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OZET: Bu galisma, Tokat ili baglarinda asma ur hastaliginin bulunma oranimin belirlenmesi ve hastalik
etmeni Rhizobium vitis’in tanilanmas1 amaciyla yapilmistir. 2015 yilinda Haziran-Eyliil aylarinda Tokat ili
Merkez, Pazar, Turhal, Zile, Erbaa ve Niksar il¢elerinde bulunan baglarda siirvey calismalar1 yapilmistir.
Toplanan hastalikli bitki drneklerinden elde edilen izolatlar Gram reaksiyon, Oksidaz, PDA+CaCO; ve %2
NaCl besi yerinde gelisme, Demir amonyum sitrat kullanimu gibi klasik bakteriyolojik tanilama testler ve
molekiiler (PCR) analizler ile tanilanmislardir. Yapilan siirvey calismalarinda 2015 yilinda 6 ilgede, 49
koydeki 238 bagda tarama yapilmis ve 23 koyde 42 bagdan toplam 297 adet 6rnek toplanmistir. Hastalikli
omcalardaki urlu dokulardan toplam 150 adet bakteri izole edilmistir. Klasik bakteriyolojik tanilama ve PCR
analizi testlerine gore 44 adet izolat Rhizobium spp. olarak, 34 tane izolat ise Rhizobium vitis olarak
tanilanmugtir. ilgeler bazinda hastaligin bulunma oranina bakildiginda %30 oran ile en yiiksek bulagiklik
Turhal ilgesinde belirlenmistir. Bunu sirastyla %14,81 oram ile Zile, %12,34 ile Erbaa, %11,26 bulasiklik
orani ile Niksar takip etmistir. Tokat Merkez’de %7,24’°liikk bir bulasiklik tespit edilirken, Pazar ilgesinden
toplanan Orneklerde hastalik etmenine rastlanilmamistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda, Tokat ilinde
asmalarda Rhizobium vitis ile bulasikligin %75,65°lik bir bulunma orani ile biiyiik bir 6neme sahip oldugu
gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler — Vitis vinifera, Rhizobium vitis, asma ur, TOKAT, yayginlik.

Prevalence and Characterization of Crown Gall Disease Agent Rhizobium
vitis in Vineyards of Tokat Province

ABSTRACT: This study was carried out to determine the prevalence of grape crown gal disease in Tokat
province and to identifity the causal agent Rhizobium vitis. Survey was conducted in the vine yards, located at
Merkez, Pazar, Turhal, Zile, Erbaa and Niksar districts of Tokat province in June-September, 2015. The
isolates obtained from diseased plant samples were identified by classical bacteriological diagnostic tests
(Gram reaction, Oxidase, growth on PDA + CaCO; and 2% NaCl nutrient media, and Iron ammonium citrate
use) and molecular (PCR) analyses. In 2015 growing period, surveys were conducted in 238 vineyards
located in 49 villages in 6 districts and 297 samples were collected from 42 vineyards in 23 villages. A total
of 150 bacteria were isolated from the gall tissues of diseased samples. Based on the classical bacteriological
diagnosis and PCR analysis tests results, 44 isolates were identified as Rhizobium spp. 34 out of 44 isolates
were identified as Rhizobium vitis. When the districts were taken into account, the highest infection rate was
determined in Turhal with a rate of 30% and followed by Zile, Erbaa and Niksar with 14,81%, 12,34% and
11,26% infection rates respectively. While there was a 7,24% infection in the Central district of Tokat, no
cases of disease were found in the samples collected from Pazar district. Based on the results of the study, It
was observed that Rhizobium vitis has great importance with 75,65% prevalence rate.
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1. Giris

Uziim Diinya’da, 7 155 211 ha alanda, 77 181 122 ton iiretim miktar1 ile en fazla iiretilen
meyvelerin basinda gelmektedir (FAO, 2015). Kiiltir asmasmin (Vitis vinifera L.)
anavatanlari icerisinde yer alan Anadolu’da, bagciigin gecmisi M.O. 3500 yillarina kadar
dayanmakta olup, Tiirkiye bagcilik tarimi agisindan Diinya’da énemli iilkelerden birisidir.
Tirkiye 2015 yil1 verilerine gore, Diinya’da 467 092 ha bag alani ile besinci, {izlim tiretim
miktar1 bakimindan ise 3 650 000 ton ile altinci sirada yer almaktadir (Anonim, 2016).

Ulkemizin énemli bagcilik bolgelerinden birisi de Tokat’tir. Tokat ilinde 6 218 hektarlik
alandan yaklasik 35 902 ton {iziim iretilmekte olup, bolgede yaklasik 8 000-10 000 ton
civarinda salamuralik yaprak toplanmaktadir (Anonim, 2015). Bolgede yas iiziim; sofralik,
siralik  (pekmez, kome, tarhana, sirke vb.) olarak ve alkolli icki {iretiminde
degerlendirilmektedir. Bolgede yapilan ¢aligmalarda 44 iiziim ¢esidinin yetistigi saptanmis
olsa da, yogun olarak yetistirilen {iziim ¢esidi Narince’dir (Cangi ve ark., 2005; Kili¢c ve
ark., 2007; Celik ve ark., 2010). Bolgede baglar 230 m ile 1100 m rakimlar1 arasinda yer
almakta olup, bu durum iklimden kaynaklanabilecek zararlarin olusmasina ve hastaliklarin
yayllmasina neden olabilmektedir.

