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ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Farkh Konukcu Bitkilerden izole Edilen Agrobacterium tumefaciens Izolatlarinin
Fenotipik ve Genotipik Karakterizasyonu

Isolation and Identification of Agrobacterium tumefaciens Strains From Different Hosts In
Turkey

Eda GEYLANI YUZBASIOGLU', Yesim AYSAN?

Ozet

Bu ¢alismada, 2008-2011 yillar1 boyunca 4 farkli ilde 10 farkli konukg¢u bitkiden tipik ur belirtisi gosteren enfekteli
bitki drnekleri toplanmistir. Toplanan enfekteli bitki dokularindan toplam 174 bakteri izolat1 elde edilmistir. Elde
edilen izolatlarin patojenisite testlemeleri havug (Daucus carota L.) dilimi, kalonse (Kalanchoe daigremontiana),
domates (Solanum Iycopersicum L.) ve ay¢igegi (Helianthus annus L.) fideleri lizerinde yapilmistir. Patojenisite
testleri sonucunda 414 re-izolat elde edilmis olup, bu izolatlar arasindan 138 re-izolat detayli ¢aligmalarda
kullanilmak iizere secilmistir. Se¢ilmis olan tiim izolatlar klasik ve molekiiler yontemlerin sonuglarma gore
Agrobacterium tumefaciens olarak teshis edilmistir. Test edilen 138 izolat ve 6 referans izolatin tamami kalonge
bitkisi ve havug dilimi {izerinde tipik ur belirtilerine neden olurken, bu izolatlar arasindan 67 izolat domates
bitkisinde, 61 izolat ise ay¢icegi bitkisi tizerinde tipik ur belirtisi olugturamamustir. Bu tez kapsaminda 3-ketolaktoz
iretimi, % 2’lik NaCl’de biiytime, 35°C’de gelisme, litmus milk’de reaksiyon, eritritol ve melezitozdan asit
olusturma, malonik asit, L-tartarik asit ve mucic asitten alkali olusturma, demir amonyum sitrat kullanimi, sitrat
kullanimi, PDA+CaCO;s besiyerinde asit temizleme, potasyum hidroksit testiyle gram reaksiyon ve oksidaz testi
kullanilmistir Yapilan morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlere gore, test edilen izolatlardan 3 tanesi disinda,
izolatlar arasinda 6nemli farklilik gézlenmemistir. Bu izolardaki farklilikta s6zkonusul38 izolat arasindan 48
izolat detayli ¢aligmalar icin secilmis, genetik profilleri REP PCR, ERIC PCR, BOX PCR ve RFLP teknikleri
kullanilarak analiz edilmistir. Bildigimiz kadariyla, seftali, erik, kiraz, armut, trabzon hurmasi, mese ve kalonse
bitkilerinden bu etmenin tilkemizdeki varligi ilk kez bu ¢alismayla ortaya konmustur. Elde edilen sonuglar farkli
konukgulardan elde edilen Agrobacterium. tumefaciens izolatlarinin benzerlik ve farkliliklarini ortaya koymustur.
Sonug olarak, 5 ana grupta, 8 farkli kiime ve 26 6zgiin profile sahip 34 genotip belirlenmistir. Izolatlar ile konukgu
bitki ve cografik bolge arasinda iligki kurulamamastir.
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Abstract

During 2008-2011 growing season, 148 infected plant samples, showing tumor (gall) symptom, were collected
from ten different host plants in 4 different province of Turkey. Total of 174 bacterial isolates were obtained from
infected samples. Pathogenicity tests were conducted on carrot (Daucus carota L.) slice, kalonche (Kalanchoe
daigremontiana), tomato (Solanum lycopersicum L.) and sunflower (Helianthus annus L.) seedlings. From
pathogenicity tests, 414 isolates were re-isolated and total of 138 bacterial re-isolates were selected and used in
further studies. All these selected isolates were identified as Agrobacterium tumefaciens according to classical and
molecular identification tests. Although all 138 isolates caused typical galls on kalonche and carrot slices, 67
isolates on tomato and 61 isolates on sunflower seedlings were failed to cause typical gall symptoms. In the study,
3-ketolactose production, growth in 2% NaCl, development at 35°C, reaction in litmus milk, acid formation from
erythritol and hybridis, alkali formation from malonic acid, L-tartaric acid and mucic acid, use of iron ammonium
citrate, use of citrate, acid clearing in PDA+CaCO3 medium, gram reaction with potassium hydroxide test and
oxidase test were used. Apart from three isolates, no major differences were observed among the bacterial isolates
tested according to morphological, physiological and biochemical tests. Among thesel38 isolates, 48 bacterial
isolates were selected and their genetic profiles were analyzed by using REP PCR, ERIC PCR, BOX PCR and
RFLP techniques. As far as we know, peach, plum, cherry, pear, persimmon, oak and kalonchoe from the plants
in our country, the presence of these factors has been demonstrated in this study for the first time. This study
clearly showed the differences and similarities of the bacterial isolates of Agrobacterium tumefaciens obtained
from different host plants. As a result, 34 genotypes in 5 main group and 8 different clusters, 26 unique profiles
were determined. With isolates of different host plants and geographic areas can be concluded that the relationship
between the genotyped.

Keywords: Agrobacterium tumefaciens, Pathogenicity tests, Specific PCR, Genetic profiling, RFLP
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1. Giris

Tiirkiye, 6zellikle baz1 meyve tiirlerinin iiretiminde 6nemli bir konumda bulunmaktadir (7ablol). Kayist ve
kiraz {iretiminde diinya siralamasinda ilk siradaki yerini uzun yillardir korumaktadir. Diger birgok meyvenin
iiretiminde ise diinya ¢apinda ilk 10 siralamasindadir (Anonim, 2011). Ulkemiz, ¢ok cesitli ekolojik dzellikler
bakimindan siis bitkileri yetistiriciligine de son derece uygundur. Ayn1 zamanda birgok siis bitkisinin gen
kaynagidir. Bu nedenle, kesme ¢igek iiretimi basta olmak iizere, dis mekan siis bitkilerinde yeni tiirlerin {iretimi
ve ihracati iizerinde ¢alisilmaktadir. Giil {iretimi ise 2012 yilinda % 6.1 oraninda artarak siis bitkileri arasinda %
10.4’e ulagsmistir (Anonim, 2012).

