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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

CEVIiZ BAKTERIYEL YANIKLIK ETMENI Xanthomonas arboricola pv. juglandis ‘e KARSI
ANTAGONIST BAKTERIYEL IZOLATLARIN in vitro KOSULLARDA
BIYOKONTROL ETKINLIKLERININ BELIRLENMESI

Bilgen YORUK

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi

Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa MIRIK

Xanthomonas arboricola pv. juglandis’in neden oldugu ceviz yaniklik hastaligi, ceviz
(Juglans regia L. ) bitkilerinin iiretimini etkileyen en 6nemli ve yaygin bakteriyel hastaliklardan
biridir. Tipik simptomlar siirgiin, yaprak, disi ¢icek, tomurcuk ve meyve gibi tiim sulu dokularda
goriiliir. Enfeksiyon baglangigta su emmis leke seklindeyken zamanla bu lekeler kahverengi-siyah
nekrotik alanlara doniisiir. Baslangigta sari-yesil bir hale ile ¢cevrelenmis dairesel lezyonlar genellikle
noktasal olarak genisler. Bu ¢alismada; enfekteli bitkilerden Xanthomonas arbaricola pv. juglandis
‘in izolasyonu ve tanilanmasi ve potansiyel aday bakteriyel antagonistlerin in vitro kosullarda
bakteriyel biliylimeyi baskilayabilme yetenekleri ve antagonistik potansiyelleri aragtirilmistir.
Bakteriyel hastalik etmeni izole edilmis ve morfolojik ve biyokimyasal testlerle tanilandi. Saglikli
ceviz yapraklarindan secici besi ortamlar1 kullanilarak izole edilen 109 adet aday antagonist bakteri
izolatlar1 ile in vitro kosullarda ikili kiltiir testi yapilarak Xanthomonas arbaricola pv. juglandis’i
baskilama yetenekleri arastirilmistir. Bu test sonucunda, 80 adet izolatin farkli boyutlarda (5-30 mm)
engelleme alani olusturdugu, 38 adet izolatin ise gelisimini tamamen baskiladig1 tespit edilmistir.
Yapilan ¢alismada antagonist bakterilerin Xanthomonas arboricola pv. juglandis gelisimini 6nemli
oranda engellemis olmasi, antagonist izolatlar biyolojik miicadelede kullanilabilirligini gdstermistir.
Hastalik etmenine karsi etkili bakteriyel izolatlarin tanilanmasi ve in vivo g¢alismalarla etkinliginin

belirlenmesine yonelik ¢aligmalar yapilmalidir.

Anahtar Kelimeler : Juglans regia, ceviz, Xanthomonas arboricola pv. juglandis, ceviz bakteriyel

yaniklik hastaligi, biyolojik miicadele, antagonist.
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DETERMINATION OF IN VITRO BIOCONTROL POTENTIALS OF ANTAGONIST
BACTERIAL ISOLATES AGAINST WALNUT BLIGHT DISEASE AGENT
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Walnut blight disease, caused by Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj), is one of the
most important and common bacterial disease which effects production of walnut (Juglans regia L.)
plants. Typical symptoms occur on all succulent tissues including shoots, leaves, rachis, petioles, buds,
female flowers, catkins and nuts. Infection begin as translucent water-soaked areas which develop into
brown to blackish greasy necrotic areas. Lesions, which are often surrounded by a yellow-green halo,
are initially circular but often expand into angular spots. In this study, isolation and identification of
disease agent Xaj from infected plants and antagonistic potentials of putative bacterial antagonist
biological control agent were investigated for their ability to suppress bacterial growth in vitro
conditions. Bacterial disease agents were isolated and identified according to morphological and
biochemical methods. Using selective nutrient media, total of 109 putative antagonist bacterial isolates
were isolated from different healthy walnut plant leaves and investigated for their ability to suppress
bacterial growth in vitro conditions by dual culture test. From this test, eighty-one bacterial isolates
were found to produce inhibition zones a varying sizes (range of 5-30 mm). Among the 80 isolates,
thirty-eight isolates were able to suppress the bacterial growth completely. According to preliminary
results of the significant suppression in the bacterial growth caused by antagonist bacteria, bacterial
isolates could be used as possible bio-control agent against walnut bacterial blight disease. Further
studies should be conducted on identification and determination of mode of actions and in vivo

activities of the most efficient bacterial isolates against disease agent.

Key words: Juglans regia, walnut, Xanthomonas arboricola pv. juglandis, walnut bacterial blight

disease, biological control, antagonist.
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1.GIRIS

Ceviz saglik ve beslenme bakimindan ¢ok Onemli bir meyve tiiriidiir. Genel olarak
cevizde %3.5 su, %15- 30 protein, %55- 77 yag ve %5- 15 oraninda da karbonhidrat (agirlik
seliiloz) bulunmaktadir. Ayrica cevizin meyvesi, Ca, P, Mg, Fe, Na, K gibi mineral maddeler
bakimindan zengin oldugu gibi A, B1, B2, B6, C vitaminlerini de igermektedir. Bir kg ceviz
yaklasik 7.000 kalori enerji saglamaktadir. Uretimi yapilan ceviz cerez olarak, pasta ve
biskiivi sanayinde, parfiim sanayinde, regel, helva yapiminda, boya, tanen, plastik ve kauguk
endiistrisinde, yag olarak, ilag sanayinde, sucuk, samsa, pestil yapiminda olmak iizere ¢ok
farkli amagclar i¢in kullanilmaktadir. Ayrica ceviz kerestesi son derece kiymetli olmasindan
dolayr da mobilya sanayisinde aranan materyallerin basinda gelmektedir. Basta Amerika
Birlesik Devletleri (ABD) olmak iizere bir¢ok iilkede son yillarda yapilan aragtirmalarda bazi
kalp rahatsizlig1 olan hastalara 6zellikle ceviz Onerilmektedir. Kalp ve kolesterol bakimindan
bazi saglik problemleri olan kisilere cevizin 1yi gelmesi son yillarda cevizin 6nemini daha da
artirmistir. Cevizin anavatani bazilarma gore iran’mm Ghilan Bolgesi, bazilarina gore ise
Cin’dir. Daha biiyiik bir kesim ise cevizin ana vataninin Karpat daglarindan Tiirkiye, Irak,
[ran, Afganistan, Giiney Rusya, Hindistan, Mangurya ve Kore’ye kadar uzandigmi

savunulmaktadir (Anonim 2017 a).