Gliniimiizde bagciligin gelismesini tehdit eden 6nemli hastaliklardan birisi de Rhizobium
vitis’in neden oldugu asma ur hastaligidir. Ilk kez Cavara (1897) tarafindan bildirilen
hastalik etmeni Bacillus ampelopsarae olarak isimlendirilmistir. Daha sonra,
Agrobacterium tumefaciens olarak isimlendirilen etmen taksonomik calismalar sonucunda
Agrobacterium vitis olarak isimlendirilmistir (Ophel ve Kerr, 1990). Giiniimiizde ise
Rhizobium vitis olarak adlandirilmaktadir (Young ve ark., 2001; Saygili ve ark., 2014).
Asma ur hastaligi, asmanin toprak iistii kisminda meydana gelir. Etmen iletim demetlerinde
ilerleyerek hizli bir sekilde ur olusumuna devam eder ve topraga yakin bolgelerde olusur.
Urlu bitkiler genellikle zayif siirgiin gelisimi gosterir ve ileriki agsamalarda siirgiin kurumasi
ve dliim gerceklesir. Ozellikle don olaylari ur olusumunu oldukca etkilemekte ve dnemli
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Etmen toprakta birka¢ yil canliligini siirdiirebilir.
Bitki 6z suyu, toprak, sulama suyu, yagmur damlalari, bocekler, budama makaslar1 gibi
yollarla ¢cok kolaylikla diger saglikl1 bitkilere de bulasabilir (Kiisek ve Aysan, 2008).
Ulkemizde I¢ Anadolu Boélgesi'nde Argun ve ark. (2002), Mersin, Gaziantep,
Kahramanmaras ve Hatay illerinde Kiisek (2007), Konya Hadim, Bozkir ve Giineysinir
ilgelerinde Esitken ve ark. (2012), Trakya, Ege, i¢ Anadolu ve Dogu Anadolu bélgelerini
kapsayan 9 ilde Canik-Orel ve ark. (2016) tarafindan yapilan galismalarla asma ur hastalig
ortaya konulmustur.

Tokat ilinde ise 2014 yilindan itibaren boélgede fidancilik sektoriinde yasanan
gelismeler ve degisik kaynaklardan saglanan destekler bolgede bagciligin hizli bir
sekilde gelismesine imkéan saglamaktadir. Tokat ili iklim verileri incelendiginde diisiik
sicakliklarin sik¢a yasandigi, Tokat ili iklim verileri incelendiginde diisiik sicakliklarin
sik¢a yasandigi, bu nedenle de yaklasik 10 yilda bir, asmalar 6nemli derecede zarar
gormektedir (Topcu ve ark., 2015). Bu da hastaligin bolge baglarinda yayilma
potansiyelini artirict bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica Tokat bolgesi
baglarinda  tarafimizca yapilan gozlemlerde, asma ur hastaligina sikca
rastlanilmaktadir.

Bu ¢alisma ile, 2015 yilinda Tokat ili bag alanlarinda asma ur hastaliginin bélgede ve
bag alanlarindaki bulunma orami ortaya konulmus, hasta bitki O6rneklerinden elde
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edilen izolatlarin klasik bakteriyolojik testler ve molekiiler (PCR) analiz ile tanilamasi
yapilmistir.

2. Materyal ve Yontem

Calismanin ana materyalini Tokat ili Merkez, Niksar, Erbaa, Turhal, Zile ve Pazar
ilgelerinde 238 adet bag alanindan toplanan, hastalik siiphesi olan 297 adet ur Ornegi
olusturmustur.

Izolasyon calismalarinda King B, Nutrient Glikoz Agar (NGA), Potato Dextrose Agar
(PDA)+CaCOs3, demir amonyum sitrat, Nutrient Broth besi yerleri, ¢esitli kimyasallar ve
tanilama testlerinde PCR (Iontek, Fermantes, Thermo marka) malzemeleri kullanilmistir.

Siirvey Calismalar1 ve Etmenin izolasyonu

Asma ur hastaliginin bélgedeki bulunma oraninin belirlenmesi i¢in 2015 yilinda Tokat ili
Merkez, Niksar, Erbaa, Turhal, Zile ve Pazar ilgelerinde bag alanlarinda siirveyler
yapilmistir. Siirvey calismalar1 Haziran—Eyliil aylar1 arasinda gerceklestirilmistir. Tokat
ilinde 6 ilgeden 49 koyde 238 adet bag alani gezilerek incelemeler yapilmistir. Giidiimli
ornekleme ile (Argun, 2001) 42 adet bagdan toplam 297 adet 6rnek toplanmistir.

Laboratuara getirilen ornekler ilk olarak ¢cesme suyu ile yikanmistir. Daha sonra %70’lik
alkolle yiizey dezenfeksiyonuna tabii tutulan 6rnekler 3 kez steril saf su ile yikanmistir. Bir
bistiiri ile urun st tarafi hafifce soyulmus ve alttaki taze canli dokudan kiiciik pargalar
alinmistir. Daha sonra alinan pargalar steril porselen havan igerisinde ezilerek steril
fizyolojik tuzlu su (salinebuffer-%0,85 NaCl) icerisinde homojenize edilmistir. Bir saat
bekletildikten sonra bu siispansiyondan bir 6ze dolusu alinarak King B besi yerine ekim
yaptlmistir. Petriler 26°C’de 48 ssat siire inkiibasyona birakilmistir (Kiisek, 2007).
Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerde gelisen koloniler incelenmis ve krem renkli kismen
seffaf, etrafi diiz, yuvarlak ve konveks koloni morfolojisine sahip olan koloniler
saflagtinnlmistir. Saflastirilan izolatlar Gliserol ve Nutrient Broth igerisinde -20°C’de
muhafaza edilmistir.

Asma Ur Hastalik Etmeninin (Rhizobium vitis) Tanilanmasi

Gram Reaksiyon Testi

Gram reaksiyon testinde %3’liikk Potasyum Hidroksit soliisyonu kullanilmigtir. Lam iizerine
bir damla soliisyondan damlatilmis, 48 saatlik Rhizobium vitis izolatlar bir plastik 6ze ile
alinarak soliisyonla karistirilmustir. Oze yukar1 dogru kaldirildiginda lam iizerinde viskoz,
yapiskanimsi bir uzamanin olusmasi ile sonu¢ Gram negatif, uzamanin olugsmamasi ile
Gram pozitif olarak degerlendirilmistir (Sands, 1990).

Oksidaz Testi

Oksidaz testinde, %1°lik N;N;N;N’-Tetramethyl-1,4-phenylenediammonium diclorid
eriyigi kullanilmistir. Hazirlanan eriyik steril filtre kagidina bir damla damlatilmistir. King
B besi yerinde 48 saat gelistirilen bakteri izolatlar1 steril bir kiirdan ile alinarak eriyik
damlatilmig kurutma kagidina ¢izilmis ve mor renk olusumuna gore pozitif olarak
degerlendirilmistir. 10 saniye i¢inde olusan koyu mor renk pozitif, 10 ile 60 saniye arasinda
koyu mor olanlar zayif pozitif ve mor olusturmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir
(Kovacs, 1956).
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PDA+CaCOs Besi Yerinde Asit Temizleme

Izolasyonlar sonucu elde edilen bakteri izolatlar1 Potato Dekstrose Agar (PDA) igerisine
CaCOg eklenerek hazirlanan PDA+CaCO3 besi yerine ekilmis ve petriler 26°C’de 48 saat
stireyle inkiibe edilmistir. 2 giinliik inkiibasyon siiresi sonucunda koloniler etrafinda besi

yerinde saydamlasma goriilen izolatlar pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark.,
2001; Kiisek, 2007).

