 verim ve kalite kayiplarinin boyutunu
ayni hizla artirmaktadir. Bu durum bagciligin 6nemli bir kolu olan fidancilik i¢in 6nemli
bir tehlike arz etmektedir. Ciinkii hastalik etmeni belirti vermeden iiretim materyalleri
vasitasi ile genis alanlara yayilabilmekte ve erken donemde fidanliklarda olusabilecek
urlar fidan 6liimlerine sebep olabilmektedir. Ta¢ Gali ile enfekteli ¢ogaltma materyali ile
tesis edilecek bir bag ileri donemlerde yok olma tehlikesiyle karsi karsiya
kalabilmektedir. Asma oliimlerinden veya tesis edilmig bir bagin bu nedenle elden
cikmasindan dolay1 olusacak maddi kayip goz Oniine alindiginda hastaliktan ari materyal
kullaniminin ne kadar biiyiik bir 6nem arz ettigi daha iyi anlasilabilir. Ancak Ta¢ Gali
hastaligindan korunmada sadece temiz tiretim materyali kullaniminin yeterli olmadigi da
asikardir. Ciinkii hastalik etmeni Rhizobium vitis, hastalikli asma artiklarinda ve hatta
diger bitki artiklarinda dahi canliligin1 uzun yillar siirdiirebilmektedir.

Bakteriyel patojenlerin tan1 ve tespitinde ge¢misten giiniimiize kadar
kullanilagelmis pek cok farkli yontem bulunmaktadir. Bu yontemlerden baslicalar
hastalikli bitki materyallerinden besi ortamlarina izolasyon, fidelerde belirti izleme
yontemi, test bitkilerine inokiilasyon yontemi, bakteriyofaj yontemi, serolojik yontemler,
biyokimyasal yoOntemler, protein elektroforezi, mikroorganizmalarin yag asidi
kompozisyonunun belirlenmesi, mikroskopi ve genetik farkliliklarin esas alindigi modern
biyoteknolojik yoOntemlerinden olan niikleik asit hibridizasyonu, AFLP, RFLP,
sekanslama, PFGE, klasik PCR ve Real-Time PCR yontemleri olarak siralanabilir.
Giiniimiizde niikleik asit temelli yontemler diger yontemlerle gore oldukca hizli ve
giivenilir olmasindan otiirii daha fazla tercih edilmektedir. PCR, patojenlerin tan1 ve
tespitinde yeni bir ¢1gir agmis, hedef DNA parcacigini ¢ogaltarak, bir patojenin varligi
yoklugu c¢ok daha kisa siirelerde tespit edilebilir hale gelmistir. PCR’da sicaklik
dongiilerini olusturmak i¢in kullanilan termal dongii cihazlarinin hassas 6l¢iim aletleriyle
birlestirilmesi, Real-Time PCR olarak adlandirilan yeni bir yontemin gelismesine neden
olmustur. Real-Time PCR’da olusan amplikonlarin miktar1 reaksiyon esnasinda es
zamanl olarak takip edilebilmektedir. Bu sayede artik gen kopya iiriinlerinin diizeylerini
sayisal degerlere doniistiirerek 6lgmek ve PCR esnasinda es zamanli olarak reaksiyonun
gidisine miidahalede bulunmak miimkiin hale gelmistir. Real-Time PCR sisteminde,
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amplikonlarin agaroz jel elektroforezi ile ayrilmasi, DNA fragmentlerinin ultraviyole 11k
altinda goriintiilenmesi gibi islemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Real-Time
PCR, tam ve tespitlerin hizli, giivenilir ve hassas sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt
bitki dokularindan tani ve tespitin gerceklestirilmesine olanak vermesi ile One
cikmaktadir. Real-Time PCR analizlerinde, diziye 6zgiin olmayan floresan boyalar veya
belirli bir diziye spesifik problar kullanilmaktadir. Giliniimiizde kullanilan en gelismis
prob sistemlerinden biri spesifik baglanmalar i¢in en uygun prob konformasyonunu
saglayan ve probun spesifik diziye afinitesini maksimize eden LNA prob sistemdir. LNA
problara ait diziler, Real-Time PCR ile yapilan diger ¢alismalarda kullanilan problarin
dizilerinden uzunluk olarak daha kisa tasarlanabildiginden prob dizisinin kendi icinde
baglanmasi olasilig1 ortadan kalkmakta ve reaksiyonun daha kisa siirede sonuglanmasi
miimkiin olmaktadir.

Bu calismada, asmada hastalik olusturan bakteriyel patojenlerden Rhizobium vitis
ele alinmis, patojenin hizli tani ve tespiti i¢in etkili, hassas ve kesin sonug elde edilebilen
molekiiler bazli bir yontem gelistirilmistir. Real-Time PCR yontemin kolaylig1, tani ve
tespitlerin hizli, giivenilir ve hassas sekilde gerceklestirilebilmesi, direkt bitki
dokularindan tespit yapilabilmesi, bitki patojeni bakterilerin tan1 ve tespitlerini
gerceklestirmek amaciyla son yillarda yontemin kullaniminin yayginlagsmasinda énemli
rol oynamistir. Bu calisma ile Real-Time PCR yonteminin énemi ve hassasligi bir kez
daha ortaya konulmustur.