Tablol. Tiirkiye’de bazi meyve tiirlerinin iiretim miktarlart (Anonim, 2011)
Tablel. Production means of some fruit species in Turkey (Anonim, 2011)

Uriin Uretim (Milyon Ton)
Elma 2.680.075

Kayisi 676.138

Seftali 545.902

Kiraz 438.550

Armut 286.382

Erik 268.696

Trabzon hurmasi 28.295

Meyve fidanciliginda ekonomik kayba neden olan birgcok hastalik etmeni vardir. Bu hastaliklar i¢inde en
onemlilerinden biri de kok ve kdk bogazi uru hastaligina sebep olan Rhizobium radiobacter (Agrobacterium
tumefaciens, Smith ve Townsend, 1907) adli bakteriyel etmendir (Lippincot ve ark, 1980). Son yillarda
taksonomide meydana gelen degisimlerden Agrobacterium cinsi de etkilenmistir. Bu cins igerisinde yer alan
tiirlerin bir kism1 Rhizobium cinsine dahil edilmistir (Slater ve ark., 2009).

Kok ve kok bogazi uru hastaligr tiim diinyada yaygin olarak goriilmekte ve bir ¢ok tirlinde ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Ozellikle fidanliklarda etkili olan bu hastalik, enfekteli bitkilerin pazarlanabilirligini ortadan
kaldirmaktadir (Lippincott ve ark., 1983). Hastalik etmeni olan Agrobacterium tiimefaciens, gram negatif, toprak
kokenli bir bakteri olup genellikle dikotiledon, bazen de monokotiledonlarda olmak iizere 93 farkli familyadan
643 konukg¢uda ur olusturabilmektedir. Hastalik etmenin, en yaygin olarak goriildiigii bitki tiirlerinin basinda, kiraz,
seftali, vigne, erik gibi sert ¢ekirdekli meyveler; elma, armut gibi yamusak ¢ekirdekli meyveler; ceviz, badem gibi
sert kabuklu meyveler; asma ve ¢esitli siis bitkileri gelmektedir ( Lippincott ve Lippincott, 1975; De Cleene ve De
Ley, 1976).

Ulkemizde hastaligin sert ve yumusak gekirdekli meyve agaglarinda varligi ¢ok uzun yillardan beri
bilinmektedir. Karaca (1977)' nin bildirdigine gore hastalik ilk defa izmir’de seftali, erik ve ayva agaglarinda,
sonra Edirne’de visne, elma ve armut agaglarinda goriilmistiir. Daha sonra yapilan arastirmalar hastaligin
Tiirkiye nin hemen her yoresinde mevcut oldugunu ortaya koymustur. Ege Universitesi’nde yapilan bir doktora
calismasinda Oden (1991) Istanbul ve izmir illerinde siis bitkilerinde yaptig1 incelemelerde Chrysanthemum spp.
(Krizantem) ve Rosa spp. (Giil)’da Agrobacterium tumefaciens’in neden oldugu kok bogazi uru hastaliginin
varligini saptamistir. Dogu Akdeniz bdlgesinde 2000°li yillarin baslarinda ise Aysan ve Sahin (2003) tarafindan
giillerde Agrobacterium tumefaciens’in neden oldugu bir hastalik epidemisi rapor edilmistir. Ayni yillarda Aysan
ve ark., (2003) Ninfa ¢esidi kayisilarda (Prunus armeniaca) Agrobacterium tumefaciens’in neden oldugu kok ve
kok bogazi uru hastaligina dikkat cekmis ve Dogu Akdeniz bolgesinde yayildigini bildirmistir. Bozkurt ve Soylu
(2011), Hatay ili elma bahgelerinde kdk bogazi uru hastaliginin belirlenmesi ile ilgili bir caligma yapmislardir.
Ayrica etmenin endofitik ve epifitik bakteriler ile miicadelesi ilgili bir ¢aligmalari da bulunmaktadir (Soylu ve
Bozkurt, 2019).

Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’nin teknik talimatnamesine gore, 2006 yilina kadar Agrobacterium
tumefaciens, toleransi sifir, cok tehlikeli ve hizla yayilan karantina etmenleri arasinda yer almaktayd: (Anonim,
2006). Hastalik etmeni, bu yildan sonra, iilkemizde yaygin olarak bulundugu gerekgesiyle karantina listesinden
cikarllmistir. Agrobacterium vitis ise halen karantina listesinde yer almaktadir (Zirai Karantina Y dnetmeligi, 2009).
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Hastaligin 6zellikle bulasik tiretim materyali ile temiz bolge ve tilkelere tasindigi bilinmektedir. Bu nedenle en
onemli tedbirlerden biri de hastaliksiz iiretim materyali kullanmaktir (Peluso ve ark., 2003). Hastaligin diinyadaki
durumu, yayilis1, konukeu dizini {izerine pek ¢ok ¢alisma yapilmistir. Ulkemizde de hastaligi varlig1 ve tanisi
iizerine ¢alismalar bulunmaktadir. Ancak, meyve bahgelerinden ve fidan iiretim alanlarindan elde edilen
Agrobacterium tumefaciens izolatlarinin yillara, izole edildigi konukguya, yoreye ve yere (bahge veya fidanlik)
gore molekiiler diizeyde karsilastirilmas: yapilmamuistir.