%2 NaCl Iceren Besi Yerinde Gelisme

Elde edilen bakteri izolatlar1 %2 NaCl ilave edilmis Nutrient Glikoz Agar (NGA) besi
yerine ekilmis ve petriler 26°C’de inkiibatorde inkiibe edilmistir. 2 giinliik inkiibasyon
siiresi sonucunda besi yerinde koloni gelisimi gosteren izolatlar pozitif olarak
degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001; Kiisek, 2007).

Demir Amonyum Sitrat Kullanimi

King B besi yerinde 48 saat gelistirilen bakteri izolatlarinin demir amonyum sitrat besi
yeri igeren tiiplere ekimi yapilmistir. Inokule yapilan tiipler 26°C’de inkiibatorde
inkiibe edilmistir. 2 gilinliik inkiibasyon siiresi sonucunda, tiiplerde olusan kiremit
renginde bir tabaka pozitif olarak degerlendirilmistir (Moore ve ark., 2001).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile Rhizobium vitis Izolatlarinin Tanilanmasi
Hastalikli dokulardan izole edilen ve klasik tani ile tanilanan 120 adet Rhizobium spp.
izolat1 ile taniy1 destekleyici PCR c¢aligmasi yapilmistir. PCR ¢alismasi, bakteri kiiltiirleri
ile dogrudan yapilmistir (Abolmaaty ve ark., 2000). Rhizobium spp.’ye spesifik olan Prim
A (5’-ATG CCC GAT CGA GCT CAA GT-3’) ve Prim C (5’-TCG TCT GGC TGA CTT
TCG TCA TAA-3’) primer dizilimleri kullanilarak yapilan PCR c¢alismasinda %1°lik
agaroz jel tizerinde Hass ve ark. (1995)‘nin bildirdigi gibi 224 bp biiyiikliigiinde bant
olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir. Yapilan PCR ¢alismasi sonucu, Rhizobium spp.
olarak belirlenen 34 izolat ile Rhizobium vitis’e spesifik olan virA (5
TTCAGTCGCGCAAGCAGTT 3' ile 5 CGGCAATTCGTATCACGGA 3') primer
dizilimleri kullanilarak yapilan PCR calismasinda ise %1’lik agaroz jel {izerinde Eastwell
ve ark. (1995)’nin bildirdigine gore 480 bp biyiikliigiinde bant olusumu pozitif olarak
degerlendirilmistir.

il Genelinde Etmenin Bulunma Oraninin Belirlenmesi

Arazi siirveyleri sonucu elde edilen izolatlar ile yapilan klasik ve molekiiler tanilama
testlerinden sonra Tokat Merkez ve ilgelerinde hastalik etmeninin bulunma oraninin
belirlenmesi i¢in asagida belirtilen formiil kullanilmistir (Altinparmak ve Bastas, 2011).

IB (%)= ibt/Y its x100

IB= Etmenin bulunma orani

> ibt= ildeki etmenle bulasik 6rnek sayisi

Y ibs= ilden toplanan toplam &rnek sayisi

3. Bulgular ve Tartisma

2015 yilinda Haziran-Eyliil aylar1 arasinda Tokat ili bag alanlarinda yapilan siirveyler
sonucu, arastirma doneminde alt1 ilcede 49 kdyde 238 bagda tarama yapilmis olup, 23
kdyden toplam 42 adet bagdan toplam 297 adet 6rnek alinmistir. Arastirmada siirvey
doneminde baz1 baglarda yapilan morfolojik gozlemlerde hastalikli asmalara rastlanirken
bazi baglarda rastlanmamustir.
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Izolasyon islemleri ur drnegi alinan hastalikli dokulardan yapilmistir. Taze urlu dokulardan
King B besi yerinde yapilan izolasyonlarda krem renkli, fluoresan olmayan, kismen seffaf,
etrafi diiz ve konveks koloniler se¢ilmis ve saf kiiltiirleri elde edilmistir.

Siirvey ¢alismalar1 sonucu elde edilen izolatlarda yapilan klasik bakteriyolojik testler ve
PCR c¢alismalarina ait sonuglar Cizelge 1.’de verilmistir. Cizelge 1°de goriildiigi iizere,
orneklerden elde edilen 150 izolat ile yapilan Gram reaksiyon testine gore, 149 izolat
(%99) Gram negatif olarak degerlendirilmistir. Yapilan Oksidaz testinde ise, bolge
izolatlart N;N;N;N’- Tetramethyl- 1,4-phenylenediammonium diclorid eriyigi emdirilmis
filtre kagidina bir kiirdan yardimiyla siiriilmiis ve 10 saniye igerisinde 150 izolatin 141
tanesinin (%94) pozitif sonu¢ verdigi gozlemlenmistir. 148 izolat ile PDA+CaCOs; besi
yerinde asit temizleme testinde ise, 55 izolatin (%37) pozitif sonu¢ verdigi saydamlagsma
olusturdugu gézlemlenmistir. 150 izolattan 148 tanesinin ise %2 NaCl i¢eren besi yerinde
gelisme gosterdigi belirlenmistir. 123 izolat ile yapilan Demir amonyum sitrat testinde ise
93 ornekte (%76) tiipler lizerinde koyu kiremit renginde kaymak tabakasinin olustugu
goriilmistiir (Cizelge 1).

