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Bu calisma 2011 — 2012 yillar1 arasinda findik bakteriyel yaniklik etmeni
Xanthomonas arboricola pv. corylina’mn Samsun li’ndeki yayginlik durumunu tespit
etmek amaciyla yapilmistir. Bakteriyel izolatlar, biyokimyasal ve molekiiler tan
yontemlerine gore teshis edilmistir. Samsun findik iiretim alanlarindan Carsamba,
Terme, Salipazari, Ondokuzmayis, Tekkekoy, Atakum ilgelerinden toplam 24 izolat
elde edilmistir.

Hastalik yayginlik ve siddeti sirasiyla Carsamba’da % 21.25, % 8.48; Terme’de
% 18.41, % 7.66; Salipazari’nda % 5.57, % 1.64; Ondokuzmayis’ta % 27.37, % 13.71;
Tekkekoy’de % 15.08, % 5.26; Atakum’da % 15.41, % 2.75 olarak belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: findik, bakteriyel yaniklik, tani testleri
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ABSTRACT

This study was performed to determine the status of the prevalence of hazelnut
blight Xanthomonas arboricola pv. corylina in Samsun in 2011 - 2012. Bacterial
isolates were identified according to biochemicals and molecular tests. Twenty four
bacterial blight agents; Carsamba, Terme, Salipazari, Ondokuzmayis, Tekkekoy,

Atakum were identified in hazelnut growing areas of Samsun Province.

The disease incidence and severity was found to be in Carsamba 21.25%, 8.48%;
Terme 18.41%, 7.66%; Salipazart 5.57%, 1.64%; Ondokuzmayis’ta 27.37%, 13.71%;
Tekkekoy 15.08%, 5.26%; Atakum 15.41%, 2.75% respectively.

Keywords: hazelnut, bacteriological blight, identifying tests
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Tez konumun belirlenmesi ve tezimin tiim asamalarinda bilgi, katki, yardim ve
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1. GIRIS

Findik; Fagales takimi, Betulaceae familyasi, Coryloidea alt familyasi, Corylus
cinsinde yer almaktadir. Bu cins icerisine giren ¢ok sayida tiir bulunmasina ragmen
kiiltiir cesitlerinin tamamina yakinm1 Corylus avellana L. Tiirii icerisinde yer almaktadir
(Mehlenbacher, 1991; Erdogan ve Mehlenbacher, 2000). Findigin anavatani, en degerli
yabani tiirlerinin dogal yayilma alan1 ve Kkiiltiir cesitlerinin kaynagr Anadolu’dur
(Koksal, 2002).

Diinya findik iiretimi FAO 2010 verilerine gore 857.759 ton olarak gerceklemis,
bunun 600.000 tonu Tiirkiye’de, 90.270 tonu Italya’da, 29.454 tonu Azerbaycan’da,
28.800 tonu Giircistan’da, 25.401 tonu A.B.D.’de, 24.300 tonu Iran’da, 19.500 tonu
Cin’de, 15.100 tonu Ispanya’da iiretilmistir. Tiirkiye, diinya findik iiretiminin % 70’lik
payina sahiptir (Anonymous, 2012a).

Tiirkiye’de 2011 yili rakamlarina goére 668 bin ha alanda findik yetistiriciligi
yapilmaktadir. Findik alanlarinin iller bazinda dagiliminda ise Ordu 227 bin ha ile
toplam findik alanlarinin % 33’iine sahiptir. Ordu’yu sirastyla Giresun ve Samsun illeri
takip etmektedir. Giresun 118 bin ha findik alani ile toplam findik alanlarinin % 18’ine
sahipken Samsun 88 bin ha ile toplam findik alanlarinin % 13’iine sahiptir. Bu iic ilin
findik alan1 toplami ise yaklasik olarak 407 bin ha ile toplam findik alanlarinin % 61’ini
olusturmaktadir. Bununla birlikte Sakarya 69 bin ha findik alanmi ile toplam findik
alanlarindan % 10, Trabzon ve Diizce ise sahip olduklar1 63 bin ha alan ile toplam
findik alanlarindan % 9’ar pay alan diger onemli illerdir (Anonymous, 2012b). TUIK
verilerine gore 2011 yilinda Ordu 227.053 ha alanda 99.881 ton, Giresun 117.639 ha
alanda 67.603 ton, Samsun findik iiretimi 88.341 ha alanda 52.087 ton, Sakarya 69.084
ha alanda 74.537 ton, Diizce 62.675 ha alanda 45.098 ton, Trabzon 64.283 ha alanda
33.410 ton findik iiretimi gerceklestirmistir (Anonymous, 2012b). TUIK verilerine gore
2010 yilinda Tiirkiye’de 600 bin ton findik iiretimi ger¢eklesmis, tiretim alanlarinda bir
degisim olmamasina ragmen 2011 yilinda 430 bin tona gerilemistir (Anonymous,
2010).

Calismanin yiiriitiildiigli Samsun’da findik iiretiminin ilgelere gore dagilimi ise
Carsamba’da 12.184 ton, Terme’de 10.975 ton, Salipazari’nda 8.776 ton, Tekkekoy’de
6.111 ton, Ayvacik’ta 5.567 ton, Ondokuzmayis’ta 2.700 ton, Atakum’da 1.556 ton
seklindedir (Anonymous, 2010).



Findik, genel olarak don tehlikesinin nadir goriildiigii, ortalama kis sicakliginin —
8 °C’nin altina diismedigi, en yiiksek sicakligin ise 36 - 37 °C ve yillik ortalama
sicakligin 13 - 16 °C oldugu, haziran ve temmuz aylarinda % 60 orantili neme ve yillik
755 mm’den daha fazla yagis alan, yiiksekligi 600 m’yi gecmeyen bolgeler findik tarimi
icin uygundur (Koksal, 2002). Tiirkiye’de findik yetistirilen alanlar 40 — 41 “enlem ve
37 —42° boylamlar1 arasinda bulunmaktadir. Bu smirlar icerisinde ekolojik kosullar
bakimindan en uygun alanlar Karadeniz kiyilaridir. Findik yetistiriciligi Karadeniz
kiyilarindan 60 km iceriye ve 750 m yiikseklige kadar ¢ikmaktadir (Ozbek, 1978;
Koksal, 2002).

Tiirkiye’de Tombul, Palaz, Cakildak, Fosa, Mincane, Uzunmusa, Cavcava,
Kargalak, Kan, Kalinkara, Incekara, Sivri, Kus, Aci, Karafindik, Yass1 Badem ve
Yuvarlak Badem olmak iizere 17 standart findik cesidi tanimlanmistir (Ayfer ve ark.,
1986; Okay ve ark., 1986; Caliskan, 1995; Koksal 2002; Demir, 2005).

Findik tarmm genellikle kiiciik arazilerde ve aile isletmeciligi bi¢iminde
yapilmaktadir. Tiirkiye'de yaklasik 400.000 c¢iftci ailesinin findik tarimiyla ugrastigi
bilinmektedir. Findik, yetistirildigi bolgede dogrudan ya da dolayl olarak 8 milyon
niifusu ilgilendirmektedir (Karadeniz ve ark., 2008).

Findiklarda goriilen hastaliklar arasinda; findik bakteriyel yaniklik etmeni
(Xanthomonas arboricola pv. corylina Miller et all.), findik kiilleme hastalik etmeni
Phyllactinia guttata (Wallr.: Fr.) Lev. (Hartney et all., 2005), findik dal kanseri Nectria
galligena Bres. (Farr and Rossman, 2011), Armillaria kok ciiriikligti Armillaria
mellea (Vall.) Quel., (Janick and Paull 2008; Keca et all. 2009; Lushaj et all. 2010),
Rosellinia kok ciiriikliigli Rosellinia necatrix Prill (Minter and Peredo Lopez 2006) ve
findik mozaik viriis hastaligit Apple mosaic ilarvirus, (ApMV) (Snare, 2006) yer alir.
Bunlardan Xanthomonas arboricola pv. corylina en 6nemlisidir (Viggiani, 1994).

Findik iiretiminin yaygin olarak yapildigi Samsun Ili’nde findik bakteriyel
yaniklik etmeni (Xanthomonas arboricola pv. corylina Miller et all.)’nin yayginlik
seviyesiyle ilgili olarak son yillarda yeterli seviyede calisma yiiriitilmemistir. Bu

nedenle, bu arastirmada hastaligin yayginlik durumu saptanmak istenmistir.



2. GENEL BILGILER

Xanthomonas corylina (Miller et all.) ilk olarak 1913 yilinda A.B.D. -
Oregon’da tamlanmistir (Barss, 1913). Bu ilk tanidan sonra 1956 yilinda eski adiyla
Yugoslavya’da Sutic, 1969 yilinda italya’da Noviello, 1973 yilinda Tiirkiye’de Alay
ve ark., 1976 yilinda Fransa’da ayn1 yil hem Luisetti ve ark. hem Prunier ve ark., 1978
yilinda Rusya’da Koval, 1979 yilinda Ingiltere’de Locke ve Barnes, 1980 yilinda
Avustralya’da Wimalajeewa ve Washington, 1982 yilinda Cezayir’de Gardan, 1987
yilinda Sili’de Guerrero ve Lobos tarafindan varligi tespit edilmistir (EPPO, 1990).