Hastalik etmeni hem toprak hem de bulagik iiretim materyali ile tasimabilmektedir. Bu nedenle hastaligin
inokulum kaynagmin belirlenmesi olduk¢a giic olmaktadir. Hastalik daha ¢ok bahge kosullarinda zarar
olusturdugundan hastaligm fidanhiklardan geldigi iddia edilmektedir. Ozellikle hastalikla bulasik bu alanlar
nedeniyle bahge sahipleri ve fidan iireticilerinin mahkemelik davalarda karsi karstya gelmesi sik¢a rastlanilan bir
durumdur. Ancak hem toprak hem de iiretim materyali ile taginan hastalik etmeninin esas inokulum kaynagini
belirlemekte giicliiklerle karsilagilmaktadir. Ayn1 zamanda uzun siiren mahkeme asamalar siiresince hastalikla
bulasik bitkiler {iretim alan1 igerisinde tutuldugundan Agrobacterium tumefaciens 6zellikle sulama suyu, toprak
tasinmast ile daha genis alanlara yayilabilmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda fidanliklardan izole edilen izolatlarla {iretici bahg¢esindeki hasta bitkilerden elde edilen
izolatlar arasindaki benzerlik belirlenerek bulasikligin fidandan m1 yoksa bahge topragindan mi kaynaklandig:
ortaya konarak mahkemelik davalara faydali olabilmek amaglanmistir. Farkli bélgelerden ve farkli konukgulardan
elde edilen izolatlar karsilastirilarak izolatlar ve konukgu bitki arasindaki iliski degerlendirilmistir. Ayrica izolat
elde edilen bolgeler ile izolatlar arasinda farklilik var m1 sorusuna yorum getirilmeye ¢alisiimistir.

2.Materyal ve Metot
2.1. Calisma Materyali

Calismanin ana materyalini Izmir ve Burdur illerindeki fidanliklardan, Adana ve Mersin illerinde ticari iiretim
yapilan meyve bahgeleri ve fidan {iretimi ve satiginin yapildigi yerlerden 10 farkli konukgudan toplanan urlu
orneklerden izole edilen 138 adet Agrobacterium tumefaciens izolati ve referans izolatlar olusturmustur. Bunun
disinda gesitli kimyasallar, sarf malzeme ve saksilar da materyal olarak kullanilmistir.

Ayrica Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Bakteriyoloji Laboratuvari kiiltiir
koleksiyonunda bulunan erikten izole edilen D9b, elmadan izole edilen Ma4b, kirazdan izole edilen K1e, kayisidan
izole edilen Kal/2b (Aysan ve ark., 2003), giilden izole edilen Giil43 ve Giil55 (Aysan ve Sahin, 2003) kodlu
Agrobacterium tumefaciens izolatlar karsilastirma kiiltiirii olarak kullanilmustir.

Fidanliklardan hasta 6rnek toplamak i¢in topraktan fidanlarin sokiim zamani olan Subat ayi tercih edilirken
meyve bahgelerinden hasta 6rnek toplamak igin ise urlarin olusmaya bagladig1 bahar aylarinda ziyaret edilmesi
tercih edilmistir. 2008-2011 yillar1 arasinda, Adana, Mersin ve Izmir illerindeki fidanlik, meyve bahgesi ve siis
bitkisi serast olmak tizere yaklagik 1000 dekarlik alan ziyaret edilmistir. Fidanliklardan 113, meyve bahgelerinden
20 ve siis bitkisi seralarindan 15 urlu 6rnek olmak iizere toplam 148 hasta bitki toplanmistir (7ablo 2).

Tablo 2. 2008-2011 yillar: arasinda farkl illerden toplanan bitki sayilar
Table 2. Plant numbers collected from different provinces between 2008-201 1

Toplanan Urlu Bitki Sayisi

Yer Fidanlik Meyve Bahgesi  Siis Bitkisi Uretim Yeri ~ Toplam
Izmir 72 - - 72
Adana 37 16 15 68
Mersin - 4 - 4
Burdur 4 - - 4
Toplam 113 20 15 148

2.2. Agrobacterium tumefaciens’ in izolasyonu ve Tamsi

Bu caligmada, araziden toplanan ve laboratuvarimiza posta yoluyla gonderilen 148 adet urlu 6rnekten, ur
belirtisi gostermeyen trabzon hurmasi, kiraz ve kayist koklerinden genel bakteriyolojik yontemlere gore
izolasyonlar yapilmistir (Moore ve ark., 2001). Urlardan izolasyonlarda {i¢ farkl1 besi yeri (King B, PDA ve 1A)
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kullanilmistir. Agirlikli olarak kok ve govde kisimlarinda meydana gelen urlardan izolasyon 6rnekleri aliirken,
heniiz kuruma belirtisi gostermeyen taze, krem rengi ve aktif olan urlar segilmistir. Urlu 6rnekler st kismi
soyularak alttaki canli kisimlardan kii¢lik pargalar alinmistir. Altta kalan kisimda yer yer kivrilmalar oldugu ve
bunlarin tek bir odak noktasinin bulundugu gézlenmis, bu beyaz renkli noktalara izolasyon materyali olarak
kullanilmistir. Urlu bitkilerin yan1 sira ur belirtisi gdstermeyen trabzon hurmasi, kiraz ve kayisi 6rnekleri de
alinarak izolasyon yapilmustir. Urlu bitkilerde de oldugu gibi, list kabuk dokusu kaldirildiginda altta kalan dokunun
kivrilarak yuvarlak sekil aldigi goriilmiis, bisturi ile bu kisimlar alinip izolasyonda kullanilmistir. Urlardan
izolasyonlarda ii¢ farkli besi yeri ,King B (Horuz ve Aysan, 2018), PDA ve 1A kullanilmistir (Moore ve ark.,
2001).