Urlardan elde edilen ve klasik bakteriyolojik testler ile degerlendirmesi yapilan 120 izolat
ile Rhizobium spp.’ye spesifik olan Prim A (5’-ATG CCC GAT CGA GCT CAA GT-3%)
ve Prim C (5°-TCG TCT GGC TGA CTT TCG TCA TAA-3’) primer dizilimleri
kullanilarak PCR ¢alismasi yapilmigtir. Calisma sonucunda 120 izolattan 44’iniin (%37)
%1’lik agaroz jel tizerinde 224 bp biiyiikliigiinde spesifik bantlar olusturdugu saptanmistir
(Cizelge 1). Calismanin devami olarak Rhizobium spp. olarak belirlenen 44 tane izolat
igerisinden segilen 34 izolat ile yapilan PCR ¢aligmasinda ise, Rhizobium vitis’e spesifik
olan virA (5TTCAGTCGCGCAAGCAGTT 3' ile 5 CGGCAATTCGTATCACGGA 3)
primer dizilimleri kullanilmistir. PCR ¢alismasi sonucu testlemesi yapilan 34 izolatin 34’i
%1°lik agaroz jel tizerinde 480 bp biiytikliigiinde spesifik bant olusturmustur (Cizelge 2).

Cizelge 1. Urlu dokulardan elde edilen izolatlar ile yapilan klasik bakteriyolojik testler ve
Rhizobium spp. ile spesifik primerler ile yapilan PCR ¢aligmasi sonuglari

Table 1. Classical bacteriological tests with isolates obtained from cancerous tissues and
Rhizobium spp. PCR results with specific primers

Bagin Mevki izolat Kodu Gram Oksidaz Demir %2’lik PDA+CaCO; | PCR
Kodu* Reaksiyonu Testi Amonyum | NaCl'de Besi Yerinde
Sitrat Gelisme | Asit Temizleme

Kullanim

El Ballibag E-1-2-c + +

El Ballibag E-1-5-a + zY +

El Ballibag E-1-5-b + 0 + +

El Ballibag E-1-2-b + K + +

El Ballibag E-1-2-a + 0 + -

E2 Uziimlii E-2-1-d + zY + +

E2 Uziimlii E-2-1-c + zY + +

E2 Uziimlii E-2-1-b

E2 Uziimlii E-2-1-b

E3 Uziimlii E-3-1-c + 0 + +

E3 Uziimlii E-3-2-a + + -

E3 Uziimlii E-3-1-a + +

E3 Uziimlii E-3-1-b + +

E4 Belpinari E-4-2-a + Y + +

E4 Belpinari E-4-2-b + zY + -

E4 Belpinari E-4-1-b + ) + +

E4 Belpinari E-4-8-a + ) + +
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E4 Belpmari E-4-8-b + ) + +

E4 Belpinari E-4-8-c + ) + -

E5 Bagpinar E-5-2-a + ) + - +
E5 Bagpinar E-5-1-a + ) + -

E6 Bagpinar E-6-1-a + + -

E6 Bagpinar E-6-2-a + Y + - +
E6 Bagpinar E-6-2-b + + -

E6 Bagpinar E-6-5-a + ) - -

E6 Bagpinar E-6-5-b + Y + -

E7 Uluyolaltt E-7-1-a + Y + - +
ES8 Doganyurt E-8-2-a + ) + + +
ES8 Doganyurt E-8-2-b + + +

E8 Doganyurt E-8-2-c + Y + +

E8 Doganyurt E-8-1-a + O + + +
E8 Doganyurt E-8-1-b + + +

E9 Doganyurt E-9-4-d

E9 Doganyurt E-9-6-a + K + -

E9 Doganyurt E-9-6-b + zY + -

E9 Doganyurt E-9-6-c + K + -

E9 Doganyurt E-9-2-d + K + +

E9 Doganyurt E-9-4-c + K + +

E9 Doganyurt E-9-2-b + K + +

E9 Doganyurt E-9-4-a + K + +

E9 Doganyurt E-9-4-b + K + +

E10 Karabulak E-2-1-9-a - K + +

E10 Karabulak E-2-1-9-b - O] + +

E10 Karabulak E-2-1-6-a + K + +

E10 Karabulak E-2-1-6-b + K + +

E10 Karabulak E-2-1-7-b + zY + -

E10 Karabulak E-2-1-7-a + O] + +

Ell Salkiméren E-2-2-9-a + ) + +

Ell Salkimoren E-2-2-9-b + + -

Ell Salkiméren E-2-7-2

Ell Salkiméren E-2-7-2

E12 Tagliyatak E-2-3-9-a

E12 Tagliyatak E-2-3-3 + + - +
E12 Tagliyatak E-2-3-2-b + O] + -

E12 Tagliyatak E-2-3-4-a + Y + - +
E12 Tagliyatak E-2-3-4-b + zY + -

E12 Tagliyatak E-2-3-4-c + Y + - +
E12 Tagliyatak E-2-3-4-d + zY + -

El4 Agcaalan E-2-5-1-a + Y + + +
E1l4 Agcaalan E-2-5-1-b - O] + + +
El4 Agcaalan E-2-5-1-c + K + + +
M1 Biiytikyildiz M-1-6-b +
M2 Giiryildiz M-2-4-a + K + -

M3 Kiigiikbaglar M-2-1-2-b + 0 + -

M3 Kiigiikbaglar M-2-1-2-c + O + - +
M3 Kiigiikbaglar M-2-1-2-a + O + - +
M4 Kiigiikbaglar M-2-2-9-a + O + -

M4 Kiigiikbaglar M-2-2-9-b + K + -

M4 Kiigiikbaglar M-2-2-9-c + O + -

M4 Kiigiikbaglar M-2-2-10-a + ) + - +
M4 Kiigiikbaglar M-2-2-10-b + K + - +
M4 Kiigiikbaglar M-2-2-7-b - K + +

M4 Kiigiikbaglar M-2-2-7-c + + -

M5 Emirseyit M-2-3-6-b + K + +
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M5 Emirseyit M-2-3-9-a - Y + +

M5 Emirseyit M-2-3-9-b + ) + -

M5 Emirseyit M-2-3-9-c + ) + + +
M5 Emirseyit M-2-3-6-a + + -

N1 Gozpiar N-1-9-a + K + -

N1 Gozpiar N-1-9-b + K + -

N1 Gozpinar N-1-6-b + ) + -

N1 Gozpiar N-1-6-a + + -

N1 Gozpinar N-1-5 + + -

N1 Gozpiar N-1-1-a + ) + -

N1 Gozpiar N-1-1-b + ) + +

N1 Gozpiar N-1-1-c + ) + +

N1 Gozpinar N-1-6-a + + - +
N1 Gozpinar N-1-6-b + + - +
N2 Yaniktepe N-2-1-a + + +