X. arboricola pv. corylina EPPO A2 karantina listesinde yer almaktadir. Ancak
karantina baska herhangi bir bolgesel bitki koruma orgiitii tarafindan onaylanmamaistir.
X. arboricola pv. corylina diinya findik iiretim alanlarinin sinirh bir kismina yayilmastir.
Diger iilkeler ana findik dreticisi olmamalarina ragmen halen risk altinda
bulunmaktadirlar (Smith ve ark., 1997).

X. arboricola pv. corylina’min  ana konukcusu findiktir. Bakteri bitkiye
tomurcuk, yaralar ve yapraklar iizerindeki acik stomalar yoluyla girer. Kanserli
dokularda ve hastalikli tomurcuklarda canliliginm siirdiiriir. Bitkiden bitkiye ise yagmur,
riizgar ve budama aletleri ile yayilir (EPPO, 2004).

Yapraklar iizerindeki lekeler, yuvarlak veya diizensiz bir sekilde goriiniir ve
lekelerin caplar1 genellikle 1 — 2 mm’dir. Yeni olusan lekeler donuk, sarimsi yesil
renkte olup, zamanla kirmizi — kahverengi bir goriiniim alabilmektedir. Lekelerin etrafi
sarims1 yesil bir hale ile c¢evrilidir. Dallar ise disaridan kurumus gibi goriinmekte,
yapraklar bu dallar tizerinde kivrilarak kurur ve asili kalmaktadir. Dallardaki lezyonlart
tespit etmek gii¢ olabilir, fakat yakindan kontrol edildiginde, kabugun hafifce ¢cokiik ve
kirmizimst mor bir renk aldigi goriilmektedir. Kabuk kaldirildiginda i¢ kisimlardaki
dokularin kiiciik lekeler seklinde kirmizimsi kahverengine doniistiigii goriiliir. Govdede
belirtiler uzunlamasina 10 - 25 cm uzunlugunda kanser olusumu seklindedir ve
hastaligin en 6nemli devresidir. Yaralar genellikle 4 yasina kadar olan agac¢ govdelerini
kusatir ve geng fidanlarin 6liimlerine neden olur (Anonymous, 2011a).

Meyve ve zuruflardaki lekeler sekil ve biiyiikliik bakimindan yapraklardakine
benzeyen koyu kahverenkli lekeler seklindedir. Baslangigta yiizeysel olan bu lekeler
zamanla cukurlagir ve sertlesir.

Agaclarda genellikle 8 - 10 yasina kadar olan donem en hassas donemdir. 1 - 2

yasindaki geng siirgiinler kurumaya kars1 6zellikle hassastir. Tomurcuklar, geng siirgiin



ve dallar en hassas organlardir. Daha sonra yapraklarda gelisme goriiliir. Nemli hava
hastaligin daha kolay gelisimine yardimci olur. Donlu havalardan sonra bitkiler
hastaliga kars1 daha hassas hale gelir. Saglikli agaclar hastalifa kars1 daha direnclidir
(Karadeniz ve ark., 2008).

X. arboricola pv. corylina bir yildan diger yila canliligini koruyabildigi icin
epidomiyolojik O6nem tasimaktadir. Tomurcuklarin enfeksiyonu vejetatif gelisim
esnasinda ortaya cikar ve bu da ilkbahar ayinda inokulumun asil kaynagini olusturur.
Etmen dokiilen yapraklarda 4 aydan fazla canliligim1 korur fakat toprakta kislayamaz
(Gardan, 1982; 1983).

Hastalik; bulasik materyallerin yok edilmesi ve ortadan kaldirilmasi, budama
ekipmanlarinin temizligine dikkat edilmesi, bakirli preparatlarin kullanilmasi ve yeni
dikilen fidanlarin dayanikli cesitler olmasina dikkat edilmesiyle kontrol altina alinabilir.
Saglikl1 bitki materyali kullanmak en 6nemli 6nleyici yontemdir (EPPO, 2004).

Bacteria alemi, Proteobacteria  subesi, = Gammaproteobacteria  sinifi,
Xanthomonadales takimi, Xanthomonadaceae familyasi, Xanthomonas cinsine dahil
olan Xanthomonas arboricola pv. corylina (Miller et all.) Vauterin et al. findik
bakteriyel yaniklik etmeni olarak bilinmektedir. Sinonimleri Xanthomonas campestris
pv. corylina (Miller et all.) Dye ve Xanthomonas corylina (Miller et all.) Starr &
Burkholder’ dir.

Hastalik etmeni X. arboricola pv. corylina Gram - negatif, kutuptan tek kamcih
ve aerobiktir. Diger Xanthomonas’lar gibi kiiltiir ortaminda sar1 renkli, akigkan formda
ve parlak goriiniimlii koloni olusturur. Besi ortaminda optimum gelisme sicakligi 28
°C’dir (Bradbury, 1987).

Miller ve ark. (1949), gerceklestirdikleri c¢alismalarda hastalikli bitkilerin
mikroskopik deneyleri ve tekrarlanan izolasyonlar sonucunda spesifik bakteri tiiriinii
elde etmislerdir. Elde ettikleri bakteriyi tekrar findik bitkisine inokule ederek hastalik
simptomlarin1 gézlemlemislerdir.

Yapilan bir c¢alismada X. arboricola pv. corylina’min 1 - 4 yas arasi geng
agaclarda zarar meydana getirdigi, bu agaclarda % 10 oraninda 6liime neden oldugu ve
meyvede meydana getirdigi zararlanmalar nedeniyle % 25 verim diisiikliigiine yol actig1
belirlenmistir (Miller ve ark., 1949).

Alay ve ark. (1973) tarafindan Karadeniz Bolgesi’'nde X. arboricola pv.

corylina’nin yayilis ve bulasiklilik durumunu tesbit i¢in yiiriitiilen calismada hastaligin



Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize ve Artvin Illerindeki findik bahgelerine yayildigi
ve kontrol edilen findik ocaklarinin tamamen bulasik oldugu bildirilmistir.

Scortichini ve ark., (2002), X. arboricola pv. corylina’min farkli cografik
orijinlerden elde edilmis izolatlarinin cesitliligini degerlendirmek amaciyla; REP — PCR
(Repetitive — Polymerase Chain Reaction), protein analizi, patojenite ve biyokimyasal
testlerini  gerceklestirmislerdir. X. arboricola pv. corylina izolatlarinin yani sira,
karsilagtirmali analiz icin referans izolat olarak X. arboricola pv. juglandis NCPPB 411,
X. arboricola pv. pruni NCPPB 416, ve X. campestris pv. campestris NCPPB 528
wrklarint kullanmuglar, izolatlart GYCA ortaminda 25 — 27 °C’de gelistirmislerdir.
Biyokimyasal olarak ise Lelliot ve Stead (1987)’ye gore nisasta ve eskulinin hidrolizi,
jelatinin eritilmesi testlerini uygulamislardir. Calismalar sonucunda tiim izolatlarin
nisasta ve eskulini hidroliz ettigi, jelatini erittigi sonucunu elde etmislerdir. PCR islemi
sonucunda ise referans izolatlarla X. arboricola pv. corylina izolatlar1 arasinda gozle
goriiliir bir farka rastlanmadigina kanaat getirmislerdir.

Pulawska ve ark., (2010), Polonya’da 2007 ve 2009 yillarinda yaprak
lekelenmeleri goriilen farkli ¢esitlerde findik agaglarindan elde ettikleri 6rnekleri izole
etmis ve sar1 renkli koloni seklinde gelisen bakterileri Xanthomonas cinsine ait, spesifik
X1 ve X2 primerleri ile PCR analizi uygulayarak sonucu pozitif olarak
degerlendirmislerdir. PCR uygulamasi icin X. arboricola pv. corylina’nin LMG 688
referans 1rkin1 kullanmislardir. 15 izolatla referans irk testlendiginde, izolat desenlerinin
referans irkin desenine biiyiik benzerlik gosterdigini belirtmisledir. Ayrica izolatlarin
sera kosullarinda patojenite testini gerceklestirmis, bakterinin saglikli bitkilerde hastalik
meydana getirdigini, simptom gosteren kisimlardan ornek almip izole edildiginde ise

yeniden izolat elde edildigini bildirmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

Calismanin ana materyalini survey sirasinda toplanan hastalik belirtisi gosteren

findik ¢otanak ve yapraklar1 olusturmustur.

3.1. Survey Calismalari

Calisma; Tiirkiye findik iiretiminde 3. sirada bulunan Samsun Ili’nde findik
tiretim alanlarii olusturan Carsamba, Terme, Salipazari, Tekkekdy, Ondokuzmayis ve
Atakum flcelerindeki findik bahcelerinde yiiriitiilmiistiir.

Karadeniz sahil seridinin orta boliimiinde Yesilirmak ve Kizilirmak Nehirlerinin
Karadeniz’e dokiildiikleri deltalar arasinda yer alan Samsun; 9.083 km?’lik bir yiiz
Ol¢iime sahiptir. Cografi konum olarak 40° 50° - 41° 51° kuzey enlemleri, 37° 08" ve
34° 25’ dogu boylamlari arasindadir. Kuzeyinde Karadeniz’in yer aldigi Ilin komsulari;
dogusunda Ordu, batisinda Sinop, giineyinde Tokat ve Amasya, Giiney batisinda ise

Corum illeridir (Sekil 3.1).