2.3. Patojenite Testleri ve Re-Izolasyonlar

Urlu 6rneklerden ve hastalik belirtisi gdstermeyen dokulardan izole edilen bakterilerin patojenite yetenekleri
domates (Solanum lycopersicum L.), kalonse (Kalonchoe daigramontiana), aygigegi (Helianthus annus) fideleri
ve havug (Daucus carota) dilimlerinde testlenmistir (Moore ve ark., 2001).inokule edilen bitkiler iklim odasinda
(25°C ve 16 saat 151k ve 8 saat karanlik) 21 giin inkiibe edildikten sonra ur varligi/yoklugu yoniinden
degerlendirilmistir (Minnemeyer ve ark., 1991). Ur olusumu gozlenen bitkilerden yeniden izolasyon yapilarak re-
izolatlar elde edilmis ve Koch Postulatlarinin asamalari tamamlanmistir. Havug dilimlerinde patojenite
caligmalarinda, King B besiyerinde 25 °C’de 2 giin gelistirilmis bakteri kiiltiirii steril kiirdanla havug dilimlerinin
yiizeyine inokule edilmistir. Steril suyla nemlendirilmis petriler 25 °C’de inkubasyona birakilmis olup araliklarla
petrilere steril kagitlar nemli kalacak sekilde steril saf su eklenmistir. Petriler inokulasyondan 2 hafta sonra ur
varligi/yokluguna gore degerlendirme yapilmstir.

2.4. Agrobacterium tumefaciens’ in Klasik Yontemlerle Tanisi

Hastalik belirtisi gostermeyen hurma, kiraz, kayis: fidanlarindan ve 148 urlu bitkiden izole edilen 138
Agrobacterium izolatinin klasik yontemlerle tanisi yapilmistir. Sonuglart degerlendirmek i¢in daha 6nceden
Agrobacterium tumefaciens olarak tanilanmis alt1 referans izolat da kullanilmistir. Kullanilan testler; 3-ketolaktoz
iretimi, % 2’lik NaCl’de biiytime, 35°C’de gelisme, litmus milk’de reaksiyon, eritritol ve melezitozdan asit
olusturma, malonik asit, L-tartarik asit ve mucic asitten alkali olusturma, demir amonyum sitrat kullanim, sitrat
kullanimi, PDA+CaCQOjs besiyerinde asit temizleme, potasyum hidroksit testiyle gram reaksiyon ve oksidaz testidir
(Moore ve ark., 2001).

2.5. Agrobacterium tumefaciens’e Spesifik PCR (Polimerase Chain Reaction) ile Izolatlarin Molekiiler
Tanist

Agrobacterium tumefaciens izolatlarinin DNA izolasyonu De Boer ve Ward (1995)’a gore yapilmistir. Daha
sonra % 1’lik agaroz jel elektroforez ile total genomik DNA varlig1 kontrol edilmistir. izole edilen DNA’lar -
20°C’de muhafaza edilmistir. 6 farkli primer seti segilen 36 izolat i¢in kullanilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Agrobacterium tumefaciens’e spesifik PCR primerleri
Table 3. PCR primers specific to Agrobacterium tumefaciens

Primerler DNA Bant Biiyiikliigii Kaynak
(bp)
Tms2a: 5’-CGCCACACAGGGCTGGGGTAGGC-3’ Pulawska ve
Sobiczewski, 2005
Tms2b: 5’GGAGCAGTGCCGGGTGCCTCGGGA-3’ 220
VirAl: 5’>-TTCAGTCGCGCAAGC AGT T-3’ 480 Eastwell ve
k.,1995
VirA2: 5’-CGGCAATTCGTATCACGGA -3’ ark.,199
Widel: 5°-AAG TCG TCG AGA TAC TGT TT -3’ Dong ve ark., 1992
Wide2: 5’-TAT GAT ACC TTA AGC AGA TG -3’ 180

PCR tiiptine DNA toplam hacmi 25 pl olan reaksiyon karigimi olarak eklenmistir (Sawada ve ark., 1995).
Primerleri dizayn eden arastiricilar tarafindan belirlenen ve spesifik PCR programlar1 kullanilarak
amplifikasyonlar gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinden jel elektroforezi yapilmigtir (Pionnat ve ark.,
1999). Marker olarak 100 bp’lik ve 1 kb’lik DNA isaretleyicileri kullanilmistir. Son asamada jel oda sicakliginda
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etidyum bromid ile boyanmis ve UV-transliminatérde goriintiillenmistir. Agrobacterium tumefaciens’e spesifik
primerlerle yapilan PCR ¢aligsmalari ii¢ kez tekrarlanarak bantlarin tekrarlanabilir oldugu ortaya konmustur.

2.6. Izolatlarin Genotipik Akrabalik Seviyelerinin Belirlenmesi

Agrobacterium tumefaciens izolatlar1 arasindaki genotipik akrabaligi arastirirken REP-PCR (Repetitive
Extragenic Palindromic-PCR), ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR), BOX-PCR
(Box Element-PCR) ve PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) yontemlerinden faydalaniimustir.
On farkli konuk¢udan, dort farkli ilden, 2006-2011 yillarinda, 23l meyve bahgesinden, 22’si fidanliktan, {i¢ii giil
iiretim serasindan izole edilen ve klasik testlerde farklilik gosteren 48 izolat segilerek kullanilmigtir

REP-PCR primeri olarak REP 1R: 5’-IIIICGICGICATCIGGC-3’ve REP 2I: 5’-ICGICTTATCIGGCCTAC-3’
primer ¢ifti, ERIC-PCR primeri olarak ERIC IR: 5’-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’, ERIC 2: 5’-
AAGTAATGACTGGGGTGAGCG-3’primer ¢ifti ve BOX-PCR primeri olarak BOX AlR 5’-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’ kullanilmistir (Versalovic ve ark, 1994).

REP, ERIC-PCR ve BOX-PCR’da PCR tiipiine hacmi 25 pl olan reaksiyon karisimi olarak eklenmistir. BOX-
PCR’da ise PCR tiipiine (Rademaker ve Brujin, 1997). Tiiplerin tizerine 10 ul mineral yag eklenerek tiipiin agz1
stkica kapatilarak thermal cycler cihazina yerlestirilmistir.

