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Ozet: A.tumefaciens biovar 3'e karsi Uretilen poliklonal antiserum immunofluoresan testte Orta Anadolu bélgesinde bag kanseri
etmeni A.tumefaciens biovar 3 izolatlariyla pozitif reaksiyon verdi. Antiserum A.tumefaciens biovar 1 (1/200 seyreltmenin disinda),
biovar 2, diger bitki patojeni ve simbiyotik bakterilerle reaksiyon olusturmadi. Dormant dénemdeki 1 yasli bag ¢ubuklarinin iletim
demetlerinde A.tumefaciens'in varligini saptamak amaciyla vakum ekstraksiyon islemi uygulandi. Baktirilerin tesbitinde IFAS ve secici
besiyerinden yararlanildi. Orta Anadolu bélgesinde saglikli gérinen 150 asmadan 7 sinin, 8 bulasik asmasinin da 6 tanesinin
strginlerinden A.tumefaciens (biovar 3) izole edildi. [FAS ve secici besiyerinin etkinlidi ve vakum ekstraksiyonunun duyarlilik esigi
deneysel olarak arastirildi. Ayni zamanda 27 cesite ait 1 yash asili bag fidani koklerinde A.tumefacines’in varligi incelendi. Bu
cesitlerden 6 tanesinin timdr olusturan biovar 3, 7 tanesinin de timor olusturmiyan biovar 3 veya 1 ile bulasik oldugu belirlendi.
Elde edilen 28 A.tumefaciens izolatindan, fizyolojik karakteristiklerine gére 25 tanesi Biovar 3, 3 tanesi de biovar 1 olarak tanilandi.

Detection of Crown Gal Agent (Agrobacterium tumefaciens) in
Grapevine Propagating Material

Abstract: Polyclonal antiserum produced against Agrobacterium tumefaciens (biovar 3) reacted in immunofluorescent test with
biovar 3 strains of A.tumefaciens, causal agent of crown gal, from Central Anatolia. The antiserum did not react with A.tumefaciens
biovar 1 (except for 1/200 dilution), biovar 2, other plant pathogens and symbionts. Vacuum extraction procedure were applied to
recover A.tumefaciens from xylem vessels of one year old dormant grape cuttings. IFAS and selective media were used to detect
bacteria. A.tumefaciens (biovar 3) was recovered from six cuttings of 8 infected vines and seven of 150 apparently healthy vines in
Central Anatolia. The sensitivity thershold of the vacuum extraction method and the effectiveness of the IFAS and selective media
were experimentally evaluated. Roots of 1 year old grafted vines of 27 cultivars were also examined for the presence of
A.tumefaciens. Six of these cultivars were contaminated with tumorigenic biovar 3 and seven of these with nontumorigenic biovar
3 or 1. Of 28 strains of A.tumefaciens isolated, 25 were identified as biovar 3, and 3 as biovar 1 according to their physiological
characteristics.

Giris Son yillarda yapilan ¢alismalar, baglarda kansere neden
olan Agrobacterium tumefaciens'in “Biovar-3" adl altinda

Agrobacterium tumefaciens (Smith & Townsend) ooy TRAREE = )
baga 0zgli bir streyn nolarak diJer patojen

Conn. (At)'in neden oldugu bag kanseri, tim dinyada o 5 ) a
baglarda (Vitis L.) gordlen en énemli hastaliklardan biridir. ~ Adrobacteriumlardan farklilagtigini gostermistir (1, 5, 7,

Avrupa'da; Yunanistan (1), ltalya (2), Ispanya (3), 11, 12). Asma koklerinde ve daha ¢cok da asmanin Us’g
Fransa'da (4) ve Macaristan'da (5); Amerika'da; A.B.D. kisimlarinda galler meydana getiren toprak Karakterli

(6, 7) ve Kanada'da (8), Giney Afrika'da (9) bag patgjenin, asmada odun borulari ile Ust aksamlara
alanlarinda  Gnemil zararlar yaptigi  bildirilmistir. tasindigi ayrica hastalik belirtisi géstermeyen omcalardan