KARADENIZ

AMAS YA

Sekil 3.1. Samsun’un cografi konumu



Samsun, yeryiizii sekilleri bakimindan ii¢ ayrn oOzellik gosterir. Birincisi
giineyindeki daglik kesim, ikincisi; daglik kesimle kiyr seridi arasinda kalan yaylalar,
ticiinciisii; yaylalarla Karadeniz arasindaki kiyr ovalaridir. Kizilirmak ve Yesilirmak
akarsularinin delta alanlarinda olusmus kiyilarinda, yurdumuzun tarimsal potansiyeli en
yiiksek ovalarindan Bafra ve Carsamba ovalar1 yer almaktadir (Anonymous, 2012).
Atakum, Alacam, Asarcik, Ayvacik, Bafra, Canik, Carsamba, Havza, [lkadim, Kavak,
Ladik, Ondokuzmayis, Salipazari, Tekkekdy, Terme, Vezirkoprii, Yakakent olmak
izere 18 ilceye ayrilmaktadir (Sekil 3.2).

Vezirkopri

arsamba
4}& Garg
N
"

:_Sahpaza r

Sekil 3.2. Samsun’un ilgeleri

Karadeniz iklim ozelliklerini tasiyan Samsun’un sahil kesimlerinde yazlar ve
kislar iliman, i¢ ve daglik kesimler ise yazlar serin, kislar daha sert gegmektedir. Yagis
miktari, Karadeniz sahil seridindeki diger illere oranla daha azdir. Samsun’da yillik
yagis ortalamas1 735 mm’dir. Yagis miktari, mevsimlere gore cok biiyiik farkliliklar
gostermemekle beraber kisin ve ilkbaharda daha fazla diismektedir (Anonymous, 2012
c).

TUIK 2011 verilerine gore Samsun Ili'nde 883.410 dekar alan, toplam
47.012.665 agacta 52.087 ton findik iiretimi yapilmistir. Verim aga¢ basina ortalama 1
kg’dir.



lligeler TUIK tarimsal iiretim verilerine gore, en ¢ok findik ocag: bulunan ilgeler
siralamas1 ve 2010 tretim miktarlart gbz Oniinde bulundurularak secilmistir (Cizelge

3.1).

Cizelge 3.1. Survey yapilan ilgelere gore ocak sayilari

Uretim
) Meyve Veren Gezilen Bahce
Iice Miktari
Agac Sayisi Sayisi
(ton)
Atakum 1.225.000 1.556 9
Carsamba 12.897.500 12.184 20
Ondokuzmayis 1.125.000 2.700 8
Salipazari 6.908.000 8.776 12
Tekkekoy 2.777.500 6.111 9
Terme 11.750.000 10.975 20
Toplam 36.683.000 42.302 78

Findik iiretim alanlarinda Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin yayginlik ve
siddetini tesbit etmek tizere 2011 ve 2012 yillarinda Haziran — Agustos aylar1 arasinda
ayni ilce, koy ve bahcelerde ayri ayr survey yapilmustir. Ornek toplanacak koyler
secilirken koylerin bulunduklart ilgeyi temsil etmesi acgisindan sahil — orta — yiiksek
kusaklarda bulunan koyler olmasina dikkat edilmistir. Sahil 0 — 250 m., orta kusak 250
— 500 m., yiiksek kusak ise rakimi 500 m.’den fazla olan kesimler olarak
degerlendirilmistir.

Hastaligin yayginlik tespitini gerceklestirmek amaciyla toplanan Ornekler
tesadiifi Ornekleme yontemine gore toplanmustir. Findik bahcelerinden kosegenler
dogrultusunda yiiriinerek, bahge biiylikliigiine gore 25 - 100 yaprak érnegi alinmistir.
Her yaprak bir ocag temsil etmektedir. Yaprak ornekleri kese kagidina konulup

etiketlendikten sonra laboratuvara getirilerek Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin



tipik simptomlarint degerlendirilmis ve hastaligin yiizde yayginlik oranlar1 bahge, koy,
ilge ve il bazinda hesaplanmustir.

Her bahgede hastalik belirtisi gosteren bitkiler, incelenen toplam bitki sayisina
oranlanarak hastalikl1 bitki yiizdeleri tespit edilmistir. Incelenen alanlarda hastalik orani
ve hastalik siddeti belirlendikten sonra, tartili ortalama ile ilgelere ve ile ait hastalik

degerleri belirlenmistir (Bora ve Karaca, 1970).

Hesaplama formiilleri su sekildedir:

. . . Hastalikli Bitki Sayis1
Bir Bah¢ede Hastalik Yayginlik Yiizdesi = — x 100
Toplam Bitki Sayisi

. . Toplam Hastalikli Bitki Sayis1
Bir Koyde Hastalik Yayginlik Yiizdesi = P — ¥ X 100
Toplam Bitki Sayisi

Lo . . Koylerdeki Toplam Hastalikli Bitki Sayisi
Bir Ilcede Hastalik Yayginlik Yiizdesi = - : — x 100
Koylerdeki Toplam Bitki Sayisi

. . Tllcelerdeki Toplam Hastalikli Bitki Sayisi
Bir Ilde Hastalik Yayginlik Yiizdesi = == p_ — Y= X 100
Ilgelerdeki Toplam Bitki Sayisi

Hastalik siddetini hesaplamak amaciyla O — 5 skalasindan faydalanilmigtir. Buna
gore; 0: Saglikli yaprak, 1: Yaprak alaninin 1/5°1 lekeli, 2: yaprak alaninin 2/5°1 lekeli,
3: Yaprak alanmmin 3/5’i lekeli, 4: Yaprak alaninin 4/5°1 lekeli, 5: Yaprak alaninin
4/5’den fazlasi lekeli olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.3).



10

0: Saglikli yaprak 1: Yaprak alaninin 1/5°i lekeli 2: yaprak alaninin 2/5°i lekeli

3: Yaprak alanimin 3/5’i lekeli 4: Yaprak alaninin 4/5’1 lekeli 5: Yaprak alaninin 4/5°den fazlasi lekeli

Sekil 3.3. Findik bakteriyel yaniklik hastaliginin 0 — 5 skalasi.

Hastalik siddetinin hesaplanmasinda kullanilan formiil:

__ Sifir Skalasindaki Bitki Sayisi x 0+---+ Bes Skalasindaki Bitki Sayis1 x 5
Bahgede Hastalik S - Toplam Bitki Sayis: x Maksimum Skala Degeri x100

(%Hastalik Siddeti x Arazi Biiyiikliigii)+--

Illcede Hastalik Siddeti = Toplam Arazi Biyakligi

x 100
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(%Hastalik Siddeti x Arazi Buyuklagi)+--

Toplam Arazi Biyiikligi x 100

I1de Hastalik Siddeti =

3.2. izolasyon Cahsmalar:

X. arboricola pv. corylina’nin izolatlarin1 elde etmek amaciyla simptom
gosteren ocaklardan yaprak ve cotanaklar 6rnek olarak toplanmistir. Toplanan hastalikli
bitki ornekleri etiketli kese kagidina konularak igerisinde buz kaliplar1 bulunan kapta
laboratuara getirilmis ve ornekler izolasyon islemine kadar + 4 °C’de buzdolabinda
bekletilmistir.

Hastalik belirtisi tasiyan findik yaprak ve c¢otanaklarindaki zuruflar iizerinde
simptom goriinen bolgeyi kapsayacak sekilde bistiiri yardimiyla 2 - 4 mm
biiytikliiglinde doku parcalar kesilerek bu parcalar % 1’lik NaOCIl ¢ozeltisinde 2 dakika
siireyle bekletilmis, boylelikle yiizeysel dezenfeksiyon saglanmistir. Yiizeysel
dezenfeksiyona tabi tutulan doku parcalart steril saf sudan gecirildikten sonra steril
kurutma kagidiyla kurulanmstir. Steril doku parcalari, 2 ml’lik steril ependorf tiipler
icerisine konulduktan sonra tizerine 300 ul saf su ilave edilmistir. Steril homojenizator
yardimiyla bitki parcalar1 steril ependorf tiip igerisinde iyice ezilmis ve Ornekler oda
sicakliginda 30 dakika siireyle inkube edilmistir. Inkubasyondan sonra her 6rnekten 50
ve 100 pl’lik miktarlarda sivi alinarak GYCA ve NGA besi ortamlarina ayr1 ayri
drigalski baget yardimiyla asilama yapilmustir.