Cizelge 1.1. Diinyada 2014 yilindaki ceviz tiretimi (FAO 2014)

Sira Ulke Uretim (Ton)
1 Cin 1.602.373
2 ABD 518.002

3 fran 445.829

4 Tiirkiye 180.807

5 Meksika 125.758

6 Ukrayna 102.740

7 Sili 58.909

8 Ozbekistan 44.000

9 Hindistan 43.000

10 Fransa 34.767
TOPLAM Diinya 3.462.731




Cizelge 1.1.°de goriildigl gibi, 2014 yilinda diinyadaki toplam ceviz iiretimi ise, 3.462.731
ton olup;ceviz iiretiminde 1. sirada Cin yer almakta bunu ABD, Iran ve Tiirkiye takip

etmektedir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de 2011-2016 yillarinda ceviz agag sayisi ve liretim miktari

Yillar Meyve Veren Agac Meyve Vermeyen Uretim (Ton)
Sayis1 (Adet) Agac Sayis1 (Adet)
2011 5 594.000 4.045.000 183.240
2012 5.977.000 4.541.000 203.212
2013 6.526.000 4.878.000 212.140
2014 7 001.000 5.374.000 180.807
2015 7 596.000 5.560.000 190.000
2016 8.171.000 6.873.000 195.000

Cizelge 1.2.” de de goriildiigii gibi 2011 yilinda iilkemizde meyve veren agag¢ sayisi
5.594.000 ve meyve vermeyen agac sayisi 4.045.000 adet olarak toplam 9.639.000 adet ceviz
agact bulunurken; 2016 yilinda ise, meyve veren aga¢ sayist 8.171.000ve meyve vermeyen
agag 6.873.000 adet olmak iizere toplam 15.044.000 ceviz agaci bulunmaktadir. Ayrica ceviz
2011 yilinda 183.240 ton iiretilirken 2016 yilinda 195.000 ton iiretilmistir (TUIK 2016).

Ulkemizde ceviz iiretiminin yildan yila artigim gérmekteyiz. Orman ve Su Isleri
Bakanlig: yaklasik 30 yildir Ozel Agaclandirma galismalari yapmaktadir. Hazine ve bozuk
orman alanlar1 kiralanarak bu alanlarin agaglandirilmasi ve kirsal ekonominin canlandirilmasi
amaclanmigstir. Meyve tiirii olarak badem (9.582.021 agag / 220.787 da) ve ceviz (3.044.857
agag¢ / 150.805 da) dikilmistir (Erdogan 2016).




Cizelge 1.3.Tiirkiye ‘de 2016 yili verilerine gore bdlge bazinda ceviz iretimi’  (TUIK 2016)
Bolgeler Toplam Agac Sayisi (Adet)
Yillar 2012 2013 2014 2015 2016
Ege 1.852.389 1998.679 | 2.148.778 | 2.241.949 | 2.914.156
Karadeniz 2.382.838 2.430.599 |2.570.978 |2.869.590 | 2.829.913
Marmara 1.819.672 2.237..902 | 2.535.226 | 2.693.743 | 2.512.296
Akdeniz 1.283.448 1.347.312 | 1.482.747 | 1.571.795 | 1.758.795
Giiney Dogu | 421.736 556.369 619.804 618.419 651.523
Anadolu

“( Bolgeler arasinda 2016 Y1l Verilerine Gére Siralama Yapilmistir)

Cizelge 1.3.°de goriildiigli gibi 2016 yilinda en fazla ceviz agacit sayist Ege
Bolgesi’nde olup, bunu Karadeniz, Marmara ve Akdeniz Bolgeleri takip etmektedir.
Gilineydogu Anadolu bolgesi ise 2016 yilinda 651.523 adet ceviz agaci ile en az ceviz
agacinin bulundugu bolgedir.

Tiirkiye’de ceviz tiiketimi 2016 yillarinda 235.531 ton olup, kisi basina diisen ceviz
tiiketimi 3 kg’dir. Bu yillarda ceviz iiretiminin yeterlilik derecesi %76.8 ‘i olusturmaktadir
(TUIK 2017).

Cevizler kis ve ilkbahar aylarinda soguklama gereksinimini karsilayacak kadar soguk;
ilkbahar ve yaz aylarinda normal biiyiime ve olgunlasmay1 saglayacak ol¢iide sicak (25-35
°C) isterler. 40 °C’ den yiiksek yaz sicakliklar ceviz yesil kabugunda yanmalara ve ceviz
icinde biiziismelere yol agabilmektedir. Ceviz genelde —20 %C°den diisiik sicakliklarda zarar
gormekteyse de -40 0C’ye kadar dayanabilen ¢esitler vardir. Tomurcuk déneminde ~10°C,
tam ciceklenme dénemindeki —30 °C ve kiiciik yesil meyve doneminde —10 0 C’den diisiik
sicakliklar zararli olabilmektedir. Soguklardan zarar gdérme konusunda diisiik sicakligin

derecesi, diisme hizi, siiresi gibi etkenler onemli rol oynar. Ceviz ¢esitlerinin soguklama



gereksinimi +7.2 °C’nin altinda 500-2000 saat arasindadir. Diizenli bir iiriin igin cevizlerde
soguklama gereksiniminin karsilanmasi gerekmektedir. Ceviz yetistiriciligi agisindan yillik
toplam en az 500 mm yagis yeterli olmakla birlikte bu yagisin diizenli olmas1 6nemlidir.
Bunun yaninda ¢igeklenme donemindeki yagmurlar ve asir1 riizgarlar 6zellikle tozlanma-
dollenme bakimindan olumsuz bir durum ortaya ¢ikarabilir. Ceviz 2-4 m derinlige kadar
inebilen gili¢lii bir kok sistemine sahiptir. Toprak derinliginin az oldugu yerlerde sorunlar
ortaya ¢ikabilmektedir. Yetistiricilik bakimindan ileride sorunlarla karsilasmamak i¢in toprak
derinliginin en az 2 m olmas1 ve topragin gecirgen olmasi gerekir. Toprak pH’s1 6-7 olmal1 ve
toprakta alkalilik ve tuz sorunu bulunmamalidir. Toprak iyi drenajli, gegirgen, organik
maddece zengin ve havadar olmalidir. Topragin su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi

onemlidir. Toprak bakimindan ¢ok segici bir meyve tiirii degildir (Kapluhan 2015).

Ulkemizde iiretim, saglik ve beslenme agisindan énemli bir yere sahip olan ceviz
bitkisinde fungal, bakteriyel kokenli bir¢ok hastalik goriilmektedir. Armillaria Kok Clirtikligi
(Armillaria mellea),Cevizde Memeli Pas (Gymnosporangium spp.), Yaprak Sar1 Cillenmesi
(Microstroma juglandis) (Kurt ve ark 2003) ve Ceviz Antraknozu (Gnomonia leptostyla)
cevizde goriillen O6nemli fungal hastaliklardir. Ceviz Kok Bogazi Timoéri (Rhizobium
radiobacter), Cevizde Bakteriyel Kanser ve Zamklanma (Pseudomonas syringae pv.
syringae) ve Ceviz Bakteriyel Yanikligi (Xanthomonas arboricola pv. juglandis) ise cevizde
goriilen 6nemli bakteriyel hastaliklardir. Ceviz yapraklarinda karsilagilmast olast bir viral
hastalik da mevcuttur. Bu, Kiraz Yaprak Kivircikligi Viriisii ( Cheery Leafroll Nepoviriis,
CLRV )’ nin bir irkinin cevizin as1 yeri ile anaci arasinda siyah bir ¢izgi seklinde belirti veren

cevizde halkali leke veya siyah ¢izgi hastaligidir (Tezcan 2005).