ERIC ve BOX-PCR programlar1 Rademaker ve Brujin (1997)’e gére REP-PCR programi Nielsen ve ark.,
(2008)’a gore amplifikasyonlar gerceklestirilmistir. Elde edilen PCR iiriinlerinden % 2’lik agaroz jele yiiklenmis
ve elektroforezde 100 volt akimda ii¢ saat jel yiiriitiilmiistiir (Pionnnat ve ark., 1999). Marker olarak 100 bp’lik ve
1 kb’lik DNA isaretleyicileri kullanilmigtir. Son agsamada jel oda sicakliginda etidyum bromid ile boyanmig ve
UV-transliminatorde goriintiilenmistir. ERIC-PCR, REP-PCR, BOX-PCR caligmalar1 {i¢ kez tekrarlanarak
bantlarn tekrarlanabilir oldugu ortaya konmustur.

2.7. RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphizm)

Bu yontemde saf olarak ¢ogaltilmis bakteri kiiltiirlerinden izole edilen DNA’larin restriiksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesilip agaroz jel elektroforez ortaminda ayristirildiktan sonra elde edilen farkli uzunluktaki DNA
pargaciklarinin olusturdugu bantlarin analizine gore yapilmistir. Metot, iki asamada gerceklestirilmistir: Birinci
asamada, oncelikle FGPSe: 5’-GGAGAGTTAGATCTTGGCTCAG-3’ FGPS1509’: 5’-
AAGGAGGGGATCCAGCCGCA-3 primerleri ile izolatlarin PCR’1 yapilmustir. ikinci agamada, elde edilen PCR
iriinii Oger ve ark., (1998)’nin 6nerdigi Hpa II, Alu I, Hae III enzimleri ile kesilerek izolatlar arasi farklilik ve
benzerlikler ortaya konmaya ¢aligilmustir.

Oger ve ark., 1998’¢ gore hazirlanan ve PCR karisimi ve programi kullanilarak amplifikasyonlar
gerceklestirilmigtir. Elde edilen 10-12 pl PCR firiinleri 1X TAE tamponla hazirlanmis % 2’lik agaroz jel
elektroforezde 100 volt akimda {i¢ saat yiiriitiilmiistiir (Pionnat ve ark., 1999). Marker olarak 100 bp’lik ve 1 kb’lik
DNA isaretleyicileri kullanilmistir. Son agamada tanktan dikkatlice alinan jel oda sicakliginda etidyum bromid ile
boyanmis ve UV-transliminatdrde goriintiilenmistir.

Bir sonraki agsama olan PCR firiinlerinin enzimle kesilmesi i¢in, reaksiyon karigimlar1 Oger ve ark., 1998’¢
gore hazirlanmistir. PCR tiipiine toplam hacmi 15 pl olan reaksiyon karigimi olarak eklenmis ve thermal cycler
cihazima yerlestirilmistir. Uretici firmanin énerileri dogrultunda Alu I ve Hpa II (Fermantas) enzimleri iceren PCR
tiipleri, 1 saat, Hae III (Fermantas-Fast Digest) iceren PCR tiipleri ise 5 dk 37 °C’de thermal cycler cihazinda
inkiibasyona birakilmistir.

Elde edilen enzimle kesilmis PCR iiriinlerinden 10-12 ul alinip 1X TAE tamponla hazirlanmis % 2°lik agaroz
jel elektroforezde 100 volt akimda ii¢ saat yiiriitiilmiistiir (Pionnat ve ark., 1999). Marker olarak 100 bp’lik ve 1
kb’lik DNA isaretleyicileri kullanilmistir. Son asamada jel oda sicakliginda etidyum bromid ile boyanmis ve
boylece segilen 48 izolat igin bantlar UV-transliminatdrde goriintiilenmistir.

2.8. Genotipik Akrabalik Seviye Belirleme Analizlerinin Degerlendirilmesi ve Dendogram Olusturulmasi

REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR ve PCR-RFLP yontemleri sonucu 48 izolat i¢in elde edilen bant profilleri
ile SPSS Cluster analizine gore dendogram olusturulmustur. Dendogramda yer alan ve en az iki izolatin
olusturdugu filogenetik topluluk kiime olarak tanimlanmigtir. Dendogram iginde diger izolatlar ile iligkisiz bireysel
profilleri olan izolatlar ise terminolojiye gore 6zgii profil olarak adlandirilmistir. Dendogramdaki kiime sayist ve
0zgii profilin toplam1 genotip sayisi olarak ifade edilmistir. Dendogramda yer alan izolatlar arasindaki benzerlik
iligskisi Tenover ve ark., (1997)’na gore yapilmustir.
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3. Arastirma Sonuclar ve Tartisma

Yapilan ¢alismada, biyokimyasal testler ve patojenite test sonuglaria gore, 2008-2011 yillar1 arasinda Adana,
Mersin, Burdur ve Izmir illerinden toplanan on farkli konukcudan (erik, seftali, kiraz, kayisi, elma, trabzon hurmasi,
armut, giil, mese, kalonge) 174 adet bakteri izolat1 elde edilmis ve 138 izolatin patojen oldugu belirlenmistir (7ablo
4).

Tablo 4. Patojen olarak belirlenen Agrobacterium tumefaciens izolatlarinin illere ve konukculara gire
dagilimi
Table 4. Provinces and hosts of pathogenic Agrobacterium tumefaciens sytains

Yer izolat Sayin  Konukgu

Izmir 78 Erik, kayist, kiraz, elma, armut

Adana 54 Erik, kayisi, kiraz, seftali, armut, trabzon
hurmasi, kalonge, mese, giil

Mersin =~ 4 Kayisi, seftali

Burdur 4 Trabzon hurmasi, seftali

Toplam 138

Calismada kullanilan 138 adet re-izolatin tiimii biyokimyasal testlerde karsilastirma amagh kullanilan alti
referans kiiltlir de benzer reaksiyonlar vermistir. Sadece PDA+CaCOs besi yerinde dort izolatin (Bad.17, Bad.25,
Alal, Ala2 kodlu izolatlar) asit temizleme yetenegi pozitif oldugu belirlenmistir. Sonug¢ olarak morfolojik,
fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglaria gore tiim izolatlar Agrobacterium tumefaciens olarak tanilanmustir.

Sozkonusu 138 Agrobacterium tumefaciens izolatin ve 6 referans izolatin DNA’s1 izole edilmis ve % 1’lik
agoroz jel elektroforezde yiiriitiilerek total genomik DNA varlig1 tespit edilen bantlarla saptanmistir.