Ekim yapilan petriler 24 — 26 °C sicaklikta 48 saat siireyle inkubasyona
birakilmigtir. inkubasyon siiresince petrilerde bakteriyel gelisim olup olmadig
periyodik olarak kontrol edilmistir. Yeterli say1 ve biiyiikliikte gelisen koloniler yeni
besi ortamina alinarak saflastirilmistir. Saflagtirma isleminde parlak goriintimli,
mukoid, diizgiin kenarli olan koloniler secilmis, saflastirilan izolatlar mikrobanka

alinarak etiketlenmis ve — 20 °C’de tan1 ¢calismalar1 i¢in muhafaza edilmistir.
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Glucose Yeast Extract Calcium Carbonate Agar (GYCA):

Yeast extract 50¢g
Glucose 50¢g
CaCOs(ince ogiitiilmiis toz) 40 g
Agar 15¢g
Saf su 11t

Yukaridaki ortam igerigi tartilarak iizerine 1 I'lik su ilave edilmistir. Ortam
otoklavda 121 “C’de 20 dakika steril edildikten sonra manyetik karistiricida petrilere
dokiilene kadar 150 rpm’de karistirilarak homojenizasyonu saglanmistir (Lelliot ve

Stead, 1987).
Nutrient Glucose Agar (NGA)

Beef extract 3.0g

Pepton 50¢g
Glukoz 25¢g
Agar 15¢g
Saf su 11t

3.3. Cahsmalar Sirasinda Kullanilan Standart Kiiltiirler, Ortamlar ve
Teshis Yontemleri

Elde edilen izolatlarin teshis edilmesinde biyokimyasal ve molekiiler tani
testlerinden yararlanilmigtir. Biyokimyasal testler, molekiiler tani testini destekleyici
amacla yapilmistir. Uygulanan biyokimyasal testler Xanthomonas cinsi i¢in tanilayici
olan testlerdir. Bunlar; Gram Boyama, KOH’de Coziinme, Katalaz, Oksidasyon —
Fermantasyon, Jelatini eritme, Nisastanin Hidrolizi, Eskulinin Hidrolizi, Karbon
kaynaklarim1 kullanilmas: testleridir. Molekiiler karakterizasyonda ise Touchdown

Koloni PCR yontemi kullanilmustir.
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3.3.1. Gram boyama testi

Elde edilen bakteri izolatlarinin gram pozitif veya gram negatif oldugunu ayirt

etmek amaciyla Gram boyama testi kullanilmastir.

L. Cozelti Icerigi:

A cozeltisi:  Crystal violet 2g
Etil alkol (%95) 20 ml
B ¢ozeltisi:  Amonyum oksalat 0,8 g
Saf su 80 ml
A ve B cozeltileri ayr1 ayr1 hazirlandiktan sonra karistirilarak filtre kagidindan

gecirilmistir.

I1. Lugol Cozeltisinin Icerigi:

Iyodin lg
Potasyum Iyodid 2g
Saf su 300 ml

II1. Safranin Cozeltisinin Icerigi:

Stok ¢ozeltisi: Safranin 0 25¢g
Etil alkol (% 95) 100 ml

Kullanma ¢ozeltisi ~ Stok ¢ozeltisi 10 ml
Saf su 90 ml

Lamin ortasina bir damla steril su damlatildiktan sonra, besi yerinde 24 saat
gelismis findik bakteriyel yaniklik etmeni kolonilerinden 6ze yardimi ile alinmis, su
damlasi icerisine dairesel hareketlerle karistirilmig, lam iizerine yayilmis ve bakterilerin
lama fikse olmalart icin lam hafifce alevden gecirildikten sonra oda sicakliginda
bekletilerek kurumasi saglanmistir.

I. soliisyondan lam iizerine dokiiliip, 1 dakika beklendikten sonra musluk suyu

ile indirekt olarak yikanmip kurutma kagidiyla hafifce kurulanmistir. Daha sonra lam
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tizerine Lugol soliisyonu konulup 1 dakika bekletildikten sonra yine indirekt olarak
musluk suyuyla yikanarak kurutma kagidiyla hafifce kurulanmistir.

% 95’lik etil alkol bulunan bir kaba lam batirilarak 25 saniye kadar beklenip ve
birka¢ saniye suda yikandiktan sonra tekrar hafifce kurulanmigtir. Son asama olarak ise
Safranin soliisyonunda 10 saniye siireyle zit boyama yapilmis, suda indirekt olarak
yikanmis, kurutma kagidinda kurutulmustur (Gram, 1884). Lam iizerine sedir yagi

damlatilip 100X objektifle incelenmistir.

3.3.2. KOH testi

Taze hazirlanan % 3’liikk potasyum hidroksit soliisyonundan lam iizerine bir
damla damlatildiktan sonra NGA’da 24 — 26 °C’de 48 saat siireyle gelistirilen izolatlar
bir 6ze dolusu alinarak ¢ozeltiye batirilmis ve dairesel hareketlerle karistirilmistir. Oze
15 - 20 saniye sonra yukar1 kaldirildiginda ipligimsi bir siinmenin olusmas1 durumunda
izolatin Gram negatif bakteri, siinmenin olugmamasi durumunda ise Gram pozitif

bakteri olduguna karar verilmistir (Sands, 1990).

3.3.3. Katalaz testi

Lam iizerine % 3’liikk hidrojen peroksit (H,O;)’ten 1 ml damlatilip, daha sonra
NGA’da 24 — 26 °C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen izolatlardan bir 6ze dolusu
alimarak cozeltiye batirilmistir. Reaksiyon sonucunda hava kabarciklarinin c¢ikmasi

izolatin pozitif reaksiyon verdigini gostermistir (Lelliott ve Stead, 1987).

3.3.4. Oksidasyon — fermentasyon testi

Bu test, karbonhidratlarin oksijenli ve oksijensiz ortamda kullanimlarini tespit

etmek amaciyla yapilmstir.

NH4H2PO4 1 g
KCl 02¢g
MgSO4.7H20 0.2 g
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Bromthymolblue 0.08 g

Saf su 900 ml

Agar 3g

Maddeler agar haricinde tartilip, erlenmayer icerisinde c¢ozelti haline
getirildikten sonra c¢ozeltinin pH’s1 % 40’lik NaOH ile 7.0 — 7.1°e ayarlanmistir. Bu
durumda ortamin rengi zeytin yesili renge doniismiistiir. Ortama agar ilave edildikten
sonra otoklavda 121 °C’ye isitilarak maddelerin homojenizasyonu saglanmistir. Elde
edilen karisim 7 ml’lik miktarlarda tiiplere paylastirilmis ve 121 °C’de 15 dakika
siireyle otoklavda sterilize edilmis, dik sekilde bekletilerek donmalar1 saglanmustir.

Her izolat i¢in oksijenli ve oksijensiz olmak iizere iki tiip kullanilmistir. NGA’da
24 — 26 ‘C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen izolatlardan bir 6ze dolusu alinarak
tiilplere batirilmig, daha sonra bu tiiplerden birisinin iizerine % 3’liikk agar dokiilerek
hava ile temas1 kesilmistir. Tiiplerin iizerleri etiketlendikten sonra agizlari pamukla
kapatilmis ve izolatlar 24 — 26 "C’de bir hafta siireyle inkubasyona birakilmustr.

Inkubasyon siiresi sonunda pozitif reaksiyon veren izolatlar glikozdan asit

iretimi sonucu ortamin zeytin yesil rengini portakal — sar1 renge doniistiirmiistiir.

3.3.5. Jelatini eritme testi

Xanthomonas tiirlerinin ¢ogunun jelatini hidrolize ettigi bilinmektedir. Ortam
(Pepton 5 g, Beef extract 3 g, Jelatin 120 g, Saf su 1 L) 121 C'de homojenize edildikten
sonra 7 ml miktarda deney tiiplerine paylastirilmis, 121 “C’de 20 dakika siireyle sterilize
edilmistir. NGA’da 24 — 26 ‘C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen izolatlar 6ze
yardimiyla tiiplere asilanip etiketlenmis ve 24 - 26 "C’de bir hafta siireyle inkubasyona
birakilmigtir. Jelatinin eritilip eritilmedigini anlamak icin tiipler + 4 °C’de buzdolabinda
30 dakika bekletilmis, pozitif reaksiyon veren izolatlarin jelatini erittigi

gozlemlenmistir.
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3.3.6. Nisastamin hidrolizi testi

Ortam (Yeast extract 5 g, Peptone 5 g, Beef extract 5 g, Agar 15 g, Eriyebilir
nisasta 2 g, Saf su 1 g) 121 ‘C’de 20 dakika stireyle sterilize edilip ve petrilere
dokiilmiistir. NGA’da 24 — 26 'C’de 24 — 48 saat sireyle gelistirilen izolatlar petrilere
cizilmis, 24 — 26 ‘C’de 24 — 48 saat inkubasyondan sonra petrinin iizerine Lugol
solusyonu (Iyot 1 g, Potasyum iyodiir 2 g, Saf su 100 ml) dokiilmiistiir. Pozitif
reaksiyonda siyah renge doniisen ortamda gelisen kolonilerin etrafinda renk agilmasi

meydana gelmistir.

3.3.7. Eskulinin hidrolizi testi

Bir glikozit olan eskulinin tiim Xanthomonas campestris pathovarlari tarafindan

parcalanarak glikoz ve dihidrocumarin’e ayristirildigr bilinmektedir.

Ortam igerigi (g/D
Yeast extract 5.0
NaCl 5.0
MgS0,4.7H,0 0.2
K,;HPO, 0.5
NH4H,PO4 0.5
Ferric amonyum sitrat 50 mg
Esculin (Sigma)

pH 6.8

Ortam icerigi kullanilarak hazirlanan besi yerine cizilen izolatlar 28 °C’de 28
giin siireyle inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon siiresince ortamdaki bakterilerin

durumu her giin kontrol edilmistir.