Hastalik etmeni Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj)’ in sebep oldugu ceviz
bakteriyel yanikligi hastaligi, Iran’da bahar aylarinda hava kosullarma gore siddetli
epidemilere sebep olarak, ceviz iiretim alanlarinda onemli ekonomik kayiplara neden
olmustur (Vauterin 2000). Ayrica Xaj' in neden oldugu bakteriyel ceviz yanikligi hastaliginin,
Marmara Bélgesi’nde uygun hava kosullarinda siddetli epidemi yaptig: bildirilmistir (Ozaktan
ve ark. 2007).

Hastaligin ilk belirtileri yapraklarda goriiliir. Bakteri yapragin biitiin dokularina
(parankima, orta damar, yan damarlar, damarciklar ve yaprak sapi) saldirir. Parankimada
birka¢ milimetrelik kahverengi-siyah lekeler olusturur. Bu lekeler kiigiik bir nokta boyutundan
damarlarla smirli 2-3 mm'lik koseli lekelere doniisiir. Sayisiz lekeler ve ¢izgi seklindeki

olusumlar yaprak yiizeyini tamamen kaplayarak yaprakta sekil bozukluklarina ve
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deformasyonlara neden olur. Geng siirgiinler hastaliktan daha ¢ok etkilenir. Bazen siirgiin
ucunda 6lim meydana gelir. Ancak genelde siirgiin boyunca farkli biiyiikliikte, siirgiinii
sarabilen lezyonlar olusur. Siirgiinii saran bu lezyonlar yiizeysel olurlar veya 6ze kadar
ulasarak kanser olustururlar. Nemli havalarda kanserlerden ¢iplak gozle goriilmeyen, ancak
inokulum kaynagi olusturan bakteriyel akimti c¢ikmaktadir. Ozellikle erken ilkbahar
donlarindan sonra yesil siirgiin ve tomurcuklarda yaniklik belirtisi ¢ok karakteristiktir (Sekil
1.1.a). Ceviz heniiz fidan doneminde hastaliga yakalanirsa biitiiniiyle kuruyup 6lebilir. Daha
yash agaglarda ise hastalik geng siirgiinlerde kurumalara neden olur. Hastaligin goriildiigii
bitkide erkek ve disi gigekler biitiiniiyle kararir ve kurur. Bu ¢igeklerin bakteri ile enfekteli
polenleri hastalik etmenini yayabilir.Meyveler ise olusumlarinin basinda, oldukg¢a duyarlidir.
Meyve yiizeyinde kiigiik, baglangigta yag yesili, daha sonra siyahlasan ve hafif ¢okiik lekeler
goriliir (Sekil 1.1.b). Zamanla bu lekeler yayginlasarak ¢iiriiklere neden olurlar. Meyvedeki
lekeler ¢cogu kez kabukla sinirli kalmaz, cevizin i¢ kisimlarma da yayilir. Cevizin rengi

degiserek tadi acilagir. Meyveler kiiciikken enfeksiyona ugrarsa Onemli oranda meyve

dokiimii gozlenir. Yaprak ve meyvelerdeki belirtiler ceviz antraknozu belirtileri ile
karistirilabilir (Anonim 2017b).

4 "L BN - .
Sekil 1.1.a. Ceviz bakteriyel yaniklik Sekil 1.1.b. Ceviz bakteriyel yaniklik
hastaliginin stirgiindeki belirtisi hastaliginin meyvedeki belirtisi


http://www.sorhocam.com/konu.asp?sid=486&ceviz-yetistiriciligi.html

Bulagik tohumlar ya da tarim sistemleri Xanthomonas juglandis cinsine ait bakteri
tirlerini yeni bolgelere yayabilirler. Yagmursuyu ya da sulama sulari da ayni zamanda
bakteriyi bulagsmis alanlardan komsu saglikli arsalara ya da hastalikli agaglardan komsu
bitkilere tasiyabilir. Benzer sekilde kasirgalar ve firtinalar da etmeni su damlaciklarinda
birgok mil uzakliga yayabilir. Bakteri, bitkiye stoma ve hidatod gibi dogal agiklik ve tarim
aletleri ve boceklerin actig1 yaralardan bitkiye giris yapar. Bitki igerisine giren bakteri
hiicreler aras1 boslukta ¢ogalir (Anonim 2017 c). Patojen bakteri nemli havalarda sizinti
halinde yaprak yiizeyine ¢ikar. Hastalik bu sizintidaki bakterilerle yayilir (Ozaktan ve ark.
,2007).

Yapilan bir ¢alismada Xanthomonas arboricola pv. juglandis’in Gram-negatif bir
bakteri oldugu ve ceviz bakteriyel yanikligi hastaligina yol agtigi belirlenmistir. Bakterinin;
yaprak, bas, tomurcuk, salkim ve gen¢ dallarda simptom olusumuna neden oldugu
goriilmistiir. Hastalik etmeninin neden oldugu yaralarin kiiciik koyu-kahverengi noktalarla
sar1 haleler ile gevrili olarak basladig1 ve bulasmanin yayildig1 bolgelerin zamanla 6l ve koyu
hal aldig1 yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir (Belisario 1996). Hastalik bakirl preparatlar ile
kontrol edilebilir, fakat bakteri bakira kars1 direng olusturdugundan hastaligin miicadelesinde

alternatif ¢oziim yollar1 aragtirilmaya baslanmistir (Gardan 1993).

Ceviz bakteriyel yanikligi hastaliginin kiiltiirel miicadelesinde; hastalikli siirgiin ve
dallar kesilerek ve erken donemde dokiilen hastalikli meyveler toplanarak imha edilmelidir.
Yaprak ve toprak analizleri sonuglarina gore giibreleme yapilmali, fazla azotlu giibrelemeden

kagimilmalidir ve hava sirkiilasyonunu saglayacak sekilde budama yapilmalidir(Anonim 2017

b).

Bu hastaligin kimyasal miicadelesinde ise; bakirli fungisitlerle uygulama yapmak en
bilinen savagim uygulamalaridir. Hastaligin ilagla onlenmesi i¢in iki ayr1 donemde ilag

kullanilabilir.

i. Cigekler agmadan 6nce %0.5’lik Bordo bulamaci ile ilk ilaglama yapilmalidir.
ii. Cigekler dokiildiikten sonra %1 ve daha sonra gerekiyorsa %]1.5’luk yine Bordo

bulamaci uygulanabilir (Ozaktan 2013).

Diinyada diger bitki hastaliklarinda oldugu gibi, ceviz bakteriyel yaniklig1 hastaliginin
miicadelesinde de mevcut kontrol stratejilerinden daha ucuz, daha etkili, insan sagligina ve
cevreye daha az zararli olan biyolojik kontrol uygulamalarina agirlik verilmeye baslanmustir.

Biyolojik Miicadele; dogal veya genetik yapis1 degistirilmis mikroorganizmalar ya da onlarin



tirettikleri metabolitler kullanilarak patojen mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasi veya
populasyonlarinin baski altina alinmasi amaciyla yapilan bir tarimsal miicadele yontemidir.
Tarimda kimyasal gilibre kullaniminin azaltilmasi i¢in mikroorganizmalarin kullanimi
onemlidir. Biyolojik gilibre etmeni olarak bitki biiylimesini tesvik eden bakterilerin
(PGPR=Plant Growth Promoting Rhizobacteria) ¢ok yiiksek bir potansiyele sahip oldugu,
cesitli bitki, iklim ve toprak kosullarinda faydali olabilecegi ve toprak patonlerine karsi
baskilayici etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Birgok bakteri (PGPR) organik asit iiretimi
veya diger mekanizmalarla inorganik ve organik fosfatin ¢oziiniirliigiinii artirmakta ve bitkiler

icin alinabilir forma doniistiirmektedir (Saygili ve ark. , 2014).