N2 Yaniktepe N-2-1-b + K + +

N2 Yaniktepe N-2-1-c + + -

N2 Yaniktepe N-2-3-a + ) + -

N2 Yaniktepe N-2-3-b + ) + - +
N2 Yaniktepe N-2-5-a + ) + - +
N2 Yaniktepe N-2-5-b + K + - +
N3 Sarigiilliik N-3-6-a - ) + +

N3 Sanigiilliik N-3-6-b - ) + +

N3 Sarigiilliik N-3-4 + ) + - +
N3 Sarigiilliik N-3-2-a + ) + +

N3 Sarigiilliik N-3-2-d + ZY + +

N3 Sarigiilliik N-3-2-b + ZY + - +
N3 Sarigiilliik N-3-2-c + ZY + +

N4 Gokeeli N-4-2-a + 0] + -

N4 Gokeeli N-4-2-b + K + - +
N4 Gokeeli N-4-4-a + Y + -

N4 Gokeeli N-4-4-b + Y + - +
N4 Gokgeli N-4-3-b + O + + +
N4 Gokgeli N-4-3-a + K + - +
N4 Gokgeli N-4-3-c + O + -

N6 Yakinca N-2-2-9 + K + +

P1 Uziimdren P-1-5-a + + -

P1 Uziimdren P-1-5-b + K + -

P1 Uziimdren P-1-5-c + 0 + -

T1 Cariksiz T-1-2-a + + -

T1 Cariksiz T-1-2-b + O + +

T1 Cariksiz T-1-1-a + O + - +
T1 Cariksiz T-1-1-b + + -

T1 Cariksiz T-1-1-c + O - -

T2 Kiziltepe T-2-1-a + K + - +
T2 Kiziltepe T-2-1-b + ) + - +
Z1 Kiregli Z-1-1-d + + -

Z1 Kiregli Z-1-1-a + Y + -

Z1 Kiregli Z-1-1-b + + -

Z1 Kiregli Z-1-1-c + + - +
Z1 Kiregli Z-1-2-a + Y + -

Z1 Kiregli Z-1-2-b + + - +
Z2 Kumocagiyolu | Z-2-5-a + K +

Z2 Kumocagiyolu | Z-2-2-b + zY +

Z2 Kumocagiyolu | Z-2-2-c + Y + -

Z2 Kumocagiyolu | Z-2-2-a + K + - +
Z2 Kumocagiyolu | Z-2-2-d + K + -

Z2 Kumocagiyolu | Z-2-5-b + ZY + - +
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Z2 Kumocagiyolu | Z-2-3-a - + ) +
Z2 Kumocagiyolu | Z-2-3-b - + ) +
Z2 Kumocagiyolu | Z-2-4-a - + ) +
Z2 Kumocagiyolu | Z-2-4-b - + ) +
Z3 Kumocagiyolu | Z-3-2-a - + K + -
Z3 Kumocagiyolu | Z-3-2-b - + K + +
Z3 Kumocagiyolu | Z-3-2-c - + K + +
Z3 Kumocagiyolu | Z-3-1-a - + O + +
Z3 Kumocagiyolu | Z-3-1-b - - 0 + +
Z3 Kumocagiyolu | Z-3-1-c - + K + +
Z3 Kumocagiyolu | Z-3-1-d - - K + +
Z3 Kumocagiyolu | Z-3-3-a - + K + -
Z3 Kumocagiyolu | Z-3-3-b - + ) + +
Z4 Olukman Z-4-1-a - + + -
Z4 Olukman Z-4-1-b - + + +
Z4 Olukman Z-4-1-C - + K + +
Z5 Giizelbeyli Z-5-5-a - + +
Z5 Giizelbeyli Z-5-5-b - + +
Z5 Giizelbeyli Z-5-3-a ) +
Z6 Giizelbeyli Z-2-2-1-b - + +
Z6 Giizelbeyli Z-2-2-2-b Y +
Z9 Arapbaglari Z-2-5-2-a - + K +
Z9 Arapbaglari Z-2-5-2-b - + K +
712 Olukman Z-2-8-5-a - + ) +
712 Olukman Z-2-8-5-b - + K +
712 Olukman Z-2-8-5-C - + ) +

*E: Erbaa, P: Pazar, N: Niksar, T: Turhal, Z: Zile, K:Kuvvetli, O: Orta kuvvetli, ZY: Zayif

Cizelge 2. Rhizobium vitis’e spesifik primerler ile yapilan PCR ¢alismasi sonuglari
Table 2. Results of PCR studies with Rhizobium vitis-specific primers

Sira No izolat Kodu | izolatin Elde Edildigi Yer PCR
1 N-2-5/b Gozpinar-Yaniktepe/Niksar +
2 M-2-2-10/b Giiryildiz-Dalgindibi/Merkez +
3 M-2-1-2/a Giiryildiz-Dalgindibi/Merkez +
4 E-7-1/a Bagpinar /Erbaa +
5 N-3-4 Gokgeeli-Sangiilliik/Niksar +
6 N-4-3/a Gokeeli/Niksar +
7 N-4-3/b Gokgeli /Niksar +
8 Z-2-8-5/a Kiregli/Zile +
9 N-3-2/b Gokgeli-Sarigiillitk/Niksar +
10 E-8-1/a Doganyurt/Erbaa +
11 M-1-6/a Biiyiikyildiz-Kizilyer/Merkez +
12 Z-2-3/a Kiregli/Zile +
13 E-6-2/a Bagpinar /Erbaa +
14 Z-2-5/b Kiregli/Zile +
15 T-2-1/b Cariksiz-Kiziltepe/Turhal +
16 Z-1-1/c Kiregli-Sakalli/Zile +
17 E-2-3-4/a Uziimlii/Erbaa +
18 Z-2-2/a Kiregli/Zile +
19 E-2-5-1/b Uziimlii/Erbaa +
20 Z-4-1/b Olukman/Zile +
21 T-2-1/a Cariksiz-Kiziltepe/Turhal +
22 N-1-6/a Gozpinar/Niksar +
23 E-1-5/b Ballibag/Erbaa +
24 E-8-2/a Doganyurt/Erbaa +
25 E-5-2/a Bagpinar-Uzunpara/Erbaa +
26 Z-2-3/b Kiregli/Zile +
27 E-2-6/a Uziimlii/Erbaa +
28 M-2-1-2/c Giiryildiz-Dalgindibi/Merkez +
29 N-2-5/a Gozpinar-Yaniktepe/Niksar +