17

3.3.8. Karbon kaynaklarmin kullanilmasi testi

Ortam icerigi g/L
NH4H,PO4 0.5
K>HPO4 0.5
MgS04.7H,0 0.2
NaCl 5.0
Yeast Extract 0.8
Agar 12.0
Bromthymolblue 0.002
Karbon kaynagi 2.0
pH 6.8

Ortam icerigi agar haricinde hazirlanmis ve % 40’lik NaOH ile pH’s1 6.8’e
ayarlandiktan sonra agar eklenip 121 ‘Cde homojenize edilerek tiiplere
paylastiritlmigtir. Tiipler 121 “C’de 20 dakika siireyle otoklavda sterilize edilerek egik
agar seklinde dondurulmustur. Bu testin uygulanmasinda D (-) Arabinose, D (+)
Galactose, Erythritol, D (+) Mannose, D (+) Xylose, L (+) Rhamnose, D (+) Trehalose,
D - Sorbitol, L (+) Arabinose, Raffinose, Cellobiose, Mannitol, Glukoz, Maltoz,
Gliserin karbon kaynagi olarak kullanilmustir.

izolatlar tiiplere cizildikten sonra 24 — 26 'C sicaklikta bir hafta siireyle
inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon siiresi sonunda ortamda renk degisikligi olup

olmadig1 gozlenmistir.

3.3.9. Tiitiinde asir1 duyarhhk testi

NGA’da 24 — 26 ‘C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen izolatlarin 10° - 10®
hiicre/mI’lik siispansiyonlar1 hazirlanmis, bu siispansiyonlar tiitiin (Nicotiana tabacum
cv. Samsun N) bitkisi yapraginin alt yiizey damar aralarina enjektor yardimi ile inokule
edilmistir. Inokulasyondan 24 - 48 saat sonra tiitiin bitkisinde asi1 duyarlilik

reaksiyonunun olup olmadig kontrol edilmistir (Klement et al., 1990).
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3.3.10. Patojenite testi

Patojenite testi icin 1 yillik Palaz findik ¢esidinin fidanlari kullanilmistir. Bunun
icin NGA’da 24 — 26 ‘C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen izolatlarin 10° — 10® hiicre /
ml’lik siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Denemeler 3 tekerriirlii ve 2 kez tekrarlanarak
yapilmigtir. Bu siispansiyonlar yapraklarin alt kisminin damar aralarina enjekte
edilmistir (Gardan and Devaux, 1987). Bakteriyel izolatlarin pozitif kontrolii icin
Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitiisii’'nden alinan Z5C isimli izolat,
negatif kontrol olarak ise steril saf su kullanilmistir. izolatlarin inokule edildigi fidanlar
iklim odasinda 26 — 28 ‘C’de % 60 - % 70 orantili nem kosullarinda bir hafta stireyle
inkube edilmistir. Nekrotik lekelerin gelistigi bolgelerden tekrar izolasyon yapilarak,
elde edilen izolatlarin biyokimyasal ve molekiiler tanilar1 tekrar yapilmis ve teshislerin

dogrulugu kontrol edilmistir. Denemeler 3 tekerriirlii ve 2 kez tekrarlanarak yapilmistir.

3.3.11. Molekiiler tanilama

Izolatlarin molekiiler karakterizasyonu icin touchdown koloni PCR’1 yapilmistir.
PCR islemi icin izolatlarin NGA’da 24 — 26 ‘C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen
kolonilerinden yararlanilarak PCR yapilmistir. PCR cogaltma isleminde 24 saatlik
kolonileri gelistirilmistir. PCR c¢ogaltma isleminde ii¢ farkli uluslar arasi izolat
genomundan ‘Primer 3 Input Version 4.0 programi kullanilarak acnB - F
(ACATTCCGTTCATTCCGAAC), acnB — R (AACAGCACGTCCGACTTCAT), 935
— F (TGGAAAAGCTGTTGATGCTG), 935 — R (GTCGAAACGCAGCTGGTAG),
LGM688 - F (TGGAAAAGCTGTTGATGCTG) ve LGM688 - R
(GCATCTTCGATACGCACCTG) isimli baz dizileri elde edilmis, bu baz dizileri 6zel
bir firmadan primer olarak sentezletilmistir.

PCR ¢ogaltma isleminde reaksiyon karistmi olarak; her bir PCR tiipii icin 18.3
ul steril saf su, 2.5 pl 10X PCR buffer (500 mM KCI, 100 mM Tris-HCI (pH 9.0), 1.0%
Triton X 100), 1 pl 25 mM MgCl,, 1 ul 10 mM dNTPs (10 mM each dATP, dTTP,
dGTP. dCTP), 1 ul 20 uM ileri primer, 1 pl 20 pl ters primer ve 0.2 pl Tag polymeraz
olarak toplam 25 pl’lik hacimde hazirlanmis ve bu tiiplerin igerisine kiigiik gelisimli
bakteri kolonisi ilave edilmigtir. PCR dongiisii islemi Sambrook et al. (1989)’e gore

yapilmistir. Buna gore;
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Touchdown PCR i¢in kullanilan program su sekildedir:

Sicaklik Dongii
95°C 4
95°C 30"
65 °C 30"

Decrease 1 dongii
72°C 1.5

Cycle 2 - 9 kez
95°C 30"
56 C 30"
72°C 30"

Cycle 6 — 24 kez
18°C Forever

Elde edilen PCR iiriinleri % 1’lik Agaroz — jelde kosturularak goriintiileri elde
edilmistir. Agaroz jelin hazirlanmasi icin 0.9 g agaroz 90 ml’'lik 1 x TAE tamponuna
konulmus, mikrodalga firinda eriyinceye kadar kaynatilmistir. Yaklasik 50 oC’ye kadar
sogutulan solusyona bantlarin goriilmesi icin 10 mg / ml ethidium bromiir ilave edilmis,
taraklar1 yerlestirilen jel tepsisine dokiilmiistiir. Agaroz jelin donmasindan sonra jel
tanki icerisine jeli ortiinceye kadar 1 x TBE buffer konmugstur. Daha sonra jeldeki tarak
dikkatlice cekilerek c¢ikarilmistir. Bu sekilde hazirlanan agaroz jel cukurlarina 3ul
loading buffer ve 12ul PCR iiriinii karisimi bir mikropipet yardimi ile dikkatlice
verilmistir. Molekiiler agirlik isaretleyici olarak “Solis BioDyne 1 kb DNA Ladder”
kullanmilmistir. Elektroforez tankinda agaroz jeldeki 6rnek hiicrelerin bulundugu yer gii¢
kaynaginin negatif ( - ) kutbuna denk gelecek sekilde yerlestirilmis ve PCR iiriinleri
100V elektrik akiminda yaklasik 1 saat siire ile kosturulmustur. Daha sonra PCR

tiriinleri transliminatorde (302 nm) incelenmis ve fotograflanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Survey Calismalarinin Sonuclari

4.1.1. Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin ilgelere gore yayginhk ve
siddeti

Samsun’da findik {iiretiminin 6nemli Olgiide yapildigi, Carsamba, Terme,
Salipazar1, Ondokuzmayis, Tekkekdy ve Atakum Ilcelerinde 2011 ve 2012 Haziran —
Agustos aylart arasinda findik iiretim alanlarinda yapilan arazi ¢alismalar1 sonucunda
hastalik yayginlig tespit edilmistir. 2011 ve 2012 yillarinin aritmetik ortalamasina gore
hastalik yayginligi Carsamba’da % 21.25, Terme’de % 17.70, Salipazari’nda % 5.57,
Ondokuzmayis’ta % 27.37, Tekkekdy’de % 15.03, Atakum’da % 15.41 seviyesindedir.
Hastaligin siddeti ise; Carsamba’da % 8.48, Terme’de % 7.66, Salipazari’nda % 1.64,
Ondokuzmayis’ta % 13.71, Tekkekoy’de % 5.26, Atakum’da % 2.75 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin ilgelere gore yayginlik durumu
ve hastalik siddeti *TUIK 2011

Yayginhk
Hastalik Siddeti
; Oram
Findik Incelenen
. Ort. (%) Ort.
flce Uretim (%)
(%) (%)
Alani (da)* | Bahee | Alan
2011 | 2012 2011 2012
(Adet) (da)
Carsamba 247.100 20 452 21 21,5 | 21,25 7,47 9,50 | 848
Terme 259.610 20 476 17 18,41 17,70 7,1 822 | 7.66
Salipazari 139.930 12 228 5 6,15 5357 1,43 1,86 | 1,64
Ondokuzmayis 27.140 8 86 26,75 28 27,37 13,58 13,85 | 13,71
Tekkekoy 54.880 9 103 13,5| 16,66 15,08 2,76 777 526
Atakum 24.330 9 65 13,5 | 17,33 15,41 2,4 3,1 2,75
28 | 1410 Ort. | Ort. Ort. Ort.
Topl 752.99 . 17, ,S
oplam 0 1612] 1800 V9 | 579 738 | &8
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Survey calismasi sirasinda 1.410 da’hik alanda 6.476 ocak incelenmis bu
ocaklardan 1.042 adedinde findik bakteriyel yaniklik etmeni belirtisine rastlanmistir.
Incelemeler sirasinda yash, dallar1 uzamis ve genclestirme yapilmamus, sira aralarina
giines 15181 almayan findik ocaklarinda hem meyve olusumunun zayif oldugu, hem de
hastalik belirtisinin olusmadig1 gdzlenmistir. Hastaligin daha ziyade geng¢ ocaklarda ve
denize yakin olan nem orani yiiksek sahil kusaginda yaygin oldugu tespit edilmistir.