Biyolojik miicadelenin biyokontrol organizma ile patojen ve ¢evredeki diger
mikrobiyal organizmalar arasindaki iliskiye gore dort temel mekanizmasi vardir. Bunlar; 1)
Antibiyosis,2) Yarisma, 3) Hiperparazitism, 4) Sonradan Kazanilmis Sistemik Dayaniklilik
[a. Capraz Korunma ( Cross Protection), b. ISR (Induced Systemic Resistance), c. SAR
(Systemic Aquaried Resistance)] (Saygili ve ark., 2014).

Patojen ve antagonist arasindaki etkilesimin bilinmesi basarili biyolojik miicadele i¢in
gereklidir. Antagonistler antibiyotik iireterek, patojen ile besin ve/veya yer rekabetine girerek,
patojen {iizerinde antagonist mikroorganizma hiperparazit olarak yasayarak patojenin

gelisimini engeller veya baskilayabilir (Ozaktan ve ark., 2010 ).

Biyolojik miicadele, hastalik etmenleriyle antagonistik organizmalar arasindaki
etkilesimin bir iirlinlidiir. Bu etkilesim mekanizmalarindan antibiyosis, antagonistlerin toksin,
antibiyotik ve enzim gibi metabolik salgilariyla patojenlerin gelisimini engelleme ya da
patojeni 6ldiirme durumudur. Yarigma, patojen ve antagonistin ayni ortamda sinirli bulunan
ayni faktore ihtiyag duyarak rekabet olusmasi durumudur. Bu rekabet ¢esitli besin maddeleri
icin olabilecegi gibi yer i¢in de olabilir. Bir antagonizm bi¢imi olan hiperparazitizmde ise,
antagonist patojen fungusu parazitlemektedir. Biyolojik savas mekanizmasi olarak
hipovirulens ise, diisiik hastalandirma yetenegi genlerinin yiiksek hastalandirma yetenegine
sahip genleri tasiyan organizmalara aktarilmasiyla bu virulent patojenlerin hastalik
olusturamaz duruma gelmesine dayali bir etkilesim mekanizmasidir. Antagonistin bazi
salgilar1 veya icerdigi bazi kimyasal maddeler konukgu bitkide patojene karsi dayaniklilik
sistemlerinin ¢alismasini saglar. Sistemik dayaniklilik kok bakterileri tarafindan uyarilmigsa
Uyarilmig Sistemik Dayaniklilik (Induced Systemic Resistance-ISR) olarak ifade edilir
Uyarilmig dayaniklilik, bazi kimyasallar, non-patojenler, patojenlerin avirulent formlari,

patojenlerin uyumsuz irklar1 tarafindan ya da g¢evre kosullar1 yoluyla infeksiyonun
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durduruldugu durumlarda virulent patojenler tarafindan baslatiliyorsa Kazanilmis Sistemik
Dayaniklilik (Systemic Acquired Resistance-SAR) olarak adlandirilir. SAR da salisilik asit
(SA) ve hastalik olusumu ile iliskili proteinlerin (Pathogenesis related proteins-PR) birikimi
s6z konusudur (Aslan ve Ozaktan 2005).

Kok bakterilerinin, bakteriyel hastaliklara karsi ISR ile koruma sagladigina dair
ornekler verilebilir. P. fluorescens str97 ile fasulye tohumlarinin uygulama gérmesi sonucu
Pseuomonas savastanoi pv. phaseolicola’nin neden oldugu haleli yaniklik hastaligini 6nledigi
belirlenmistir (Alstrom, 1991). Hiyar tohumlarinin P. putida ve S. marcescens ile uygulama
gbérmesi sonucu Erwinia trachephila’nin neden oldugu bakteriyel solgunlugu 6nemli diizeyde
engelledigi goriilmiistiir (Kloepper ve ark., 1993).

Bakteriyofajlarla yapilan bir calismada, Xanthomonas arboricola pv. juglandis
izolatlari, Yeni Zelanda’ nin Giiney Adalar1 etrafindaki farkli ceviz meyve bahgelerinde
yapilan surveylerde, tomurcuk, yaprak sapi, yaprak ve meyve igeren hastalikli bitki
orneklerinden Xaj izole edilmistir. Ceviz bakteriyel yaniklik hastaligina kars1 bakteriyofajlarin
etkilerini belirlemek igin hastalikla bulasik ceviz bahgelerinden bakteriyofajlar izole edilmis
ve etkilerine bakilmistir. Fajlar iki familyaya gore tanimlanmistir. Sonugta, Siphoviridae
ailesinin tyelerinin, Podoviridae familyasina gore daha fazla plak irettigi bulunmustur
(McNeil 2001). Daha fazla plaklarin genellikle daha hizli bir absorbsiyon ve kisa latent
periyotlartyla iligkili oldugu belirlenmistir (Abedon 1989).

Diinyada ve iilkemizde 6nemli bir {irlin olan cevizde Xanthomonas arboricola pv.
juglandis’in neden oldugu bakteriyel yaniklik hastaligi énemli bir yer tutmaktadir. Her ne
kadar ilaghh miicadelesinde bordo bulamaci kullanilsa da hastaliktan dolayr meydana gelen
kayiplar tam olarak onlenememektedir. Bu ¢alisma ile hastalikla miicadelede kimyasallara

alternatif biyolojik miicadele olanaklart in vitro kosullarda arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Xanthomonas arboricola pv. juglandis’ in Taksonomisi ve Tanilanmas: ile Tlgili

Cahismalar

Xanthomonas cinsi igerisinde yer alan pathovar ve tiirlerin ayirt edilmesinde genelde
biyokimyasal ve fizyolojik o6zellikleri ortaya konarak fenotipik olarak karsilagtirilmaktadir.
Ayni zamanda tam protein ve yag asit analizleri ile de ayrimlar1 ortaya konmaktadir.
Xanthomonas larin tiirlerinin 6zelliklerinin ortaya konarak c¢ok fazla miktarda izolat
kullanilmasi g¢alismanin hassasiyeti i¢in onemlidir. Xanthomonas arboricola (X.a.) tiiri
igersinde findik, ceviz ve seftalide hastalik yapan X. a. pv. corylina, X. a. pv. juglandis ve X.a.

pv. pruni gibi pathovarlar yer almaktadir (Vauterin ve Swings 1997).