Ulkemizde de Oktem ve Bora (10) hastaligin Orta Anadolu alinan ?“Fﬁunle,ri“ lletim demetlerinde de etmenin
baglarinda mevcut oldugunu ve Gnemli kayiplara yol bulunabildigi kesin olarak ortaya konmustur (13, 14). Bu
actigini saptamilardir. noktadan hareket ederek Burr and Katz (15) ve Tarbah
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Sekil 1. Bag surgunleri iletim demetlerinden bakteri ekstraksiyonu

icin kullanilan duzenek

and Goodman (16) A.B.D. de bag Uretim materyalinde
A.tumefaciens'in varligini saptamak icin bir indeksleme
sistemi gelistirmis, Italya'da Bazzi et al. (2) da bu
yoéntemin genis ¢apta bag surgunlerinde uygulanabilmesi
Uzerinde denemeler yapmislardir.

Dinya'’da baglarda kok uru hastaligina karst ne
biyolgjik ne de kimyasal etkin bir mucadele yontemi
bulunmamaktadir (12). Bu nedenle patojenden ari tretim
materyali bu problemin siddetini azaltacak etkin bir
carelarak gorinmektedir. Bag Ureticileri genel olarak bag
kanserinin olmadigini gozledikleri omcalardan aldiklari
celiklerle Uretim yapmaktadirlar. Ancak baJ kanseri
lUzerinde yapilan ¢alismalar pratikte bunun hatali sonuglar
dogurabilecegini, bulasik materyalin secilme sansi
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oldugunu ve ilerde daha biyUk problemlere yol agacagini
gostermistir.

Bu calisma; Ulkemiz kosullarinda Uretim materyali
olarak Kullanilan bag celiklerinde bag kanseri etmeni
Agrobacterium tumefaciens'in varligini saptamak, bag
fidani Uretiminde, indeksleme calismalari ve sertifikasyon
islemlerinde pratik ve givenilir bir yéntemi uygulamaya
verebilmek amaciyla ele alinmistir.

Materyal ve Yontem

Bakteri Kulturleri: Calismalarda yurt disinda c¢esitli
kaynaklardan temin edilen ve Turkiye'de izole edilmis At
izolatlar1 ve diger bakteri kilttrleri kullanildi. Aksine bir
durum olmadigi sirece bakteriler PDA (Patates Dekstroz
Agir-Merck) besiyerinde 28°C de gelistirildi ve saf
kaltirler Nutrient Agar (Merck) egik besiyerinde +4°C de
saklandi. Calismada kullanilan bakteriyel patojenlerle ilgili
bilgiler sonuglar béltiminde Tablo 1°de verilmistir.

Antiserum uretimi: PDA da gelistirilen 3 ginlik At
izolati (CG-49 biovar 3) iceren petriler 3-5 ml PBS (0.01
M potasyum fosfat tamponu+0.15 M NaCl pH=7.2) ile
yikanarak ayri ayri tiplere alindi ve bakteriler santrifijde
12 000 g de 20 dakika streyle 3 kez PBS le yikandi.
Yikanan bakteriler ayni tampon ¢dzelti icinde slspanse
edildi ve bakteri konsantrasyonu 10°-10' hicre/ml
olacak sekilde slspansiyonun optik gecirgenligi 630
nanometrede OD_,=1.2 (Bio-Tek microplate reader)” e
ayarlandi. Hazirlanan  bakteri  suspansiyonlari
immunizasyondan énce 80°C de 10 dakika (17) tutuldu.