Hastalik yayginlik ve siddetinin yillara gore karsilastirmasi yapildiginda; 2011
yilinda hastalik yayginlik ve siddetinin 2012°ye gore daha az oldugu goriilmektedir.
hastalik etmeninin 2011 Haziran — Agustos aylar1 sicaklik (24 oC) ve nem (% 68.,5)
ortalamalarinin hastalik yayginlik ve siddetini (Ort. Yayginhik %16,12; Ort. Siddet %
5,76 ) tesvik ettigi, ancak 2012 yili sicaklik (24,5 oC) ve nem (% 77,45) ortalama
verilerine bakildiginda hastalik yayginlik ve siddetinin (Ort. Yaygmnlhik % 18, Ort.
Siddet % 7,38 ) arttigi gozlenmistir. Hastalik yayginlik ve siddetinin 2012 yilinda
artmasina sicakliklarin aym1 kalmasina ragmen nem faktoriiniin etkili oldugu

diistiniilmektedir (Sekil 4.1).

30,00% —  16,00%
= D 14,00%
=  25,00% ,00%
uE.o ,,o ;-g 12,00%
E 20,00% - @ 10,00%
15,00% -+ =  800% -+
10,00% -+ g 6,00% -
Ort. © 4,00% Ort.
5,00% -+ T yo0% |
0,00% - m 2012 0,00% m 2012
3 g&853E mon S 2853 E mou
ES8EQ < ESS8Ee s
L=~ R L=~ >
S &% S 328
© ©
C C
(@) (@]
ligeler iiceler

Sekil 4.1 Tlgelere gore hastalik siddet ve yayginlik grafigi
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4.1.2. Iicelerde inceleme yapilan koyler ve elde edilen izolat sayilar

Cizelge 4.2. Elde edilen izolat sayilarinin ilgeler ve kdylere gore dagilimi

ilge

Koy

Bahge Sayisi

izolat Sayisi

Xac. izolat Adi

Atakum

Merkez Mh.

AT2, AT2/Z

Erikli Koyl

AT7, ATS, ATS/Z

Ozéren Koyii

Yali Mh.

Carsamba

Agcagliney Beld.

Bafracall

Durusu

R (NINWIN

Esencgay

Kirazbucagi

Seyhgliven

Ustacali

Yeni Karacali

NP [ fw|

Ondokuzmayis

Esenyer

Koselik

Mimar Sinan Mh.

[ =y

Ormancik

Salipazari

Cigekli

Findikh

Kalfal

Kocalar Mh.

Kugcagiz

Tepealt

Yavagbey Mh.

Tekkekoy

Balcali

w |

Kababurik

Ulas

TK3

Yaylageris

Wk

TK6/Z, TK7, TK7/Z

Terme

Akbucak

Akgagln

Bazlamag Beld.

Cardak

120/

Dibekli

T31

Elmakoy

Glindogdu

T37/Z

Kesikkaya

18,728/

Kocaman Beld.

T1,7T3

Kocamanbasi

T9,79/Z, 726/

Ortasogutlu

RWN (NP |R Rk |k~

Juayp

Yenicami

RIRPIRPWW[N(FR|IRP[RIN|RP|IRP|IRPIWIRINIWIN|IR|IA[R[PINININWINIRPR WP |WRIN[RIN[W[R[WW|N

1

T13

Yerli

=y

1

T36/Z

Toplam

41 kéy

78 bahge

50 izolat

1560 6rnek

24 Xac. izolati

Atakum’da 4 koyden 5, Carsamba’da 8 koyden 3, Ondokuzmayis’ta 4 kdyden O,
Salipazari’nda 7 koyden 0, Tekkekoy’de 4 koyden 4, Terme’de 14 koyden 12 izolat
olmak iizere toplam 24 X. arboricola pv. corylina izolat1 elde edilmistir (Cizelge 4.2).

Surveylerde toplanan Orneklerden laboratuvar caligmalari sonucunda toplamda
50 bakteri izolat1 elde edilmistir. Izolasyon calismalari sirasinda izolatlarin secimi ve
ayrimi ilk asamada koloni renklerine gore yapilmistir. Koloni rengine gore secim

yapilirken hedef bakteriyel etmenin sar1 renkli koloni olusturmasi nedeniyle bu renge
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sahip izolatlar, tanis1 yapilmak iizere ayrilmistir. Koloni rengi portakal, pembe ve beyaz
olan izolatlarin ise patojenik ozellige sahip olup olmadiklarina bakilmistir. Bunun i¢in
izolatlara tiitlinde asir1 duyarlilik ve findikta patojenite testleri yapilmistir. Bu testler
sonucunda tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonu gostermeyen ve findik yapraklarinda
nekroz olusumuna yol agmayan izolatlarin patojenik Ozellige sahip olmadigina karar
verilerek tani testleri yapilmamistir.

Sar1 tonlarda gelisen tiim izolatlarin ise tani testleri yapilmistir. Buna gore 24

izolattan tamaminin X. arboricola pv. corylina oldugu tespit edilmistir.

4.2. Laboratuvar Sonuclari

Arazi caligmasit sonucunda hastalik belirtilerinin  6zellikle yapraklar ve
cotanaklarda olustugu gozlenmistir. Bitkinin bu yerlerinden toplanan ve laboratuar
ortaminda izolasyonu yapilan X. arboricola pv. corylina i¢in en uygun besi yerinin
GYCA ve NGA oldugu bilinmektedir. GYCA ve NGA’ya asilanan X. arboricola pv.
corylinanin 25 — 27 C’de 3 — 4 giin inkubasyona birakilmasi sonucunda gelisen
kolonilerinin mukoid, sar1, parlak, akiskan formda oldugu gozlenmistir (Sekil 4.2, 4.3).
Samsun [li findik 6rneklerinden elde edilmis izolatlar Ankara Zirai Miicadele Merkez
Arastirma Enstitiisi’nden temin edilen Z5C referans izolatiyla da karsilastirildiginda,

morfolojik olarak onemli 6l¢iide benzerlik tagidiklar goriilmiistiir.

Sekil 4.2. Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin NGA besi ortaminda gelisimi
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Sekil 4.3. Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin GYCA besi ortaminda gelisimi

Tiim biyokimyasal testlerde; denemelere baslamadan once sar1 renkli koloniye

sahip izolatlar, NGA’da 24 — 26 “C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilmistir.

4.2.1. Gram boyama testi
NGA’da 24 — 26 "C’de 24 — 48 saat sireyle gelistirilen 24 izolata Gram, 1884°e
gore uygulanan Gram Boyama testi sonucunda izolatlarin tamaminin Gram (-) oldugu

tespit edilmistir.

4.2.2. KOH testi

NGA’da 24 — 26 "C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen sar1 renkli koloniye sahip
24 izolatin test sonucunda pozitif reaksiyon verdigi, diger bir ifadeyle KOH c¢ozeltisi ile
muamele edilen izolatlarda ipligimsi bir siinmenin meydana geldigi gozlemlenmistir

(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. KOH testi: Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin pozitif reaksiyonu

4.2.3. Katalaz testi

NGA’da 24 — 26 "C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen sar1 renkli koloniye sahip
izolatlar bir lam {iizerine damlatilmis H,O, ile muamele edildiginde c¢ozeltide hava
kabarciklarinin olustugu belirlenmistir (Sekil 4.5). Bu nedenle tiim izolatlarin teste

pozitif reaksiyon verdigi kabul edilmistir.