DURAK ve ark. /GBAD, 2017, 6(1), 73-84 81

30 E-2-5-1/a Uziimlii/Erbaa +
31 M-2-2-10/a Giiryildiz-Dalgindibi/Merkez +
32 N-4-2/b Gokeeli /Niksar +
33 Z-2-4/b Kiregli/Zile +
34 T-1-1/a Cariksi1z-Oduncuoglu/Turhal +

Rhizobium vitis izolatlarinin tanilanmasinda kullanilan testlerin sonuglari, birgok arastirici
tarafindan yapilan test sonuglari ile paralellik gostermektedir. Kiisek (2007) tarafindan
yapilan caligmada, Mersin, Gaziantep, Hatay, Adiyaman ve Kahramanmarag illerinde
hastalikli asma bitkilerindeki urlu dokulardan toplam 47 adet bakteri elde etmislerdir.
PDA+CaCO3; besi yerinde asit temizleme, Laktozdan 3-Ketolaktoz dretimi, Demir
amonyum sitrat kullanimi, %2 NaCl igeren besi yerinde gelisme, Sakkaroz ve Eritritol’den
asit tretimi, Oksidaz testi, Sitrat kullanimi, Litmus Milk’de reaksiyon, Malonik asitten
alkali olusturma, Mucic ve L-tartarik asitten alkali olusturma, 35°C’de gelisme gibi klasik
bakteriyolojik tanilama teknikleri, patojenite testleri ve PCR, Yag asit analizleri ile
Rhizobium vitis izolatlarini tanilamislardir.

Benzer sonuglar, Altinparmak ve Bastas (2011) tarafindan yiiriitiilen calismada da elde
edilmistir. Konya ili bag alanlarindan elde ettikleri 280 adet Rhizobium vitis izolatinin
tanilanmasinda Roy ve Sarrer, King B, PDA besi yerlerinde gelisim, 37°C’de gelisim, 3-
ketolaktoz olusumu, %2’lik NaCl’de gelisim, L-tartarik asitten ve melonik asitten alkali
olusumu, sitrat kullanimi, pH=4,5"da pektolitik aktivite, pH=7"de hareketlilik, litmus milk
testi, erytritol ve melezitoz’dan asit olusumu, demir amonyum sitrat, PDA+CaCO3’de asit
temizleme, patojenite testleri ve PCR analizi yapmuslardir. Ignatov ve ark. (2015) yaptiklari
calismada da, asmalardan alinan ur Orneklerini PCR analizleri ile virD2 genindeki
virD2A/2C ile teyit etmislerdir. PGF/PGR primerleri Rhizobium vitis ve Rhizobium
radiobacter izolatlarin1 ayirt etmekte kullanilmistir. PCR ¢alismasi sonucu 69 adet izolatin
18 tanesi Rhizobium vitis olarak tanilanmistir.

Yapilan klasik bakteriyolojik testler ve PCR analizi sonucunda il genelinde hastaligin
bulunma oram1 %75,65 olarak belirlenmistir (Cizelge 3). Ilgeler bazinda incelendiginde
%30 oran ile en yiiksek bulasiklik Turhal il¢esinde belirlenmistir. Bunu sirasiyla %14,81
orani ile Zile ilgesi, %12,34 oram ile Erbaa, %11,26 bulasiklik orani ile Niksar takip
etmistir. Tokat Merkez’de %7,24’liik bir bulasiklik tespit edilirken, Pazar ilgesinden
toplanan 6rneklerde hastalik etmenine rastlanilmamaistir.

Cizelge 3.Tokat ilinde hastalik etmenin bulunma orani
Table 3. The disease incidence rate in Tokat province

ilceler Ornek Rhizobium  spp. ile | Rhizobium vitis ile
sayisi bulasiklik oram (%) bulasiklik orani (%)

Turhal 10 30 30

Zile 54 20,37 14,81

Erbaa 81 14,81 12,34

Niksar 71 15,49 11,26

Merkez 69 8,69 7,24

Pazar 12 0 0

Toplam 297 89,36 75,65

Bag alanlarinda asma ur hastaliginin varligi ile ilgili ¢esitli aragtiricilar tarafindan benzer
calismalar yiiriitiilmiistiir. Iran’in Karaj ve Takesta bolgesindeki baglarda yapilan arazi
stirveylerinde toprak, bitki 6z suyu ve taze urlardan Rhizobium spp. izolatlar1 elde
edilmistir. Yapilan patojenisite ve molekiiler tanilamalar sonrasinda, Rhizobium vitis’in
[ran izolatlarinin tamammin fenotipik olarak heterojen ve fark edilebilir oldugu sonucuna
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varilmistir (Mohammadi ve Fatehi-Peykani, 1999). Kiisek (2007) tarafindan Mersin,
Adana, Osmaniye, Hatay, Gaziantep, Adiyaman ve Kahramanmaras illerinde bulunan bag
alanlarinda yapilan ¢alismada ise, hastalikli asma bitkilerindeki urlu dokulardan toplam 47
adet ur olusturan patojen bakteri izole etmistir. Klasik bakteriyolojik tanilama teknikleri,
PCR, yag asit analizi ve patojenite testlerine gére izole edilen tiim izolatlar Rhizobium vitis
olarak tanilanmustir.

Benzer bir ¢alisma Argun (2001) tarafindan Ankara, Kirikkale, Konya, Karaman ve
Nevsehir illerinde yapilmis olup, Ankara’dan 6, Nevsehir’den 7, Konya’dan 9,
Kirikkale’den 2 ve Karaman’dan 3 olmak iizere toplam 27 kdydeki baglarin asma ur
hastalig1 etmeni Rhizobium vitis ile bulasik oldugu tespit edilmistir. Yapilan izolasyonlar
sonucu toplam 57 adet Rhizobium vitis izolat1 elde edilmis olup, hepsinin asma dallarinda
ur, siirglin ve kokte nekroz ve ayrica tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonu (HR) olusturdugu
belirlenmigtir. Calismanin devami olarak yapilan dayaniklilik calismalarinda da, Hafizali
ve Cardinal liziim c¢esitlerinde ur olusmazken, AlicanteBouschet ve Kadin Parmagi en
duyarl gesitler olarak bulunmustur. Anaclarin ¢esitlere gore daha dayanikli oldugu, 44-53
M ve 1 103 P'nin ise denenen diger anaglara gore daha dayanikli oldugu tespit edilmistir.