Antiserum Uretimi icin 1 yasl beyaz Yeni Zelenda
tavsanlart 1s1 uygulamasi yapilmis antijen kullanilarak
Benlioglu and Ozakman (18)'da belirtilen immiinizasyon
ybntemine gore enjekte edildi. Preimmune serum ve
antiserum -20°C'de saklandi. Antiserum titrelerinin
saptanmasinda ve bakteri izolatlarinin serolojik yontemle
tesbit calismalarinda Indirect Fluorescent Antibody
Staining (IFAS) testinden yararlanildi (18).

lletim demetlerinden bakteri ekstraksiyonu: Bag
cubuklarinda odun borularinda bulunan A.tumefaciens
bakterilerinin tesbiti icin Bazzi et al., (2) de belirtilen
yontemden yararlanildi. Bu amacgla Orta Anadoluda,
Kirsehir ve Nevsehir yoéresindeki baglardan dormant
dénemde 1 yash bag strginleri (yaklasik 40-50 cm
uzunlukta Uzerinde 3-4 g6z bulunan) toplandi. Bag
strgunlerinden 6zsu ekstraksiyonu icin ¢ubuklarin her iki
ucuna 5-6 cm uzunlukta plastik hortum takilarak
strginin biylme ucu vakum erlenine baglanacak sekilde
Sekil-1'de belirtilen bir dizenekle vakum pompasina
baglandi. Surginin koéke yakin olan ucundaki plastik



hortuma 3 ml steril damitik su kondu ve 500mm Hg ik
bir vakum uygulanarak bu suyun slrginin iletim
demetlerinden gecirilip erlen icindeki tlpte toplanmasi
saglandi. Tulpteki bu sivi 5000 g de 10 dakika
santrifijlenip pellet 0.3 ml steril su i¢inde slspanse edildi.
Bu sekilde hazirlanan ekstraklardan hem serolgjik
yoéntemle (IFAS) hemde asagida igerigi verilen secici
besiyerine ekim yapilarak A.tumefaciens’in varligi
arastirildi.

Roy and Sasser secici besiyeri (RS) (19): MgS0,.7H,0,
0.2g; K2ZHPO4, 0.9g; KH2P04, 0.7g; Adonitol, 4.0g;
Yeast extract, 0.14g; NaCl, 0.2g; H3BO3, 1.0g; Agar
15.0g; Cycloheximide 100mg; damitik su 1000 ml
pH=7.2’e ayarlandiktan sonra besiyeri otoklav edildi,
daha sonra yaklasik 50°C'ye kadar sogutulan 1 |
besiyerine antibiyotiklerin sulu ¢ozeltileri filtre ile sterilize
edilerek Triphenyltetralzolium Chloride 80 mg; D-
cycloserine 20 mg; Trimethoprin 20 mg olacak sekilde
aseptik kosullarda ilave edildi. RS besiyerinde 3-4 gin
sonunda tipik kirmizi renk veren Kolonilerden 5 tane
secildi ve PDA besiyerlerine transfer edilerek saflastirilip
diger testleri yapmak Uzere stoklandi.

Bag fidanlarindan izolasyon: Orta Anadolu
Bolgesinde Karaman, Cankirt ve Ankara illerinde bag tesisi
amaclyla getirilen asili kokli bag ¢ubuklari testlendi. Her
cesitten yaklagik 25-30 bag fidaninin kékleri 6nce musluk
suyunda yikandi. Daha sonra yan kokler steril bir bag
makasl ile (3-4 cm uzunlukta) dograndi ve her drnekten
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toplam 500 g kesilmis koK icinden tesadifen 10 g tartildi
ve kok parcalart 200 ml steril damitik su i¢inde blender da
1 dakika sureyle parcalandi. Hazirlanan bu
sUspansiyonlardan sulandirma serileri hazirlanarak IFAS
yontemi ve RS besiyerine ekim yapilarak bakterilerin
varligi daha 6nce belirtildigi sekilde arastirildi.