Agrobacterium izolatlarinin tiire spesifik primerlerle yapilan molekiiler tanisinda, tiim izolatlar1 tantyan tek bir
primer seti mevcut degildir. Bu nedenle 3 farkli primer seti kullanmistir. Agrobacterium tumefaciens’e spesifik
PCR testlerinde Tms2a-Tms2b, VirA1-VirA2 ve Widel-Wide2 primer ¢iftlerinin kullanimmin uygun oldugu
saptanmustir (Sekil I).

M45 67 8 910 11 12 1314 1516 17 18 1920 P N M

a b c
Figure 1. Bands in PCR study with Tms2a and Tms2b(a), VirA1l and VirA2(b), Widel and Wide2(c) primers
Sekil 1. Tms2a ve Tms2b(a), VirAl ve VirA2(b), Widel ve Wide2(c) primerleriyle yapilan PCR ¢alismast
sonucunda ortaya ¢tkan bantlar

Tms2a-Tms2b primerleri kullanilarak 123 izolat 220 bp’lik bant, VirA1-VirA2 primerleri kullanilarak 124
izolat 480 bp’lik ve Widel-Wide2 primerleri kullanilarak 135 izolat 180 bp’lik bant olusturmustur. Wide1-Wide2
primerleri izolatlarimizin % 94’inii tanirken, VirA1-VirA2 primerleri izolatlarimizin % 86’sin1, Tms2a-Tms2b
primerleri izolatlarimizin % 85’ini tanimistir. Bizim ¢aligmamizda bu ii¢ primer seti i¢inden en basarili olanin
Widel-Wide2 primer seti oldugu saptanmistir.

Segilen primerlerle 144 izolatin PCR’1 3 kez pozitif sonug¢ alinacak sekilde yapilarak jel goriintiilemede
goriintiilenmistir. Ancak tiim primerler tim izolatlarda amplifikasyon gostermemistir. Toplamda 144
Agrobacterium izolatimin 101 tanesi {i¢ primer ¢iftiyle yapilan PCR’da pozitif sonug verirken 36 izolat iki farkli
primer ¢iftiyle yapilan PCR’da pozitif sonu¢ vermistir. Sadece yedi izolatimiz tek bir primer giftiyle yapilan
PCR’da bant olusturmustur. Bu sonuca gore, 2008-2011 yillar1 arasinda Adana, Mersin, Burdur ve izmir illerinden
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toplanan on farkli konukc¢udan izole edilen 138 adet izolat ve 6 referans kiiltiiriin spesifik PCR testi ile tanisi
desteklenerek Agrobacterium tumefaciens olduklari teyit edilmistir.

Tiim izolatlar arsindan segilen 48 adet Agrobacterium tumefaciens izolatlariyla yapilan REP-PCR (Sekil 2),
ERIC-PCR (Sekil 3), BOX-PCR (Sekil 4) ve PCR-RFLP’de (Sekil 5) agaroz jelde farkli bantlarin olusturdugu
polimorfizm belirlenmigtir. Bu ¢alismada kullanilan primerler bakterilerin genomik DNA’lar1 {izerinde farkli
bolgelere baglanarak amplifiye olmus ve agaroz jelde farkli biiyiikliikte bant olusumuna neden olmustur.

M1 2 3 45 6 78 9101112131415P M

Figure 2. Bands in REP-PCR genetic profiling technique
Sekil 2. REP-PCR genetik profilleme teknigi ile olusan bantlar

M 1920 21 22 23 24 25262728 2930 3132 33 3435 36 37 383940 M
.

Figure 3. Bands in ERIC-PCR genetic profiling technique
Sekil 3. ERIC-PCR genetik profilleme teknigi ile olusan bantlar

M1 2 4 111416 18 40414344 46N M

Figure 4. Bands formed by BOX-PCR genetic profiling technique
Sekil 4. BOX-PCR genetik profilleme teknigi ile olusan bantlar
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Figure 5. Bands formed by PCR-RFLP genetic profiling technique
Sekil 5. PCR-RFLP genetik profilleme teknigi ile olusan bantlar

Genotipik karakterizasyonun saglikli ve kesin olabilmesi i¢in tiim genotipik analizlerin verileriyle meydana
gelen dendogramin incelenip yorumlanmasi gerekmektedir. Genotipik olarak birbirine en yakin akraba olan iki
izolat (C-1 ve C-2) birbirine % 97.54 oraninda benzerlik gdsterirken aralarindaki farklilik % 2.46 oranindadir.
Birbirine en uzak izolatlar bile % 96.4 oraninda birbirine benzerlik gostermistir. Bu biiyiik benzerlik oran1 tim
izolatlarin ayni tiir oldugunun da gostergesidir.

Dendogramda toplamda 8 kiime, 26 6zgii profil olmak {izere 34 genotip ortaya ¢ikmistir. Dendogramin
kiimelesme orant yani kiime igindeki izolat sayisinin toplam izolat sayisina orani 22/48 8§ (0.458)’dir.
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Dendogramda yer alan en biiyiik kiime yedi en kiigiik kiime ise iki izolattan olugmaktadir. Dendogramda yer alan
kiimeler ve 6zgii profiller Sekil 6’da verilmistir.
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Figure 6. Dendogram formed by isolates of Agrobacterium tumefaciens in all molecular tests

Sekil 6. Tiim molekiiler testlerde Agrobacterium tumefaciens izolatlarinin olusturdugu dendogram

]
0

Bu bulgular incelendiginde; ayn1 il, ky veya bahgeden alinan 6rneklerin dendogramin farkli boliimlerinde yer
alabildigi, ¢ok farkli yerlerden alinan 6rneklerin ise ayni alt grup veya ayni kiimede olabilecegi saptanmuistir.
Ozellikle ayni kiimede bulunan izolatlar birbirine son derece yakin akraba olan aym inokulum kaynagindan
bulasmis ve yayilmis drnekler olarak degerlendirilebilir. Fakat tim kayis1 veya seftali izolatlar1 bir kiimede veya
bir alt grupta toplanmamuistir. Bu nedenle izolatlar-konukgu bazinda bir iligki olmadig: belirlenmistir.