MNegatif Fozitif

Sekil 4.5. Katalaz testi: pozitif reaksiyon; hava kabarciklart olusumu
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4.2.4. Oksidasyon / fermentasyon testi

NGA’da 24 — 26 "C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen sar1 renkli koloniye sahip
izolatlar oksijenli ve oksijensiz ortalara asilandiginda 24 — 26 "C’de bir haftalik
inkubasyon sonucunda tiim izolatlarin oksijenli ortamda gelistigi, diger bir ifadeyle
glukozdan asit iiretimi sonucu ortamin zeytin yesili renginin sarims1 — portakal rengine

doniistiigii gozlemlenmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6. Oksidatif — fermentatif reaksiyon testi: Xanthomonas arboricola pv.
corylina’nin oksijenli kosulda glukozdan asit iiretimi

4.2.5. Jelatini eritme testi

NGA’da 24 — 26 "C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen sar1 renkli koloniye sahip
izolatlar tiiplere asilandiktan sonra 24 — 26 “C’de bir hafta siireyle inkube edilmistir.
Jelatin iceren ortam 24 — 26 'C’de sivi ortama ddniisebildiginden izolatlarin jelatini
eritip eritmedigini anlamak amaciyla + 4 ‘C’de 30 dakika siireyle buzdolabinda
bekletilmistir. Boylece jelatin iceren ortam kati forma doniisiirken, izolatlarin jelatini
eritmesi sonucu {ist kisimlar1 sivi forma doniigmiistiir. 24 izolatin tamami jelatini

eritmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Jelatini eritmesi testi: Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin jelatini
stvilagtirmasi

4.2.6. Nisastamin hidrolizi testi

NGA’da 24 — 26 "C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen sar1 renkli koloniye sahip
izolatlar nisasta iceren ortama asilanmis ve 24 — 26 ‘C’de 24 — 48 saat siireyle inkube
edilmistir. Koloni gelisimi olan petrilere logol solusyonu dokiildiigiinde ortam rengi
siyaha doniigmiistiir. Pozitif reaksiyon sonucu kolonilerin bulundugu bdlgelerde renk

acilmas1 meydana gelmistir (Sekil 4.8). Sonug pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.8. Nisastanin hidrolizi testi: Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin pozitif
reaksiyonu

4.2.7. Eskulin’in hidrolizi

Besi yerine ¢izilen izolatlar 28 °C’de 28 giin siireyle inkiibasyona birakilmisgtir.
Inkiibasyon siiresi sonunda Eskulinin ayrisarak bakteri kolonilerinin etrafinda
siyahlanma olustugu gozlenmistir (Sekil 4.9). Bu gelisme pozitif reaksiyon olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 4.9. Eskulin’in hidrolizi: siyahlanma olusumu
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4.2.8. Karbon kaynaklarimin kullanilmasi testi

NGA’da 24 — 26 "C’de 24 — 48 saat stireyle gelistirilen sar1 renkli koloniye sahip
izolatlar, karbon kaynaklariin bulundugu tiiplere asilandiktan sonra 24 — 26 “C’de bir
hafta siireyle inkubasyona birakilmistir. Pozitif reaksiyon sonucunda ortamin mor rengi
krem rengine doniismiistiir (Sekil 4.10). Karbon kaynaklar testinde 15 adet karbon
kaynagi kullanilmistir (Cizelge 4.3).

Sekil 4.10. Karbon kaynaklarinin kullanilmas: testi: pozitif reaksiyon sonucu renk
degisimi
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Cizelge 4.3. Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin karbon kaynaklarii kullanim
sonuclari

izolat
Kodu /
Karbon
Kaynagi

D-Xylose
L-Rhamnose
Raffinose
Adonitol
D-Mannitol
D-Sorbitol
Erythritol

EPPO

AT2

AT2/Z

AT7

AT8

AT8/Z

c1

C16

20

TK3

TK6/Z

TK7

T20/Z

T31

T37/Z

T8

T28/7

T1

T3

T9

T9/7

T26/7

T13

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|+|+|+|+|+]|+]|+]|+]|+]|+| D-Arabinose
+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+|+|+|+|+|+]|+|+]|+|+]|+|+]|+| L-Arabinose

|+ |+ + |+ |+ ]|+ |+]|+]| Glukoz
|+ |||+ ||+ ||+ |+ |+ ]|+ |+ ]|+ ]+ ]|+ ]| Galaktoz
|+ |+ |+ ||+ ||+ ||+ ||+ |+ |+ |+|+|+|+]|+|+]|+]| Mannoz

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+|+]|+|+]|+|+|+]|+]|+]|+]|+|+|+]|+]| D-Trehalose
+ |+ |+ ||+ ||+ |+ |+ |+ |+ |+ |+]|+|+]|+|+]|+]|+]|+]|+]|+]| D-Cellobiose

+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+|+|+|+|+|+]|+|+]|+|+]|+|+]|+| Gliserin
1
1
1
1
1
1
1

T36/Z

Izolatlarin tamami Cizelge 4.3 teki karbon kaynaklari kullanimlarina gére hem

referans kiiltiir hem de EPPO (2009)’ya gore % 100 uyumlu oldugu goriilmiistiir.

4.2.9. Tiitiinde asir1 duyarhlik testi

NGA’da 24 — 26 ‘C’de 24 — 48 saat siireyle gelistirilen izolatlar tiitiin bitkisinin
(Nicotiana tabacum cv. Samsun N) alt yaprak damar aralarina enjektdr yardimiyla
inokule edildikten sonra 24 — 26 'C’deki 3 giinliik inkubasyon periyodunda sar1 renkli

kolonilere sahip 24 adet izolattan tamami asir1 duyarlilik reaksiyonuna neden olmustur

(Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Titlinde asir1 duyarlilik testi: Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin
tiittinde asir1 duyarlilik simptomu

4.2.10. Patojenite Testi

NGA’da 24 — 26 'C’de 24 — 48 saat sireyle gelistirilen izolatlarin Palaz findik
cesidinin alt yapraklarina enjektor yardimiyla izolatlar ve referans kiiltiir, inokule
edildikten bir hafta sonra yaprak yiizeylerinde nekrotik lekeler meydana getirmistir
(Sekil 4.12). Nekrotik leke gelisen bolgelerden tekrar izolasyon yapilarak, elde edilen
izolatin biyokimyasal ve molekiiler tanilar1 tekrar yapilmis ve yeniden elde edilen

izoatlarin da X. arboricola pv. corylina olduklar1 saptanmistir.
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Sekil 4.12. Patojenite testi: Xanthomonas arboricola pv. corylina’nin findik yaprakla-

rinda meydana getirdigi nekrotik lekeler

Izolatlarin teshisine yonelik yapilan tiim biyokimyasal testler, tiitiinde asiri
duyarlilik ve patojenite testi sonuglari, EPPO (2009)’nun tani kriterlerine % 100 uyumlu
oldugu saptanmustir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Findik bakteriyel yaniklik etmeni izolatlarinin tani test sonuglari

izolat . —
= p c w =
Kodu/Test | ®© et 4 = o« g o
& 0 N =155 |z 'S =
Adi - © c ] - % c Q ~
E T © 5 +~ E 8 o Hee ] 8 QO _
(1] = 0 w T + v O = +— o <
= @] T O =~ o = = = =] @© ©
G] ~ ¥ @) Lo |z = a = -
AT2 + + + + + + + + +
AT2/Z + + + + + + + + +
AT7 + + + + + + + + +
AT8 + + + + + + + + +
AT8/Z + + + + + + + + +
C1 + + + + + + + + +
¢16 + + + + + + + + +
G20 + + + + + + + + +
TK3 + + + + + + + + +
TK6/Z + + + + + + + + +
TK7 + + + + + + + + +
T20/Z + + + + + + + + +
T31 + + + + + + + + +
T37/2 + + + + + + + + +
T8 + + + + + + + + +
T28/Z + + + + + + + + +
T1 + + + + + + + + +
T3 + + + + + + + + +
T9 + + + + + + + + +
T9/Z + + + + + + + + +
T26/Z + + + + + + + + +
T13 + + + + + + + + +
T36/Z + + + + + + + + +

4.2.11. Molekiiler tanilama
Biyokimyasal testler sonucunda X. arboricola pv. corylina izolat1 olarak belirlenen 24
adet izolatin kesin teshisi amaciyla molekiiler tani i¢in ii¢ farkli uluslar arasi izolat
genomundan ‘Primer 3 Input Version 4.0’ programi yardimiyla acnB - F
(ACATTCCGTTCATTCCGAAC), acnB — R (AACAGCACGTCCGACTTCAT), 935
— F (TGGAAAAGCTGTTGATGCTG), 935 — R (GTCGAAACGCAGCTGGTAGQG),
LGM688 - F (TGGAAAAGCTGTTGATGCTG) ve LGM688 - R
(GCATCTTCGATACGCACCTG) isimli baz dizileri elde edilmis ve bu baz dizileri
ozel bir firmada primer olarak sentezletilerek Touchdown Koloni PCR yontemi

kullanilmistir. Elde edilen PCR iiriinleri % 1’lik agaroz jelde kosturulularak transmilator
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yardimiyla goriintiileri elde edilmistir. Buna gore 24 adet izolatin tamaminin X.

arboricola pv. corylina oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.13).

achBF/R 235 kb

AT T
M 2 7 8 217 13 9 K

kb
10.0 -
1.5-

0.3 -

Sekil 4.13. Xanthomonas arboricola pv. corylina izolatlarinin acnBF/R primerleri ile

elde edilmis PCR iiriinlerinin % 1’°lik agaroz jeldeki goriintiisii
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5. TARTISMA

Bu arastirmada Samsun bolgesinde findik iiretim alanlarinda Xanthomonas
arboricola pv. corylina’min yayginlik durumu ve hastaligin siddetinin saptanmasi
amaclanmistir. Survey calismalarindan 6 ilgeye ait 78 findik bahcesinden toplam 50
bakteri izolati elde edilmis, yapilan biyokimyasal ve molekiiler testler sonucunda;
bunlardan 24 tanesinin X. arboricola pv. corylina oldugu sonucuna varilmistir.