Patojenisite testleri ve biovarlarin belirlenmesi:
Patojenisite testleri icin saksida gelistirilmis 2-3 haftalik
Datura sp.bitkileri kullanildi. Bitkileri inokule etmek igin
PDA da 24-48 saat gelistirilen referans izolatlari (Tablo 1)
ve saf kultlrlerden steril bir kirdanla bir miktar inokulum
alindi ve bitkilerin govdesi, kéke yakin kisimdan hafifce
delinerek inokulasyon yapildi. Her izolat icin 2 bitki
inokule edildi ve bitkiler 3-4 hafta streyle ur olusumu igin
incelendi. Tipik ur meydana getiren izolatlar patgjen At
olarak belirlendi. Calismalarda elde edilen Agrobacterium
izolatlarinda biovarlarin ayirimi icin: Secici DIM (20)
besiyerinde gelisme, %2 NaCl de gelisme, Litmus milk,
Eryhritol'dan asit olusumu ve 3-keto laktoz testleri
uygulandi (21).

Yéntemlerin Duyarliigt: Bu amagla daha 6nce hic bag
kanseri gorilmedigi bilinen Ankara Universitesi Ziraat
Fakiltesi deneme bagindan alinan Cavus cesiti bag
cubuklart kullanildi. CG-49 nolu At izolatinin 24-48
saatlik PDA Kulturlerinden steril damitik su ile bakteri
stispansiyonu hazirlandi (1.5 x 10° hiicre/ml). Hazirlanan
solusyonun mililitresindeki bakteri sayisi PDA besiyerine
sulandirma serilerinden ekim yapilarak koloni sayimiyla

Testlenen bakteriler ve orijinleri*

Antiserum sulandirmalari

Tablo 1. A.tumefaciens (Biovar 3)'e karsi

1/200 1/400 1/800  1/1600 uretilen antiserumun farkli
sulandirma serilerinde cesitli bakteri
A.tumefaciens CG-49 (A.B.D.) biovar 3 + + + + tirlerine karg! [FAS testi sonuglan
A.tumefaciens CG-56 (A.B.D.) biovar + + +
A.tumefaciens At-Y1 (Yalova) biovar 1 + -

A.tumefaciens NCPPB-1651 (ingiltere) biovar 2
A.radiobacter K-84 (Avustralya)
Bacillus subtilis (Antalya)

H

Erwinia carotovora ssp atroseptica (Nevsehir)

Erwinia amylovora (Isparta)

Pseudomonas syringae pv. mori (Bartin)

Pseudomonas fluorescens (Ankara)

Xanthomonas campestris.pv_juglandis (NCPPB-1416 UK)

Rhizobium phaseoli (Ankara)

(+) Pozitif (-) Negatif (+) Zayif fluorensans
NCPPB- National Collection of Plant Pathogenic Bacteria-ingiltere

* Orijini Turkiye olan izolatlar yazarlar tarafindan izole edilmis ve tanilanmig bakterilerdir.
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Bag kanseri goriilen omcalardan alinan sirgtinler Tablo 2. Nevsehir ve Kirgehir illerinde
Surgin sayist  Alindigi yer Cesit IFAS RS Patojenisite durgun donemde baglardan alinan
strgunlerin iletim demetlerinde
A.tumefaciens'in varligi
1 At-N1 (Nevsehir) Razaki -
1 At-N2 (Nevsehir) Razaki +
1 At-N3 (Nevsehir) Razaki +
1 At-N4 (Nevsehir) Sultani ¢ekirdeksiz +
1 At-N5 (Nevsehir) Pembe cekirdeksiz -
1 At-N6 (Nevsehir) Dirmit +
1 At-K1 (Kirsehir) Hafiz Ali +
1 At-K2 (Kirsehir) Edincik Karasi + +
Bag kanseri gorilmeyen omcaalardan alinan strgtnler
75 Nevsehir Emir -
5 Nevsehir Emir + +
68 Nevsehir Dirmit -
2 Nevsehir Dirmit + +
1l Izolat No Cesit IFAS RS Patojenisite Tablo 3. Karaman, Cankarl ve Ankara
illerinde A.tumefaciens ile bulasik
Karaman AL6 Amasya + + + asili koKIU bag fidanlari
At-12 Hamburg Misketi + +
Ar-1 Italia + + -
Ar-2 Amerikan asma amact 41B  + + -
Cankiri At-8 Manda Gozi + + -
“ At-15 Erenkdy + +
At-10 Muscat + + +
At-14 (biovar 1)  Amerikan - + -
Ankara Ar-4 Hafizali - + -
At-9 Cavus + + +
At-9/1 (biovar 1)  Cavus - + -
At-11 Beyaz Kozak + + +
At-16(biovar) Muskiile - + -