Vauterin ve ark. (1995)’in bildirdigine gore, Pierce (1901), Kaliforniya ceviz iiretim
alanlarinda hastalig1 izole ederek Pseudomonas juglandis Pierce olarak isimlendirmistir. Daha
sonra Smith (1905) tarafindan Bacterium juglandis (Pierce) Smith olarak degistirilen isim
Bergey ve ark. tarafindan Phytomonas juglandis (Pierce) olarak isimlendirilmistir. Dowson
(1939) tarafindan yapilan ¢aligmalar ile etmen Xanthomonas juglandis (Pierce) Dowson
olarak isimlendirilmistir. Dye (1978) ise hastalik etmenini pathovar olarak Xanthomonas
campestris pv. juglandis (Pierce) Dye olarak isimlendirmistir. Vauterin ve ark.(1995),
patojenin giliniimiizde kullandigimiz Xanthomonas arboricola pv. juglandis olarak

isimlendirilmesini 6nermistir.

Xanthomonas cinsi 6nceki konukgularina ve olusturduklar1 belirtilere gore farkli bir
tir tlzerinde smiflandirilmistir. Daha sonralari izolatlar fenotipik 0Ozelliklerine gore
Xanthomonas campestris olarak tek bir tiir olarak isimlendirilmis ve pathovar olarak farkli
tirlere ayrilmigtir. Xanthomonas cinsi bakterilerin bu sekilde isimlendirilmesi giiniimiize
kadar bir ¢dziim olarak gelmistir. Hali hazirda Xanthomonas giiniimiizde 140’dan fazla tiir
iceren bir cins olarak sistematikte yer almaktadir (Vauterin ve ark. 2000).

Schroth ve Hildebrand (1983)’in bildirdigine gore, Xanthomonas taksonomisi ile
pathovar olusumunun ayrilmasinda bazi eksiklikler bulunmus ve ayrimin DNA

hibridizasyonuna gére yapilmasini dnermistir .

Son yillarda Xanthomonas cinsinde yer alan tiirleri pathovarlarina ayirmak i¢in sadece
biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri igeren klasik testlerin yaninda protein analizleri ve yag
asit analizleri de genellikle testlerde kullanilmigtir. Gelistirilen tekniklerden olan protein

analizi ve yag asitlerinin karsilastirilmas1 sonucunda Xanthomonas campestris pathovarlarinin
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heterojenlik gosterdigi belirlenmistir. Fabaceae, Poaceae ve Brassicaceae familyalarindaki
bitkilerde pathovar Xanthomonas campestris pv. vesicatoria, Xanthomonas campestris pv.
poinsettiicola ve Xanthomonas campestris pv. dieffenbachiae aymi cins igerisinde yer
almasina ragmen pathovarlar diizeyinde ¢ok fazla tutarsizliklar bulundugu bildirilmistir

(Vauterin ve ark. 2000).
2.2.Patojenin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Xanthomonas arboricola pv. juglandis, 0.4-0.7x0.7-1.8 pum boyutlarinda, Gram
negatif, polar kamgcili, ¢ubuk bi¢imli ve aerobik bir bakteridir. Bakterinin gelisebildigi
optimum  sicaklik 28-32 °C  maksimum 37 °C, minimum 5-7 °C'dir.

Etmen, kis1 enfekteli gozlerde gegirir (Anonim 2017 b).

Shami ve ark. (2013), ceviz meyve ve yapraklarindan izolasyon yapmis ve elde ettigi
izolatlar1 YDCA ve NA besi ortamlarinda kiiltiire alarak biyokimyasal testlerle tanilama
calismalarin1 yapmustir. Calismada izolatlarin tamaminin tiitiin ve geraniumda asir1 duyarlilik
reaksiyonu olusturdugunu belirtmistir. Aerobik 6zellik gosteren izolatlar katalaz, jelatin ve
eskillin hidrolizi pozitif oldugu goriiliirken, iireaz, oksidaz, arginin dehidrolaz, lectinaz,
patateste pektolitik calismalarin negatif oldugu goriilmiistiir. izolatlar, 35 °C'de ve %3 NaCl
gelisim gosterirken % 4 NaCl bulunan ortamda gelisme gdstermemistir. izolatlarn, higbiri
%1 TTC igeren besi yerinde gelisme goOstermemistir. Karbon kaynagi olarak glikoz,
sellobiyoz, maltoz, manoz, fruktoz, sitrat, dulcitol, adonitol, oksalat, surboz ve sorbitol
kullanabilmektedir. Yapilan bu testin sonucunda 14 adet izolat Xanthomonas arboricola pv.

juglandis olarak tanilanmustir.

Fransa'nin giineydogu ve gilineybatisindaki 79 ceviz bahgesinde yiiriitiilen bir survey
calismasinda elde edilen izolatlar ile Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj)’in referans
izolat1 (CFBP 2528) kullanilarak Gram reaksiyonu, oksidasyon, fermentatif metabolizmasi,
oksidaz, katalaz, jelatin, nisasta, aesculin, Tween 80 {ireaz aktivitesi, indol iiretimi ve nitrat
indirgemesi reaksiyonlarina bakilarak tani c¢alismalar1 yapilmistir. Calisma sonucunda
Xanthomonas arboricola olarak tanilanan 36 adet izolatin 24 tanesi Xanthomonas arboricola

pv. juglandis olarak tanilanmistir (Hajria ve ark. 2010).
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2.3. Ceviz Bakteriyel Yamkh@ Hastah@imin Yaygmhgi ve Miicadelesine Yonelik

Calhismalar

Ceviz bakteriyel yaniklik hastaligicevizlerin yetistigi bir¢ok iilkede goriilmektedir.
Avustralya'da ilk kez Osborn & Samuel (1992) tarafindan bildirilmistir. Bakteriyel yaniklik
fran'n orta, bati ve kuzey bolgelerindeki verimi azaltan cevizin baslica hastaliklarindan
biridir. Iran'da ilk kez 1948'de Esfandiyari, daha sonra ise Qazvin (Amani, 1977) ve
Mazandaran (Mahsoul ve ark., 1990) tarafindan 1988'de iran'm kuzeyinde, merkezinde ve
batisinda da (Golmohammadi ve ark. 2002)gériildiigii bildirilmistir. Iran’infarkl1 bolgelerinde
hastaligin nedenini saptamak i¢in, 2011 ilkbahar-yaz déonemi boyunca hastalanmis yapraklar
toplanmis ve bakteri izolatlar1 elde edilmistir. Elde edilen izolatlarla ceviz fidanlarindan

yapilan patojenite testlerine goére etmenin tanis1 yapilmistir (Shami ve ark. 2013).