Konya ilinde 24 ilgede 2007-2008 yillarinda Altinparmak ve Bastas (2011) tarafindan
yiriitiillen ¢alismada da, Konya ili genelinde asmalarin etmenle bulasiklik orani1 %90,61
olarak belirlenmistir. Toplanan 309 6rnegin 280’inde Rhizobium vitis belirlenmistir. Arazi
siirveyleri sirasinda alman bilgiler dogrultusunda, hastalik etmeninin en fazla Sultani
Cekirdeksiz, Cardinal ve Hafizali cesitlerinde, en az Eksi Kara cesidinde goriildiigii
belirlenmistir.

Rusya’nin Karadeniz kiyisinda Ignatov ve ark. (2015) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada da,
saraplik tiziim yetistirilen 15 bagin 9’unda asma ur hastaligina rastlanilmistir. Elde edilen
izolasyonlar ile yapilan PCR g¢alismasi sonuglarina gore 69 adet izolatin 18 tanesi
Rhizobium vitis olarak tanilanmastir.

4. Sonuc¢

Tokat ili ekolojisi bag kanseri i¢in uygun kosullara sahip olup, bag iireticileri de bag
kanseri konunda yeterli bir bilgiye sahip degildir. Tokat ilinde 6zellikle salamura asma
yaprak Kalitesi ve kaliteli beyaz saraplik bir {iziim ¢esidi olan Narince iiziimiinden elde
edilen gelir, bolge i¢in son derece dnemlidir. Bolgede bagcilik son yillarda hizli bir sekilde
gelismeye devam etmekte olup, Narince iilkemizde fidan1 en fazla iiretilen ikinci gesit
konumuna gelmistir. Bolgede Onemli bir sektdr olan bag alanlarinda son yillarda bag
tesisinde kullanilan asma fidanlarinda Rhizobium vitis'in tanilanmasi, bolgedeki
yogunlugunun ortaya konulmasi, siirdiiriilebilir bir {iretim i¢in son derece 6nemlidir.

Bu ¢alisma ile 2015 yilinda Tokat Merkez, Erbaa, Zile, Niksar, Pazar ve Turhal ilgelerinde
bulunan 238 bagda Haziran ve Eyliil olmak fiizere iki donemde siirvey caligmalari
yapilmigtir. 23 kdyde 42 bagdan toplam 297 adet 6rnek toplanmistir. Yapilan izolasyonlar
sonucu elde edilen 150 izolat ile klasik bakteriyolojik testler ve molekiiler analizler sonucu
tanilama yapilmistir. PCR c¢alismasi1 sonucu 34 tane izolat Rhizobium vitis olarak
tanilanmustir. {lgeler bazinda asma ur hastalig1 en yiiksek Turhal ilgesinde, en diisiik Pazar
ilgesinde belirlenmis olup, il genelinde hastalifin bulunma oram1 %75,65 olarak
belirlenmistir.
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Tokat bolgesindeki iiziim/yaprak iireticiler baglarda budama ve toprak isleme asamasinda
kullandiklar1 alet ekipmanlarin sanitasyonu konusunda son derece bilingsiz olduklar
tarafimizdan gozlemlenmistir. Bu durumun, baglarda kanser ve virlis hastaliklarinin
yayilmasinda en onemli etken oldugu kanaatindeyiz. Bolgede yeni tesis edilen baglarda
TTSM tarafindan Rhizobium vitis kontroliinden gecen sertifikali fidanlarin kullanilmasi
nedeniyle, bu olasilig1 gliclendirmektedir.

Elde edilen bu bilgiler dogrultusunda, Tokat ili bag iireticilerinin Oncelikle baglarda
morfolojik olarak hastalik simptomu gosteren asmalar1 isaretlemeleri, daha sonra bu
asmalar1 bagdan uzaklastirarak yok etmeleri saglanmalidir. Asmalarin  budanmasi
asamasinda tireticilerin kullandiklar alet ve ekipmanlari camasir suyu vb. dezekfektanlarla
sik stk muamele etmelerinin 6nemi anlatilmalidir. Bolgede hastaliga bulasma riskinin
olduk¢a yiiksek risk olmasit nedeniyle, asmalarin dengeli ve diizenli bir sekilde
giibrelenmesi sarttir. Ureticilere bu konuda verilecek uygulamali egitim ve hazirlanacak
lifletler hastaligin yayilmasini azaltma/6nleme konusunda onemli katkilar saglayacaktir.
Klasik bilgilendirme yontemlerinden ziyade, bag lireticileri arasinda olusturulacak internet
paylasim programlarinin kullanilmasinin benzer konularda hedefe ulasmada basar1 ve
farkindalik yaratacagi kanaatindeyiz.

5. Tesekkiir

Bu ¢alismaya destek veren Gaziosmanpasa Universitesi Bilimsel Arastirmalar Komisyonu
Bagkanligina (BAP proje no:2015/80) tesekkiir ederiz.

Kaynaklar

Abolmaaty, A., Vu, C., Oliver, J.., Levin, R.E., 2000. Development of a New Lysis Solution for Releasing
Genomic DNA from Bacterial Cells for DNA Amplification by Polymerase Chain Reaction.
Microbios, 101: 181-189.

Altmparmak, S., Bastas, K.K., 2011. Konya Ilinde Yaygin Olarak Yetistirilen Asma Cesitlerinde Bakteriyel
Tag Uru (Agrobacterlum Vitis)’nun Tanilanmas1 Uzerine Arastirmalar. Selguk Tarim ve Gida
Bilimleri Dergisi, 25(1):115-124.

Anonim, 2015. Tokat il Gida Tarim ve Hayvancilik Miidiirliigii Bitkisel Uretim Kayitlar1.