belirlendi. Daha sonra hazirlanan sulandirma serilerinin
her birinden 3 ml alinip, daha 6nce belirtilen vakum
ekstraksiyon yontemine gore (Sekil 1) bad cubuklari
icinden yikama yapilarak gegirildi. Deneme her tekerrir
icin ayr1 bad cubugu kullanilarak 3 tekerrurli olarak
yurdtildi. Tupte toplanan ekstraktlar santrifiijlenerek
0.3 ml steril damitik suda stspanse edildi. Ekstraksiyon
sonrasi bu slUspansiyonlardaki bakteri sayisi yine
sulandirma serileri hazirlanarak [FAS yontemi ile
mikroskopta ve RS besiyerine ekim yapilarak koloni

sayimiyla belirlendi.

Bulgular

CG-49 (Biovar 3)'e karsi Uretilen antiserumun [FAS
titresi 1/1600 olarak saptandi. Bilinen A.tumefaciens
izolatlar1 ve farkli bakteri tirleri ile yapilan testlerde elde
edilen antiserum Agrobacterium disinda diger Dbitki
patojeni ve simbiyotik bakterilerle reaksiyon vermemistir.
Dustk sulandirma serilerinde ise Biovar 2 diginda diger
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Ekstraksiyon sonrasi Tablo 4. Deneysel olarak bulastirilan bag
Celiklere uygulana Segici besi yeri RS IFAS celiklerinde iletim demetlerinde RS
besiyeri ve IFAS testi ile
bakteri sayisi* Bakteri sayisi* Qkazang Bakteri sayisi* % kazang Y o "
A.tumefaciens'in tesbiti
hicre/ml hicre/ml hicre/ml
1,5X106 1.6x105 10.7 2.1x105 14.0
1.5x105 1.8)(104 12.0 3.4x104 22.7
1.5x104 2.2x103 14.7 3.1x103 20.7
2 2
1,5x103 2.0x10 13.3 3.2x10 21.3
2
1.5x10 0.00 - 0.00 -
Ort.12.7 Ort.19.7
* 3 tekerrlrin ortalamasidir.
Karakteristikler Biovarlar® Bag Izolatlar® Tablo 5. Bag fidanlan kokleri ve bag
1 2 3 surgunleri iletim demetlerinden
izole edilen 28 A.tumefaciens
IFAS _ R 24 izolatinin karakteristikleri.
RS besiyerinde geli§mec + - + 28
D1M de gelisme + - - 3
%2 NaCl de gelisme + - + 28
Litmus milk AlK. Asit AlK. Alk.
Erythritol'dan asit olusumu - + - 0
3-keto laktoz + - - 3
Datura sp.de ur olusumu + + + 19

abiovarlarm ayiriminda 6zellikleri cizelge 1 de verilen (CG-49, NCPPB-1651 ve At-Y1)

él‘tumefaciens izolatlar1 referans olarak kullanilmistir.
Testlenen 28 izolattan pozitif sonug veren izolat sayisi

CBiovar 1 RS besiyerinde biovar 3'e oranla ¢ok yavas gelismekte ve kiclk kirmizi renkli

koloniler olusturmaktadir.

Biovar 2 D1M besiyerinde 1-2 mm gecmiyen ¢ok kiciik koloniler olusturmaktadir.