Ulkemizde yaygin olarak yetistiriciligi yapilan ceviz gesitlerinin ham meyvelerinde en
virulent Xaj izolatt W7/1 kullanilarak ceviz gesitlerinin ceviz bakteriyel yanikligi etmenine
kars1 reaksiyonlar1 ceviz meyve ve fidan testleriyle belirlenmeye c¢alisiimistir. Ceviz cesit
reaksiyonu testlerine 14 ceviz ¢esidi alinmig, bunlardan 6’s1 ticari ¢esitlerden (Franquette,
Pedro, Serr, Chandler, Hartley ve Payne), 8” i ise lokal gesitlerden (Yalova 1, Yalova 2,
Yalova 3, Yalova 4, Kaman 1, Sen 1, Bilecik, Sebin) olusmustur. 2008 yilinda yapilan meyve
testlerinin sonuglaria gore; dort lokal ¢esit Yalova 1, Yalova 2, Yalova 3 ve Kaman 1 diisiik
ya da orta diizeyde bir duyarlilik gostermis, lokal cesitlerden Yalova 4, Sen 1, Bilecik ise
meyve testinde yiiksek diizeyde duyarli, Sebin gibi yerel gesitler ise ¢ok yiiksek diizeyde
duyarli bulunmustur. Testlenen ticari ¢esitlerden Franquette ceviz bakteriyel yanikligi etmeni
Xaj’ye kars1 yiiksek diizeyde tolerant bulunmus, bunu Pedro izlemistir. Ticari ¢esitlerden Serr
orta diizeyde duyarli, Chandler, Payne, Hartley ise yliksek diizeyde duyarlilik gostermistir.
2009 yilt meyve cesit testlerinde 2008 yili sonuglarina benzer sekilde lokal cesitlerden Yalova
1, Yalova 2, Yalova 3, Sen 1 ve Yalova 4 diisiik ya da orta diizeyde bir duyarlilik gostermis,
lokal ¢esitlerden Sebin, Kaman 1, Bilecik ise ham ceviz testinde yiiksek diizeyde duyarl
bulunmustur. Testlenen ticari gesitlerden Franquette ceviz bakteriyel yanikligi etmeni Xaj’ye
kars1 tolerant bulunmus, bunu Pedro ve Payne izlemistir. Ticari ¢esitlerden Serr, Chandler,
Hartley ise yiiksek diizeyde duyarlilik gostermistir. Bu sonuglar dikkate alinarak, ceviz
fidanlaniyla yapilacak cesit reaksiyon testi ve biyolojik miicadele, entegre miicadele
caligmalar1 i¢cin Chandler (duyarl ticari ¢esit), Franquette (tolearant ¢esit) ve Sebin (duyarh

yerel ¢esit) ceviz ¢esitlerinin fidanlarinin kullanilmasi daha uygun olacaktir (Erdal 2011).
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Hajria ve ark. (2010)’nun bildirdigine gore, ceviz bakteriyel yaniklik hastalig
yapraklarda, salkimlarda, dallarda ve meyvelerde nekroza ve Onemli iiriin kaybina neden
olabilecegini belirtmislerdir. Cevizde bakteriyel lekeye ek olarak ceviz meyvesini etkileyen ve
kahverengi apikal nekroza (BAN) neden olan komplike bir hastalik da bulunabilmektedir.
Belisario ve ark. (2002), BAN’in etiyolojisini arastirmis ve Fusarium’un bu kompleks

hastalikla iliskili en yaygin fungus cinsi oldugunu ortaya koymuslardir.

Ceviz meyvesinin apikal nekrozunun etiyolojik ve epidemiyolojik yonleri, ceviz
bahgesinde Chandler, Franquette ve Hartley ¢esitleri lizerinde 2007 ve 2008 yillar1 arasinda
incelenmistir. Etkilenen ceviz agaclarmin ¢igeginin tamaminda kahverengi nekroz
gozlenmistir. Bu belirtilerin cevizin ortak fungal lezyonlarindan farkli oldugu belirlenmistir.
X. arboricola pv. juglandis, biiylime mevsimi boyunca apikal lezyonlardan izole edilmistir.
Elde edilen izolatlar, laboratuvarda ham ceviz meyvelerine inokiile edildiginde meyve
bahgesindeki simptomlarla benzer simptom olusturmustur. Apikal nekroz hastaligi
epidemiyolojisi ve bitki ¢esidi duyarliligi yoniinden degerlendirildiginde, Chandler ve Hartley
tirleri Franquette'den daha fazla etkilenmistir. Apikal nekrozun, belirgin simptomlar1 ve
siddetli erken meyve dokiilmesi ile karakterize edilen, BAN’in yeni bir belirtisi oldugunu
gostermistir.1990'1 yillarin sonundan itibaren Italya, Fransa ve Ispanya'da Fars ceviz (adi
ceviz) meyve bahcelerinde onemli miktarda verim kaybina neden olan bir erken ceviz
meyvesi dokiilmesi gozlemlenmistir. Benzer olarak Tiirkiye'de 6nemli bir ceviz {iretim
bolgesi olan Marmara Bolgesi'nde ayni belirtiler ortaya ¢ikmistir. Hastalik olus sikligi yiiksek
oldugunda Tarragona'daki (Ispanya'nin kuzey dogusu) bazi ceviz bahgelerinde énemli iiriin
kayiplari meydana gelmistir. Bu hastalik, sadece ceviz ¢igeginin ucunda ¢ikan kahverengi ile
koyu kahverengi yanmalardan olusan, dokiilen meyvelerdeki ve i¢ dokularin kahverengiden
siyahims1 bir c¢irtikliik belirtileri nedeniyle kahverengi apikal nekroz (BAN) olarak
isimlendirilmistir. Bu simptomlar, meyvelerin ¢icek ucuyla sinirli olmayan siyahimsi su
emmis lekeler seklinde karakterize edilmis olup ve antraknoz (Gnomonia leptostyla) gibi
kahverengi-gri lekelerin olmasi ile yaygin bakteriyel leke, (Xanthomonas arboricola pv.

juglandis (Pierce) ‘in neden oldugu belirtilerden farklidir (Moragrega ve ark. 2011).

Meyve simptomlarini baslangigta Fusarium ve Alternaria apikal lezyonlara neden
olurken sekonder olarak X. arboricola pv. juglandis'in meydana getirdigi diisiiniilmektedir.
Fusarium sp. apikal nekrozdaki roliiniin belirlenmesine yonelik yapilan bir ¢alismada, apikal
lezyonlarda en fazla izole edilen F. chlamydosporum olmasina ragmen, cevizde patojen

olmadig bildirilmistir. Bu tiiriin gerek toprakta ve gerekse sicak bolgelerde tahillarda saprofit
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olarak yasadigi bilinmektedir. Bir¢ok Fusarium tiiriinde oldugu gibi farkli stres altinda
zayiflatilmis bitkilere saldirma yetenegine sahip firsatgt veya zayif patojenlerdir. Apikal
nekroza neden olan Fusarium’u belirlemek igin yapilan testler sonucunda F. solani ve F.
semitectum patojenite testleriyle siyah nekroza neden olmustur. Bu iki tiir saprofitler gibi
diizenli olarak havadan, bitki organlarindan (F. solani) veya kok ve govde tabanindan (F.
semitectum) elde edilir. Hastalik etmenlerinin ceviz agaclarinda ve diger bitki tiirlerinde
hastaliklara neden olduklar1 bilinmektedir. Cevizde kahverengi apikal nekroza neden olan
diger firsat¢1 fungal etmenlerden biri de Alternaria spp.’dir. Yara olusmus ve apikal nekroz
belirtisi gosteren meyvelerden Alternaria tiirii fungal etmenler izole edilirken, agag {izerinde
bulunan enfekteli meyvelerde ¢ok nadir olarak Alternaria izole edilebilmektedir. Elde edilen
Alternaria izolatlarinin saprofit olarak yasam siirdiirdiigii belirlenmis olup apikal nekrozdaki
roliiniin 6lii meyve dokulariin firsat¢i kolarizasyonu ile sinirl oldugu belirlenmistir. Yapilan
calisma sonucunda Xaj’in apikal nekrozun birincil etmeni oldugunu ortaya koymustur.
Fusarium tiirleri hastalik olusumundan Xaj ile etkileserek siddeti arttiriken Alternaria
tirlerinin sadece enfekte olmus ve Olmiis meyvelerde firsatg1 olarak yasadigi ortaya

konulmustur (Moragrega ve ark. 2011).