Samsun’da findik iiretiminin 6nemli Olciide yapildigi, Carsamba, Terme,
Salipazari, Ondokuzmayis, Tekkekdy ve Atakum ilcelerinde 2011 ve 2012 Haziran —
Agustos aylar1 arasinda findik iiretim alanlarinda yapilan arazi ¢alismalart sonucunda
findik bakteriyel yaniklik hastaliginin yayginlik ve siddet ortalamalart ilcelere gore
belirlenmistir (Cizelge 5.1).

Cizelge 5.1. Findik bakteriyel yaniklik etmeninin 2011 — 2012 Haziran — Agustos

aylarina ait ortalama hastalik yayginlik ve siddet oranlari.

Yayginlik Hastalik Siddeti iklim Kosullari
Orani (%) | 5. (%) Ort. 2011 2012
2011 | 2012 2011 | 2012 O = &) —
< | X < x
Carsamba 21 21,5 |21,25|7,47 |9,50 8,48 = E = E
Terme 17 1841 | 17,7 |71  |822 |766 S| 2 S Z
Salipazari 5 6,15 | 557 |1,43 | 1,86 1,64 » »
Ondokuzmayis | 26,75 | 28 27,37 | 13,56 | 13,85 13,71
Tekkekoy 13,5 |16,66 | 1508 | 2,76 | 7,77 5,26
Atakum 13,5 |[17,33 | 15,41 | 2,4 3,1 2,75 24| €85 | 245 | 77,45
Samsun 16,12 | 18 17,06 | 5,76 7,38 6,58

Yapilan arastirmalarda hastalik etmeni X. arboricola pv. corylina’nin 1 - 4 yas
arast geng¢ agaclarda zarar meydana getirdigi, bu agacglarda % 10 oraninda 6liime neden
oldugu ve meyvede meydana getirdigi zararlanmalar nedeniyle % 25 verim
diisiikliigiine yol actigr belirlenmistir (EPPO, 2004). Bu calismada da surveyler
sonucunda yash findik agaclarinda hastalik belirtilerine rastlanilmamis, buna karsin
yeni dikilmis fidanlarda ve geng fidanlarda 6zellikle yaprak, zuruf ve meyvede hastalik
belirtilerine rastlanmustir.

Hastalik yayginlik ve siddetinin yillara gore karsilastirmasi yapildiginda; 2011
yilinda hastalik yayginlik ve siddetinin 2012°ye gore daha az oldugu goriilmektedir.
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hastalik etmeninin 2011 Haziran — Agustos aylar1 sicaklik (24 oC) ve nem (% 68,5)
ortalamalarinin hastalik yayginlik ve siddetini (Ort. Yayginlik % 16,12; Ort. Siddet %
5,76 ) tesvik ettigi, ancak 2012 yili sicaklik (24,5 oC) ve nem (% 77,45) ortalama
verilerine bakildiginda hastalik yayginlik ve siddetinin (Ort. Yaygmnlhik % 18, Ort.
Siddet % 7,38 ) arttig1 gozlenmistir. Hastalik yayginlik ve siddetinin 2012 yilinda
artmasina sicakliklarin aym kalmasina ragmen nem faktoriiniin etkili oldugu
diistiniilmektedir.

Alay ve ark. (1973) tarafindan Samsun Merkez, Carsamba ve Terme’deki findik
bahgelerinde yapilan survey calismalarinda findik bakteriyel yaniklik etmeni X.
arboricola pv. corylina’ya ait izolatlarin elde edildigi bildirilmis, hastaligin yayginhk
durumunun % 100 oldugu belirtilmistir. Ancak o donemdeki tami kriterleri
giiniimiizdeki tami kriterleri ile karsilastirildiginda gercekte izole edilen bakteriyel
etmenin X. arboricola pv. corylina oldugu tartisma konusudur. Ayrica eger dogru bir
tan1 yapilmigsa hastalik yayginlik oraninin % 100 olmasinin optimum kosullar altinda
hastalik etmeninin epidemi yapabilecegini gostermektedir. Yapilan bu calisma ile
yaygmlik ( % 17,06 ) ve siddetin ( % 6,58 ) diisiik olmas1 epideminin sadece optimum
cevre kosullarina bagli olmadigi, hastaliga karsi1 konukcu hassasiyeti ve hastalik
etmeninin viriilenslik o6zelliginin yliksek olmasina da baglhh oldugu sonucu ortaya
cikmaktadir. Baska bir deyisle bu survey calismalari sirasinda uygun cevre kosullarinin
hastaligin epidemi yapmasina yeterli olmadigi, etmenin viriilenslik 6zelliginin yiiksek
olmas1 ve gezilen bahcelerdeki findik agaclarin hastaliga karsi cesit 6zelligi ve yasina
bagl olarak dayanikliliginin s6z konusu oldugu diisiiniilmektedir.

X. arboricola pv. corylina’min teshisi ile ilgili olarak simdiye kadar
biyokimyasal testlerin yaninda ERIC, BOX ve REP primer setleri kullanilarak tekrarli
PCR yontemi ve hiicre protein analizleri uygulanmistir. Laboratuvarimizda tan ile ilgili
molekiiler analiz yapma imkan1 olmadigindan ve literatiir taramalar1 sirasinda etmene
0zel spesifik primer bulunamadigindan ‘The National Center For Biotechnology
Information” web sitesinden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) etmenin ii¢ farkli uluslar
arasi izolata genomlarindan ‘Primer 3 Input Version 4.0’ programi yardimiyla acnB — F
(ACATTCCGTTCATTCCGAAC), acnB — R (AACAGCACGTCCGACTTCAT), 935
— F (TGGAAAAGCTGTTGATGCTG), 935 — R (GTCGAAACGCAGCTGGTAG),
LGM688 - F (TGGAAAAGCTGTTGATGCTG) ve LGM688 - R
(GCATCTTCGATACGCACCTG) isimli baz dizileri elde edilmistir. Bu baz dizilisleri
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ozel bir firmada sentezletilerek 6 adet primer elde edilmistir. Bdylece bu primerler
kullanilarak touchdown koloni PCR yontemiyle surveyler sirasinda elde edilen
izolatlarin tanis1 yapilmustir. izolatlar arasindaki ik farkliliklarinin olup olmadig ise bu
calismada belirlenememistir. Ancak konuyla ilgili daha sonraki calismalarda 16S rRNA
sekans analizi kullanilarak izolatlar arasindaki farkliliklarin ortaya konmasi

hedeflenmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Findik {iiretim alanlarinda bir azalma olmamasina ragmen, findik {iretim
miktarinda onemli Olciide diisiis yasanmaktadir. Tiirkiye findik iiretim miktarindaki bu
diisiis diinya findik iiretiminde % 70’lik paya sahip oldugu i¢in diinya findik iiretimini
de dogrudan diisiirmektedir.

Findik tiim diinyada ticari 6nemi olan, kullanim alan1 genis (pastacilik, ¢ikolata,
sekerleme, yag elde edilmesi, ahsap iiretimi, hayvan yemi, giibre, kozmetik, vb...) bir
meyve oldugundan verimin artirilmasi lehte bir durum olacaktir. Diinya findik
tireticileri Tiirkiye’ye nazaran ¢ok daha kiiciik alanlarda findik iiretimi yapmalarina
ragmen dekara almman verim neredeyse iki kat daha fazladir. Budama, giibreleme,
yabanci ot miicadelesi, hastaligin bulagsmasinm1 6nleme ve ilaglama gibi yontemlerle
verimi artirmayr basarmiglardir. Bu nedenle Tiirkiye’de findik hastalik ve
zararlilarindan meydana gelecek kaybin minimuma indirilmesi gerekmektedir.

Findigin fazla emek gerektirmeden yetisiyor olmasi, bakimsiz bahgeleri de
beraberinde getirmektedir. Survey calismalarinda yabanci ot, zararli, hastalik
miicadelesi, budama ve genclestirme yapilmamis pek ¢ok bahceye rastlanmistir. Bu da
hastalik ve zararlilarin yayilmasinin temel sebebini olugturmaktadir.

X. arboricola pv. corylina sebebiyle meydana gelen kayiplarin 6nlenmesi icin
bulasik olmayan ve dayaniklilik gosteren saglikli fidanlarin tercih edilmesi temel
onlemdir. Bulasik materyallerin yok edilmesi ve ortadan kaldirilmasi, budama
ekipmanlarinin temizligine dikkat edilmesi, bir ocaktan digerine gecerken budama
aletlerinin % 10’luk NaOCI ¢ozeltisine batirilmasi, bakirli preparatlarin kullanilmasi ve
yeni dikilen fidanlarin dayanikli cesitler olmasina dikkat edilmesiyle kontrol altina
alimmas1 gerekmektedir. Ureticilere X. arboricola pv. corylina’nin bahgelerindeki
yayginlik durumuyla ilgili olarak bilgilendirme yapilarak, 6nlem almalarinin saglanmasi
gerekmektedir. Hastalikla bulasik dallarin budanarak yakilmasi, kis ve ilkbahar
donemlerinde Bordo Bulamaci kullanilmasi 6nlemleri tavsiye edilerek, hastaliga karsi
miicedele edilmesiyle, yayginlik durumunun bir nebze olsun azalmasi saglanmali veya
yayillmast onlenmelidir. Bakimli ve saglikli findik bahgeleri de dogrudan findik

veriminin artmasini saglayacaktir.
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