Agrobacterium izolatlari ile pozitif sonug alirken, 1/400
sulandirmadan itibaren sadece biovar 3 ile pozitif sonug
alinmistir (Tablo 1).

Nevsehir ve Kirsehir'de ba§ alanlarindan hastalik
belirtisi gosteren ve gostermeyen omcalardan toplam 158
surgin incelenmistir. Hastalik belirtisi gdsteren
omcalardan alinan 8 surglnin 6 tanesinde, belirti
gbstermiyen omcalardan alinan 150 sirglinden 7
tanesinde de patgjenik A.tumefaciensin  varligi
saptanmistir (Tablo 2).

Orta Anadoluda Karaman ilinde bag tesisi amaciyla
kullanilacak olan bag fidanlarindan; Hafizali, Amasya,
Razaki, Hamburg Misketi, Amerikan asma anact 41 B ve
5BB cesitlerini iceren 7 ornek; Cankiri'da Cardinal,

Mandagozi, Erenk®y, Amasya, Hamburg Misketi (3
parti), Kozak, Muscat, Cavus, Royal, Amerikan olmak
Uzere toplam 12; Ankara ilinde ise Hafizali, Muskile,
Cavus (2 parti), Hamburg Misketi, Beyaz Kozak, Muscat,
Amasya cesitlerini Kapsayan 8 olmak Uzere 3 ilden toplam
27 o6rnek At'in varligi yonlinden testlenmistir. Bu
orneklerden pozitif sonug verenler Tablo 3'de verilmistir.

Tablo 3'de goruldigu gibi toplam 27 ¢esit bag fidanina
ait orneklerin incelenmesinden 13 tanesinden At izole
edilmis digerlerinde ise rastlanmamistir. Izole edilen
At'lerden 6 tanesi Datura bitkisinde ur olusturmus, 3
tanesi biovar 1, digerleri ise biovar 3 olarak
tanimlanmigtir.

Vakum ekstraksiyon yontemiyle surginlere uygulanan
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At bakteri sayisinin saptanmasina yoénelik etkinlik
denemelerinde (Tablo 4); RS secici besiyerinde sirgiine
uygulanan bakterilerin ortalama 9%12.7 si, IFAS testinde
ise daha yUksek olarak ortalama %19.7'i saptanabilmistir.
Her iki yontemle yapilan tesbit ¢alismalarinda celiklerde
ml'de yaklasik 1500 bakteri bulunmasi durumunda
sirasiyla RS de %13.3, IFAS'ta %21.3 oranlarinda
bakterilerin saptanabilecedi gérilmustur.

Izolasyon calismalarinda elde edilen Agrabacterium
izolatlarinin biovarlarin ayrimina yoénelik testlerde elde
edilen bulgular Tablo 5'de verilmistir.

Tablo 5 incelenecek olursa bag iletim demetleri sivisi
ve koklerinden izole edilen toplam 28 At izolatindan 3
tanesi biovar 1, digerleri ise biovar 3 olarak tanilanmigstir.
Datura sp. bitkisinde yapilan patgjenisite testlerinde ise
19 biovar 3 izolati ur olusturmus, 6 At (biovar 3) ve 3 At
(biovar 1) izolatinin da patojen olmadigi gorulmustir.
Elde edilen biovar 3 izolatlar! poliklonal antiserumla IFAS
testinde pozitif sonug vermis, biovar 1 olarak taninanlar
ise herhangi bir fluoresans vermemistir. RS besiyerinde
hem biovar 1 hemde biovar 3'lin gelistigi gortlmis, ancak
biovar 1 in 3'e nazaran ¢ok daha yavas gelistigi dikkat
cekmistir.