Erkenci ¢esit olan Eureka, Payne, Ashley ve Serr; orta erkenci Hartley ve Marchette
ve gecCi ¢esit Franquette olmak ftizere yedi adet ticari ceviz ¢esidinden toplanan bitki
ornekleri X. campestris pv. juglandis’in varligi agisindan degerlendirilmistir. Bitkilerden
rastgele olarak seg¢ilmis tomurcuklardan izolasyonlar yapilmistir. Hastalik etmeni, saglikli
goriinen bitki dokularindan yapilan izolasyonlarla da tespit edilmistir (Mulroen ve Schroth
1981).

Tsiantos ve ark. (2007) yar1 in vivo kosullarda ceviz cesitlerinin Xanthomonas
arboricola pv. juglandis’e karst duyarliligini arastirmistir. Calisma sonucunda Marbot,
Milotai, Ronde de Montignac ve Sibisel gibi ¢esitlerin bu hastaliga kars1 daha duyarli; Amigo,
Asley, Serr, Eliana, Grand Jean gibi ¢esitlerin ise Xanthomonas arboricola pv. juglandis’e

kars1 daha az duyarli oldugu goriilmistiir.

Bat1 Avrupa’da, ceviz bakteriyel yanikligi tomurcuklarin patlamasindan baglayarak
hasada dek siiren bakirli preparatlarin uygulanmasiyla onlenmekteydi. Ancak, son yillarda
bakira dayaniklilik hastalikla savasimi daha da gii¢ hale getirmistir. Ceviz bakteriyel
yanikligina kars1 gelistirilen erken uyari/tahmin programi yardimiyla, Avrupa’da azalan bakir

uygulamalari yaparak dayanikliligin kirtlmast miimkiin olmustur (Ninot ve ark. , 2002).
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Xanthomonas arboricola pv. juglandis’e karst biyolojik savas uygulamalar
konusunda fazla bilgi bulunmamaktadir. Aktif organizmasi Streptomyces lydicus izolat
WYEC 108 olan Actinovate AG biyolojik preparati cevizde bakteriyel yaniklik etmenine
kars1 kullanilmis ve %85’e kadar etkili bulunmustur. Bu biyolojik preparatin diisiik dozda
bakirli preparatlarla birlikte kullaniminin, bakirlt preparatlarin tek basina uygulanmasina gore

daha etkili oldugu saptanmistir (Erdal 2011).

Gardan ve ark. (1993) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Xaj'in bakir direngli izolatlar
hastalik kontrolii i¢in kullanilan yogun bakir kullaniminin oldugu ceviz bahgelerinden izole
edilmistir. Uzun yillar boyunca ABD'de ticari bahgelerde yogun bakir islemlerinin
uygulanmasi, daha sonra c¢evre kirliligi ile topraklarda bakir birikmesine neden oldugu
saptanmistir. Radix ve ark. (1998)’1n yaptig1 bir ¢alismada, topragin i¢indeki fazla bakirin,
bitkinin azotu metabolize etme kabiliyetini etkileyebildigi belirlenmistir. Ceviz bahgelerinde
yogun bakir kullanimi sonucunda yiiksek bakir seviyeleri toprakta meyve verimlerini

etkiledigi ve meyveleri hastaliklara daha duyarli hale getirdigi bildirilmistir.

2007 yilinda Izmir'de yapilan bir calismada, ceviz agaclariin  hastalikli
tomurcuklarindan izole edilen Xaj W7 / 1 izolat1 kullanilarak, 35 bakteriyel antagonistin in
vitro ve in vivo kosullarda biyolojik miicadele olanaklari aragtirilmistir. Test edilen 35
antagonist bakterinin 18" i Xaj’ 1 3-13 mm arasinda degisen inhibisyon zonu olusturdugu

goriilmiistiir (Ozaktan ve ark. ,2012).

Yapilan in vitro testlerde saglikli ceviz agaglarindan izole edien 28 farkli antagonist
adayr bakteriden 17si Xaj’e karsi 1.6-12.2 mm arasinda degisen engelleme zonlari
olusturmustur. Etkili bulunan aday antagonistler ile KAMAN1 ceviz meyvelerinde in vivo
testler yapilmis ve hastaligr birinci yil %36-88 ve ikinci y1l %37-76 oraninda engelledigi
belirlenmigtir. Referans olarak kullanilan Pantoae vagans C9/1 izolati ise hastaligi ilk y1l %56

ikinci yil ise %77 oraninda engelledigi belirlenmistir (Erdal 2011).

Ceviz bakteriyel yaniklik hastaligina karsi in vitro kosullarda hastaliga duyarh
Chandler, Sebin ve tolerant olan Franguette ¢esitleri ile kurulan saksi ¢aligmalarinda basarili
antagonistler Bakir oksiklorid + maneb (%37,5+20e.m.), bitki dayanikliligin1 uyarici
Acibenzolar S-Methyl (BION, SYNGENTA ve Prohexadione Ca (%10 e.m., REGALIS-
BASF) gibi bir bitki biiylime diizenleyicisi, biyolojik preparat olarak da P. vagans strain C9/1

bu calismada test edilen bakteriyel antagonistler Xaj’ye karsi etkililikleri denenmistir.
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Deneme sonucunda aday antagonistlerin, hastalik etmeninin neden oldugu yaprak

enfeksiyonlarini 6nlemede %46 - 71 oraninda basarili oldugu bulunmustur (Erdal 2011).

Kok bakterileriyle yapilan bir ¢alismada, hiyar tohumlarmin P. putida, S. marcescens
ve Bacillus pumilis gibi kok bakterileri ile uygulama gérmesi sonucu ISR yoluyla bakteriyel

koseli yaprak lekesi hastaliginin sebep oldugu toplam lezyon ¢apini azalttigi goriilmiistiir
(Wei ve ark., 1996).

Bakteriyel antagonistler ve diger bakterisidal iiriinler ve SAR bilesikleri igceren
potansiyel alternatifler, cevizin bakteri hastaliklarinin yayilmasini engellemek igin
Onerilebilir. Ceviz bakteriyel hastaliklarinin kontrolii i¢in etkili antagonist bakteri iceren
preparatlarin bulunmadigi ve bu konuda arastirmanin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir

(Ozaktan ve ark., 2012).