Patojenik Rhizobium vitis strainlerinde bulunan, oktopin sentaz, nopalin sentaz,
vitopin sentaz, virD2 ve iaaM gen bdlgelerine ait diziler kullanilarak primer setleri ve bu
setlere uygun problar tasarlanmistir. Tasarlanan primer setleri ve problar kullanilarak
oktopin ve nopalin katabolize eden Rhizobium vitis strainleri Real-Time PCR yontemi ile
tanilanmigtir. Tiirkiye’den izole edilmis Rhizobium vitis strainlerinin tamaminin oktopin
katabolize eden Rhizobium vitis strainleri oldugu saptanmistir. Vitopin katabolize eden
Rhizobium vitis straini temin edilemediginden vitopin katabolize eden strainlerin tani ve
tespitinde kullanilmak iizere tasarlanan primer setleri ve problar ile tespit
gerceklestirilememistir. Tan1 ve tespitlerde uygulanan PCR protokolleri optimize edilerek
analizin yaklagik 20 ila 25 dakika i¢inde sonuglanabilir nitelige kavusmasi saglanmstir.
Termal erime egrileri ile primer setleri ve problar ile gerceklestirilen amplifikasyonlarin
tek bir diziye spesifik oldugu gosterilmistir. Gelistirilen primer setleri ve problar farkl
bakteri tiirleri ve farkli Rhizobium tiirlerine kars1 test edilerek olusturduklart
reaksiyonlarin sadece Rhizobium vitis tiirlerinin oktopin ve nopalin katabolize eden
strainlere has oldugu belirlenmistir. Tasarlanan primer ve problarin saf bakteri
DNA’sindan ve direkt bakteri hiicresinden hassasiyet limitleri tespit edilmis, 1 bakteri
hiicresinin dahi tespit edilebildigi gosterilmistir. Real-Time Bio-PCR yontemi ile sadece
canli bakterilerin yontem ile tek basina tespit edilebildigi saptanmustir.

Bu calismada gelistirilen primer setleri ve problar ile Real-Time PCR yontemi,
Rhizobium vitis’in kesin ve giivenilir tan1 ¢alismalarina 6nemli katki saglanmistir. Tani
ve tespitin Real-Time PCR sistemi ile olusturulmus olmasi hastaliga dair tan1 ve
tespitlerin arazide gerceklestirilmesine olanak vermekte ve sistemin ziraat gibi
uygulamal1 bir bilim dalindaki kullanilabilirligini ve ¢ok yonliiliigiinti biiylik olgiide
arttirmaktadir

141



Gelistirilen yontemin yayginlastirilmasi sonucunda kisa stirede Rhizobium vitis ile
bulagik iiretim materyallerinin tespiti miimkiin olabilecek, fidan iiretiminde ve sonucta
bitkisel liretimde temiz iiretim materyali kullanimi1 saglanarak Ta¢ Gali hastalik etmeninin
olusturacag1 kayiplarin 6niine gecilmesine biiyiik katki saglanacaktir. Rhizobium vitis
karantinaya tabi bir hastalik etmeni oldugu icin yurtdisindan gelen iiretim materyallerinin
kisa ve etkili olan LNA prob kullanilarak Real-Time PCR yontemiyle kisa bir siirede
bitkilerin taranmasi 6nem arz etmektedir. Bu sayede iilkemizde bulunmadig: belirlenen
nopalin ve vitopin katabolize eden Rhizobium vitis strainlerinin, iilkemize tiiretim
materyali ile girisi Onlenebilecektir. Rhizobium vitis strainlerinin hastalikli dokularindan
alinan 6rneklerden tespitinin kolay ayn1 zamanda pratik bir sekilde gergeklestirilebilmesi
saglanmis olmasi hastaligin tan1 ve tespiti kadar epidemiyolojisinin saptanmasinda da
Onem arz etmektedir.

Ta¢ Gali, asmalarda goriilen en tehlikeli hastaliklardan biridir ve iiretimi biiyiik
Olclide sinirlamaktadir. Bu c¢alismada, Rhizobium vitis’in hizli ve giivenilir tanisini
gerceklestirebilmek igin primer ve prob gelistirilmis ve Ta¢ Gali hastalik etmenini
hastalikli dokulardan ve baz materyallerinden kesin ve giivenilir tespiti saglanmistir. Bu
calisma ayrica kantitatif olarak asma baz materyallerinin Rhizobium vitis’in oktopin ve
nopalin strainlerinin belirlenmesi ile ilgili ilk calismadir. Bu c¢alismada uygulanan
kantitatif Real-Time PCR islemi ile olusturulan regresyon egrileri (Sekil 4.16, Sekil 4.17)
sayesinde oktopin ve nopalin strainleri ile asma baz materyallerinin bulasiklilik oranlarini
ortaya ¢ikarilabilme olanagi da saglanmistir. Bu sayede Ta¢ Gali’nin olusturacagi zarar
en aza indirgenebilecek ve bu konuda daha genisletilmis arastirmalarin ortaya ¢ikmasina
katki saglanabilecektir.
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