Tartisma

Bag izolati Agrobacterium tumefaciens (biovar 3) e
karg! uretilen poliklonal antiserum [FAS testlerinde biovar
3 disindaki diger Agrobacterium izolatlari ile (biovar 1 ve
2) sadece disuk seyreltme serisinde (Tablo 1) reaksiyona
girmig, 1/400 ve (Uzerindeki seyreltmelerde oldukca
spesifik oldugu goérulmustir. Alarcon et al. (22)
Ispanya’da her 3 biovara Karsl Urettigi cesitli
antiserumlarda biovar 3'e karsi Uretilen antiserumun
dusuk titrede (1/10) bazi At (biovar 1) izolatlari ile zayif
reaksiyon verdigini saptamistir. Calismalarimizda elde
edilen antiserum yine bir bag izolati olan Amerikan orijinli
CG-56 ile 1/800 titrede zayif reaksiyon verdigi
gozlenmistir (Tablo 1). At (biovar 3) cografik orijin
itibariyle serolgjik test sonuglari yoninden oldukca
farkliliklar gostermektedir. Ornegin; Bazzi et al.(2)
Italya’da bir bag izolatina karsi Uretmis olduklari
poliklonal antiserumun Italya'daki bazi bag izolatlar
yanisira, Amerika, Ispanya, Yunanistan orijinli bazi bag
izolati Agrobacterium’larla negatif sonu¢ verdigini
bildirmistir. Ancak bu calismada Uretilen serumun At-
biovar 3 izolatlarinin ¢ogunlugunda pozitif sonu¢ verdigi
belirtilmistir. Nitekim A.B.D.’de Bishop et al. (17) At
(biovar 3)’e karsi urettikleri monoklonal serumun
Amerika'daki bag izolatlarina karsi oldukga spesifik olarak
kullanilabileceg@ini, ancak patgjen ve patgjen olmiyan

172

biovar 3’lerin ayiriminin yapilamadigini rapor etmislerdir.
Ayni monoklonal serum Kullanilarak yuratilen bir baska
calismada Italya’dan elde edilen At (biovar 3) izolatlarina
karsi, bu serumun bir kac izolat disinda reaksiyona
girmedigi bu nedenle de poliklonal serumun IFAS testi ile
birlikte indekslemede kullanilmasinin daha yararli olacagi
sonucuna varilmistir (23). Calismalarimizda elde edilen
antiserum, tlkemiz Orta Anadolu boélgesi baglarindan elde
edilen At (biovar 3) izolatlarina Kkarsi pozitif sonug
vermis, ancak bazi patojen olmiyan At izolatlari ile de
reaksiyona girdigi (Tablo 2 ve 3) goérilmuistir. Bunun ise
indeksleme acisindan bir sakinca yaratmiyacadi, clnki
patojenik olanlarin yanisira patgjen olmayan biovar 3
izolatlarinin da baJ Kkoklerinde clrimelere yol actigi
bilinmektedir (24).

Izolasyon calismalarinda kullanilan Roy and Sasser
(19) besiyeri biovar 3 icin oldukga secici 6zellikte olup,
calismalarimizda izole edilen tum At (biovar 3) izolatlari
RS  besiyerinde tipik kirmizi renkli  koloniler
olusturmustur. Bag fidani koklerinden  yapilan
izolasyonlarda ise bazi At izolatlarinin yavas gelismekle
birlikte kirmizi renkli koloniler verdigi gérulmuis ve bu
izolatlar biovar 1 olarak tanilanmistir (Tablo 3). S6z
konusu secici besiyeri bag ve bag fidanliklari topraklari ve
asma Kkoklerinde At'nin varligina yonelik calismalarda
(24), bag uretim materyali indeksleme ¢alismalarinda (2,
15, 16) kullanilmig ve biovar 3 i¢in seciciligi ylksek bir
besiyeri oldugu dile getirilmigtir. Burr et al. (24)
calismalarimizda saptandigi gibi bazi biovar 1 izolatlarinin
RS besiyerinde kirmizi renkli Kkoloniler olusturdugunu
ancak yavas gelistigini belirtmiglerdir. Calismalarimizda
toplam 28 At izolatindan 19 tanesi Datura bitkisinde ur
olusturmustur. At izolatlarinin cesitli test bitkilerinde
(aycicegi, domates, asma, Bryophyllum sp., Nicotiana
glauca) yapilan patgjenisite testlerinde farkli sonuglar
verebildikleri ve ur olusturma 6zelliginin 9%78-94
arasinda degisen oranlarda bir dogrulukla saptanabilecegi
arastiricilarca belirtiimektedir (12, 21).