Dendogramda iki ana grup ve bunlardan farkli olarak {i¢ izolatin bulundugu ii¢ 6zgii profil goriilmektedir. Bu
ozgil profillerin elde edildigi yer incelendiginde biri Mersin (C-8) ve diger ikisi Izmir ilinden (C-9 ve C-21) izole
edilen izolatlardir. Bunlarin farkli bir inokulum kaynagindan yayilmis olabilecegi diistiniilmiistiir.

Birinci ana grupta yer alan tek alt grupta bulunan dokuz izolatin altist Adana’dan iigii Izmirden izole edilmistir
(Tablo 5).

Ikinci ana grupta iki farkli alt grubun yer almasi iki farkli inokulum kayna@i olabilecegi diisiincesini akla
getirmektedir. Benzer sekilde, ikinci ana grubun ikinci alt grubunda yer alan 14 izolatin 11’1 Adana’dan, ikisi
Mersin ve biri Izmir’den elde edilmistir. Bu izolatlarin dokuzu bahgeden besinin fidanliktan izole edilmis olmasi
fidanlik-bahge arasindaki bulagsmay1 gostermektedir.

Boylece toprak kokenli olan bu etmen fidanlik topragina bulastiktan sonra o toprakta yetistirilen tiim bitkilere
(farkli tiir veya cesitlere) kolaylikla bulasabilmekte ve farkli bolgelere yapilan fidan ticaretiyle yeni alanlara
inokulum taginabilmektedir. Bu durum ¢ok uzun yillardir bilinmesine ragmen bu ¢alismada hastaligin bulasik
fidanlarla yeni alanlara geldigi iddias1 molekiiler testlerle kanitlanmaistir.
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Tablo 5. Genotipik karakterizasyona gore olusturulan dendogramda yer alan kiimeler ve bu kiimelere dahil
olan ozgii profiller
Table 5 Clusters in the dendogram formed according to genotypic characterization and specific profiles
included in these clusters

Kiime Numarasi Ana kol izolat sayis1 Kiimeye dahil olan izolatlar
Ozgii profil 1.0las1 inokulum kaynagi 1 Mersin, Bahge, Kayist (C-8)
Ozgii profil 2.0las1 inokulum kaynag1 1 Izmir, Fidanlhk, Elma (C-9)
Ozgii profil 3.0Olas1 inokulum kaynagi 1 [zmir, Fidanlhk, Kayis1 (C-21)
1. Ana Grup (4. inokulum kaynagi)

1. Kiime ) Izmir, Fidanhk, Seftali (C-13),

{zmir, Fidanlik, Giil (C-14)
Izmir, Fidanhk, Elma (C-10),

2. Kiime 2 Adana, Fidanlik, Kiraz (C-29)
Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Erik (C-5)
Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Erik (C-16)
Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Erik (C-26)
Ozgﬁ profil 1 Adana, Bahge, Armut (C-27)
Ozgii profil 1 Adana, Bah¢e, Armut (C-28)
2. Ana Grup (5. inokulum kaynag)
. Adana, Sera, Giil (C-44
1. Kiime 2 Adana, Sera, Gill Ec-45;
. Adana, Fidanlik, Erik (C-31
2. Kiime 2 Adana, Bahge, Erik (c(-47) :
. Adana, Sera, Giil (C-18
3. Kiime 2 izmir, Fidanlik, El(rik (0219)
Adana, Bahge, Erik (C-6)
Adana, Bahge, Kalonge (C-7)
[zmir, Fidanhk, Armut (C-22)
4. Kiime 7 Izmir, Fidanhk, Kiraz (C-23)
Izmir, Fidanhk, Kiraz (C-24)
1. Alt Grup Adana, Bahge, Seftali (C-37)
Burdur, Fidanlik, Seftali (C-39)
Ozgii profil 1 [zmir, Fidanlhk, Elma (C-11)
Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Erik (C-15)
Ozgii profil 1 Izmir, Fidanhk, Erik (C-20)
Ozgii profil 1 Adana, Fidanlik, Erik (C-30)
Ozgii profil 1 Adana, Fidanlik, Kayis1 (C-38)
Ozgii profil 1 Burdur, Fidanlik, Hurma (C-40)
Ozgii profil 1 Mersin, Bahge, Erik (C-41)
Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Kiraz (C-42)
Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Elma (C-43)
1. Kiime ’ Adana, Bahge, Seftali (C-1)

Mersin, Bahge, Seftali (C-2)

Adana, Fidanlik, Hurma (C-32)
2. Kiime 3 Adana, Fidanlik, Hurma (C-33)

Adana, Bahge, Seftali (C-32)

Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Erik (C-3)
Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Erik (C-4)

2. Alt Grup Ozgii profil 1 izmir, Fidanlik, Elma (C-12)
Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Erik (C-17)
Ozgii profil 1 Adana, Bahge, Erik (C-25)
Ozgii profil 1 Adana, Fidanlik, Kiraz (C-35)
Ozgﬁ profil 1 Adana, Bahge, Mese (C-36)
Ozgii profil 1 Mersin, Bahge, Kayisi (C-46)
Ozgii profil 1 Adana, Fidanlik, Kiraz (C-48)

TOPLAM 34 Genotip

4.Sonucg

Cok sayida farkli konuk¢uda ur olusturabilen, kendine 6zgii hastalik olusturma mekanizmasi nedeniyle
izolasyonu diger bakteriyel etmenlerden daha zor olan Agrobacterium tumefaciens bakterisinin dort farkli ilden
(Adana, Burdur, Izmir ve Mersin) toplanan urlu bitkilerden izolasyonu, patojenitesi, klasik bakteriyolojik teknikler
ve molekiiler tanistyla izolatlar arasindaki genotipik iligkinin ortaya konmasi amaciyla bu ¢alisma yapilmistir.
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Calisma sonucunda elde edilen izolatlar 13 farkli biyokimyasal ve fizyolojik teste tabi tutulmus olup sadece
PDA+CaCOs besi yerinde asit temizleme testinde izolatlar arasinda farklilik goriilmistiir. Bolge izolatlar1 ve
karsilastirma kiiltlirlerini igeren tiim izolatlar arasinda sadece ii¢ izolat bu besi yerinde asit olusturmustur.
Morfolojik olarak farkli goriilen bir ¢ok izolatin ise biyokimyasal ve fizyolojik testlerde farklilik géstermedigi
belirlenmistir. Sonuglar referans izolatlarin sonuglartyla da karsilastirilmig ve birbiriyle uyumlu oldugu
gdzlenmistir.