Anonim, 2016. http://www.tarim.gov.tr/sgb/Belgeler/SagMenuVeriler/BUGEM.pdf,

Erisim tarihi:1 Mayis 2016

Argun, N., 2001. Orta Anadolu Baglarinda Ta¢ Uru’na Neden Olan Agrobacterium vitis 'in Bolgesel Dagilimi
ve Bazi Biyolojik Ozellikleri Uzerine Arastirmalar. Doktora Tezi, Ankara Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiist, 84 s.

Argun, N., Momol, M.T., Maden, S., Momol, E.A., Reid, C.L., Celik, H., Burr, T., 2002. Characterization of
Agrobacterium Vitis Strains Isolated from Turkish Grape Cultivars in the Central Anatolia region.
Plant Disease, 86, 162-166.

Cangi, R., Kaya, C., Kilig, D., Yildiz, M., 2005. Tokat Ydresinde Salamuralik Asma Yaprak Uretimi, Hasad
ve Islemede Karsﬂasllan Sorunlar ve Coziim Onerileri. 6. Ulusal Bagcilik Sempozyumu, Bildiri
Kitabi, Cilt:2, 632-640, Tekirdag, 19-23 Eyliil 2005.

Canik-Orel, D., Karagoz, A., Durmaz, R., Ertunc, F., 2016. Phenotypic and Molecular Characterization of
Rhizobium vitis Strains from Vineyards in Turkey. Phytopathologia Mediterranea, 55 (1), 41-53.

Cavara, F., 1897. Tubercolosi Della Vite. Intorno Alla Eziologyia De Alcune Malattie Di Piante Colvivate.
Stazoni Sperimentali Agrarie Italiane, 30,483-487.

Celik, H., Kunter, B., Séylemezoglu, G., Ergiil, A., Celik, H., Karatas, H., Ozdemir, G., Atak, A., 2010.
Bagciligin Gelistirilmesi Yontemleri ve Uretim Hedefleri, Tzm Vii. Teknik Kongresi 11-15 Ocak,
2010. Ankara 493-513.S

Eastwell, K.C., Wills, L.G., Cavileer, T..D., 1995. A Rapid and Sensitive Method to Detect Agrobacterium
Vitis in Grapevine Cuttings Using the Polymerase Chain Reaction. Plant Disease, 79, 822-827.

Esitken, A., Pirlak, L., Kara, Z., Bayramoglu, Z., Sabir, A., 2012. Konya ili Meyvecilik ve Bagcilik Eylem
Plan1”. T.C. Mevlana Kalk. Ajansi Konya, 81s.

FAO, 2015. www.faostat.org. Erisim tarihi 5 Mayis 2016



http://www.tarim.gov.tr/sgb/Belgeler/SagMenuVeriler/BUGEM.pdf
http://www.faostat.org/

DURAK ve ark. /GBAD, 2017, 6(1), 73-84 84

Haas, J.H., Moore, L.W., Ream, W., Manulis, S., 1995. Universal PCR Primers for Detection of
Phytopathogenic Agrobacterium Strains. Applied and Environmental Microbiology, 61: 2879-
2884.

Ignatov, A., Khodykina, M.V., Vinogradova, S.V., Polityko, V.A., Kornev, K.P., Mazurin, E. S., 2015. First
Report of Agrobacterium vitis Causing Crown Galls of Wine Grape in Russia. Plant Disease, 100
4).

Kilig, D., Cangi, R., Kaya, C., 2007. Tokat’ta Uziimiin Degerlendirilmesi ve Uziimden Elde Edilen Uriinler,
5. Ulusal Bahge Bitkileri Kongresi, Kongre Kitabi, Cilt 2: 345-348, Erzurum, 4-7 Eyliil 2007.

Kovacs, N., 1956. Identification of Pseudomonas pyocyoanea by the Oxidase Reaction. Nature (London),
178, 703.

Kiisek, M., 2007. Asmada (Vitis vinifera L.) Ura Neden Olan Agrobacterium vitis’in Tamlanmasi ve
Miicadele Olanaklarinin Arastirilmasi,, Doktora Tezi. Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri
Enstitiisii, 103 s.

Kiisek, M., Aysan, Y., 2008. Asmada Ur Hastaligi, Crown Gall of Grapevine, Agrobacterium vitis. Bitki
Bakteri Hastaliklar1 Kitabi (Saygili, H., Sahin, F., Aysan, Y.), sayfa 41.

Mohammadi, M., Fatehi-Peykani, R., 1999. Phenotypical Characterization of Iranian Isolates of
Agrobacterium Vitis, the Causal Agent of Crown Gall Disease of Grapevine. Vitis 38 (3), 115-121.

Moore, L.W., Bouzar, H., Burr, T.J., 2001. Gram Negative Bacteria, Agrobacterium. Laboratory Guide For
Identification of Plant Pathogenic Bacteria (Schaad, N.W., Jones, J.B., Chun, W.) APS Pres, 373 p.

Ophel, K., Kerr, A., 1990. Agrobacterium vitis sp. Nov. For Strains of Agrobacterium Biovar 3 From
Grapevines. International Journal of Systematic Bacteriology, 40, 236-241.

Sands DC. 1990. Physiological Criteria: Determinative Tests. In: Klement Z, Rudolph K, & Sands DC (eds.).
Methods in Phytobacteriology. pp. 133— 143. Akademiai Kiado, Budapest

Saygili, H., Aysan, Y., Sahin, F., Soylu, S., Mirik, M., Kotan, R., 2014. Fitobakteriyoloji I Kitab1. sayfa 66.

Topgu, N., Sucu, S., Cangi, R., Yagci, A., Kilig, D., 2013. Tokat Bdlgesinde Yetistirilen Narince Uziim
Cesidinde 2012 Kis Soguklarinin Yol Actigi Zararlar. Selguk Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi Cilt
:27, 413-419 (Ozel sayr)

Young, J.M., Kuykendall, L.D., Martinez-Romero, E., Kerr, A., Sawada, H., 2001. A Revision of Rhizobium
Frank 1889, With an Emended Description of The Genus, and the Inclusion of All Species of
Agrobacterium Conn 1942 and Allorhizobium undicola de Lajudie et al. 1998 as New
Combinations: Rhizobium radiobacter, R. rhizogenes, R. rubi, R. undicola and R. vitis.
International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 51, 89-103.