Nevsehir ve Kirsehir illerinde durgun doénemde
omcalardan alinan slrgunlerin incelenmesi sonucu elde
edilen bulgularimiz  hastalikli omcalardan alinan
surgunlerin yanisira saglkli gérinen omcalardan alinan
surglnlerin iletim demetlerinde de A.tumefaciens’in
mevcut oldugunu gostermistir. Bu bulgular, asma iletim
demetlerinde At'nin sistematik olarak hareketini bildiren
Lehoczky, (14, 25), Burr and Katz (12)'mn raporlarimi
dogrulamaktadir. Calismalarimizda Kkullanilan vakumlu
ekstraksiyon yontemi ¢zellikle indeksleme calismalarinda,
belirti gdstermiyen bagd sirgunlerinde At'in varliginin
saptanmasi acisindan Onem tasimaktadir. Bu metod
Ozellikle kisa surede sonu¢ veren IFAS testi ve secici



besiyeri ile kombine edilerek uygulanabilir. Nitekim Ayni
yontemin Italya’da IFAS testi ile birlikte indeksleme ve
sertifikasyon islemlerinde (2), A.B.D. de serolqjik testlerle
kombine edilerek indeksleme calismalarinda (17) ve yine
ayni Ulkede sadece RS besiyeri kullanilarak (16) etkin ve
guvenilir bir indeksleme yapilabilecegi ortaya konmustur.

Bilinen konsantrasyonlarda bakteri slspansiyonlari
kullanilarak bagd surginlerinde yurutllen etkinlik
denemelerimizde, RS besiyeri ve IFAS'In ml 6zsuda 1500
bakteriyi tesbit edilecek duyarlilikta oldugu saptanmigtir
(Tablo 4). Uygulamis oldugumuz yontemlere gére; IFAS
strglnlerindeki mevcut bakteri sayisinin ortalama 9%19.7
ini, RS ise ortalama %12.7 ini saptayabilecek dizeydedir.
Benzeri bir ¢alismada her iki yontemin duyarlilik esiginin
dzsuda 10°-10* hiicre/ml oldugu bildirilmistir (2). Ayni
calismada IFAS testinin, slrginde mevcut bakteri
sayisinin = %4.2-12.1, RS nin ise 9%1.8-4.6'ni
saptayabilecek duyarlilikta oldugu rapor edilmistir.

Ulkemizde tretilen asili kokli bag fidanlarindan At'in
varhgina yoénelik arastirmalarimiz bu fidanlardan
bazilarinin At [ ve 3 nolu biovarlarinin patgjen olan ve
olmayan streynleri ile bulasik oldugunu gostermistir
(Tablo 3). A.B.D.'de ¢esitli fidanliklarda yapilan benzeri
calismalarda asili ve asisiz bag fidanlari koklerinde patojen
ve patojen olmayan biovar 1 ve 3 irklari izole edilmistir
(24). Yapilan calismalar biovar 3'Un 6zelilkle hastalikli
baglarin kok ve kok cevresinde yasamini slrdurdigind,
rizosfer topragi disinda bulunmadigini géstermistir (24,
26, 27). Indeksleme calismalari sonunda (13, 15, 16)
bag uretim materyallerinde genis capta bulasiklilik
saptanmasi eski baglarda ve fidanliklardaki koék
Kalintilarinin bakterinin sistematik olarak cogalmasinda
(25) 6nemli rol oynadigini gostermistir. Nitekim suni
olarak biovar 3 ile bulastirilan topraklara dikilen, bakteri
icermeyen bag fidanlarinin siratle bulastigi ve hastalik
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