Izolatlarin patojenitesi domates (Solanum lycopersicum L.), kalonse (Kalonchoe daigremontiana), aygicegi
(Helianthus annus) fidelerinde ve havug (Daucus carota) dilimlerinde testlenmistir. Referans izolatlarda dahil
olmak iizere izolatlarin tamami havug ve kalonse fidelerinde ur olustururken bu say1 aygicegi fidelerinde 83,
domates fidelerinde ise 77’dir. Patojenite ¢alismalartyla tiim izolatlarin ur olugturabildigi saptanmistir. Bu durum
konukgular arasinda patojenite agisindan farklar oldugunun gostergesidir. Ozellikle taze urlardan elde edilen
izolatlar 2 haftada ur olusturmaya baslamigken urlarin gelisim hizi da digerlerine oranla daha fazladir. Bazi
izolatlarin ise 2 ayda ¢ok kii¢iik urlar olusturabildigi saptanmistir. En basarili sonug¢lar havug dilimleri ve kalonge
bitkilerinde gézlenmistir.

Calismanin molekiiler testlerle ilgili kisminda 144 izolatin Agrobacterium cinsine (VirA1-VirA2 ve Widel-
Wide2 primer c¢iftleri) ve Agrobacterium tumefaciens’e (tms2a-tms2b primer ¢ifti) spesifik PCR’1 yapilmistir.
Baslangigta kullanilan alt1 ¢ift primerden {igiinde beklenen bantlar olusmamis ve basarili olan {i¢ primer ¢iftinin
kullanimina karar verilmistir. Ancak bu {i¢ primer de baz1 izolatlarla amplifikasyon gostermemistir.

Calismada tiim izolatlar i¢inde 123 adedi tiimor biiyiikliigiinii diizenleyen genlerle kontrol edilen, Ti-
plazmiddeki T-DNA bolgesinindeki tms  bolgesini  taniyan  Agrobacterium  tumefaciens’i  diger
Agrobacterium’lardan kesin olarak ayiran tms2a ve tms2b primerleri ile bant olusturmustur. Ti-plazmidin
ribozomal kisminda yer alan ve virulenslik genlerinden VirA ile kontrol edilen 16S ve 23S rDNA bdlgelerini ve
bu bolgeler arasinda kalan intergenik bdlgeyi taniyan VirAl ve VirA2 primerleri ile yapilan PCR’da 124 izolat
bant olusturmustur. Ti ve Ri plazmidlere 6zgli Widel ve Wide2 primerleriyle ise 135 izolat bant olusturmustur.
Boylece klasik test sonuglari desteklenmistir. Ek olarak Agrobacterium tumefaciens ile yapilan PCR
calismalarinda en iyi sonucu veren primerlerin Ti-plazmide 6zgii primerler oldugu, kromozomal DNA’ya 6zgii
PCR primerlerinin Rhizobium’larla Agrobacterium’lar arasindaki farki kagirabilecegi tespit edilmistir. Ayrica
¢alismada kullanilan PCR primerleri opin tiplerini belirlemede yeterli olmamustir.

Izolatlar arasinda secim yapilmis ve 48 izolat secilerek, sadece bakterilerde kullanilan genotipik profilleme
teknikleri olan PCR-RFLP, Rep-PCR, Eric-PCR ve Box-PCR metodlarina tabi tutulmustur. Temel prensipleri ayni
olan, program ve primerlerde farklilik gosteren bu ii¢ testin dendogramlari ayr ayr1 yapilmis ve daha sonra tek bir
dendogram haline getirilerek yorumlanmistir. Bu testleri uygulama asamasinda Rep-PCR’in izolatlar
kiimelemede en etkili teknik oldugu disiiniilmiistiir. Bu testlerin ardindan PCR-RFLP analizi uygulanmis olup
burada amag belli gruplara ayrilan izolatlarin restriksiyon enzimleri olan Hpa II, Alu I, Hae Il ile kesilerek farkli
yerlerde amplifikasyon elde edilmesiyle izolatlarin ¢ok daha fazla sayida alt gruba ayrilmasidir ancak bu
enzimlerle yapilan uygulama ¢ok etkili olamamustir.

Bu caligma kapsaminda farkli konukgulardan elde edilen izolatlarin birbirine olan genotipik akrabaliklar ile
hastaligin bir konuk¢udan digerine gegis olasiliklar1 yani izolatlar ve konukgu arasindaki iligki ortaya konmustur.
Tiim dendogram sonuglar1 birlikte yorumlanacak olursa; Farkli yillarda, farkli konukgulardan ve farkli illerden
alian drneklerden izole edilen bakterilerin ayn1 grup hatta, ayni alt grupta yer aldig1 yani genetik olarak benzerlik
gosterdikleri saptanmistir. Bununla birlikte, aynt bah¢eden alinan 6rneklerden elde edilen iki izolatin farkli
gruplarda yer aldig1 belirlenmistir. Bu 6rnekler bize hastaligin, bu kadar farkli bolgelerden illere yayilmasinin
ancak bulasik fidan ile tasinmayla miimkiin olabildigini bir kez daha gostermistir.

Tesekkiir

Bu galisma doktora tezinden hazirlanmis olup Cukurova Univ. Bap tarafindan ZF2009D22 numarali proje ile
desteklenmistir.
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