PGPR’ lar ile yapilan bir ¢alismada domates 6z nekrozu hastaligina karsi bitki
gelisimini tesvik eden bakterilerden on farkli cinse ait (Bacillus, Pseudomonas, Bergeyella,
Brevibacillus, Enterobacter, Micrococcus, Paenibacillus, Pantoea, Salmonella ve
Stenotrophomonas) bakterilerdort farkli cins olan (Bacillus, Pseudomonas, Pantoea and
Agrobacterium sp.) bakterilerine karsi toplam 132 biyoajan bakteri izolat1 kullanilmigtir. Kok
daldirma ve ticari mikrobiyal giibre uygulamasi iletoprak {istlinden biyoajan
uygulamalarindan olusan K2 (MF+BA-A) ve K2 (MF+BA-B) uygulamalarinda bitki
gelisiminin 6nemli derecede arttigi ve hastalik siddeti kontrol uygulamalarindan K1
(Tastyici+tBA-A) ve K1 (Tasiyici+tBA-B) uygulamalarina gore onemli derecede azalma
oldugu goriilmiistiir (Aktas 2015).

Ozaktan ve ark.(2012) yaptig1 testler, saglikli ceviz bitkilerinden izole edilen
antagonistik bakterilerin Chandler tiiriine gére daha iyi uyarlanmig olabilecegini ve diger
bitki tiirlerinden izole edilen organizmalara kiyasla bakteri bulasmasimin daha iyi kontrol
edilebilecegini belirlemis, P. fluorescens'in bazi izolatlariin Xaj biyo-kontrol ajanlarinda

kullanilabilecegini gostermistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Patojen Izolat: Calismada kullanilan Xanthomonas arboricola pv. juglandis CP2
izolat1 Kiitahya iline bagli Domanig ilgesi Aksu koyiindeki ceviz iiretim alanlarindan izole

edilmistir.

Aday Antagonist Izolatlar: Calismada kullanilan aday antagonistler Kiitahya ili
Domanig ilgesine bagli Merkez, Aksu koyii, Bocen koyii, Sariot koyli ve Yesilkdy ceviz
bahgelerinden izole edilmistir. Ayrica Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bakteriyoloji
Laboratuvar’ nda bulunan Prof.Dr. Mustafa MIRIK e ait aday antagonist bakteri izolatlarida

calismada kullanilmistir.

Karsilastirma Kiiltiirleri: Testlerde karsilastirma kiiltiirii olarak Prof.Dr. Yesim
AYSAN’ m kiiltiir koleksiyonunda bulunan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm 10-2), Erwinia amylovora (E 4-2), Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum
(SRE 31-1), Pseudomonas cichorii (PD 1747) ve Yiksek Ziraat Miihendis’ i Segil Hande

AVCI'nin Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Hacikoy) izolati kullanilmistir.

Besi Yerleri: Calismalarda patojen ve aday antagonist izolasyonu igin genel besi yeri
olarak Nutrient Agar (NA), aday antagonist izolasyonu i¢in Pseudomonas F Agar (PSF)
(Lelliott ve Stead, 1987) besi yeri kullanilmistir. Izolatlarm +4 °C’ de uzun siire muhafazasi
icin Yeast Ekstrakt Kalsiyum Karbonat Agar (YDCA) (Lelliot ve Stead, 1987) besi yeri

kullanilmistir.

Alet ve Ekipman: Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolimii Bakteriyoloji laboratuvarinda mevcut bulunan otoklav, inkiibator, etiiv, pH metre,
orbital galkalayici, hassas terazi, manyetik karistirici, spektrofotometre, steril kabin, saf su

cihazi, buz dolabi tez ¢alismasinda kullanilmistir.

3.2.Metot
3.2.1. Hastalik belirtisi gosteren ceviz yapraklarinin toplanmasi

2015-2017 yillarinda Mart-Haziran aylar1 boyunca diizenli araliklarla Kiitahya nin
Domanic Ilgesi’nde Merkez, Aksu kdyii, Bogen koyii, Sariot kdyii ve Yesilkoy koylerinde
bulunan 21 adet ceviz bahgesine surveyler yapilmistir (Sekil 3.1.). Bu bahgelerden ceviz

yapraklarinda kahverengi-siyah lekeli ve bu lekelerin kenarlari siirlanmis olan yaprak
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ornekleri toplanmigtir. Toplanan Grneklerin etiketlemesi yapilarak gazetekagitlarina sarilip

polietilen torbalara konulmustur.

Sekil 3.1. Kiitahya ili Domanig ilgesine bagli surveylerin yapildigi kdyler

3.2.2. Ceviz yapraklarindan bakteriyel etmenin izolasyonu

Ceviz bahgelerinden toplanan ve laboratuvara getirilen hastalikli yapraklardan yaniklik
belirtisi goriilen kisimlarindan, hastalikli ve saglikli dokuyu icerecek sekilde yaklasik olarak
0.5 cm’lik bitki pargalar1 alinmis ve %70’lik alkol veya %1°lik NaOCI kullanilarak yiizeysel
dezenfeksiyonu yapilmistir. Bitki parcalart havanda steril nutrient broth ile homojenize
edilmis ve 20-30 dakika steril kabinde bekletilmistir. Daha sonra NA besi yeri igeren petrilere
bir 6ze dolusu bakteri soliisyonundan alinarak ¢izgi ekimi yapilmustir. Petriler 25 °C’de 48-72
saat inkiibe edilmistir. Sar1 koloni gelisimi gdsteren petrilerden saflastirma yapildiktan sonra

egik agara almarak inkiibe edildikten sonra +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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3.2.3. Elde edilen izolatlarin tanisi

Cevizde bakteriyel yaniklik etmeni Xanthomonas arboricola pv. junglandis‘in KOH
ile gram reaksiyonu ve LOPAT (L: levan olusumu, O: oksidaz testi, P:patateste
pektolitikaktivite, A: arginin dehidrolaz testi, T: tiitinde asir1 duyarlilik reaksiyonu ),
oksidatif-fermantatif, nisasta hidrolizasyonu ile tani testleri yapilmistir. Ayrica Tween B besi
yerinde koloni morfolojisine bakilmistir. Lelliott ve Stead (1987)’e gore hastalikli bitkilerden

elde edilen izolatlarin patojenitesi yapilmistir.

Patojenite Testi

Patojenite calismalar1 i¢in ham ceviz meyveleri kullanilmistir. Meyveler %3’lik
NaOCl igerisinde 3 dakika bekletildikten sonra steril su ile yikanarak yiizeysel
dezenfeksiyonu yapilmistir. Nemli kurutma kagitlarinin bulundugu steril kutulara her kutuda
3 adet olacak sekilde ceviz meyveleri yerlestirilmistir. Daha sonra NA’da 48 saat inkiibe
edilen Xaj izolatlart steril bir kiirdan ile alinarak ham ceviz meyvesine batirilarak inokule
edilmistir. 25 %C’de 48 saat inkiibe edilen kutulardaki cevizler iizerindeki belirtiler
degerlendirilmistir (Van der Zwet, 1986; Klement ve ark., 1990). Ham ceviz meyvesi
tizerinde goriilen siyah lekelerden re-izolasyonlar yapilmistir. Elde edilen re-izolatlar ile tani

caligmalarina gecilmistir.

Potasyum Hidroksit (KOH) ile Gram Reaksiyonu:%3’liik taze hazirlanan potasyum
hidroksit soliisyonundan lam {izerine damlatilmistir. Elde edilen Xaj izolatlarinin 48 saatlik
kiiltiiriinden bir 6ze dolusu almarak lam iizerinde dairesel hareketlerle karistirilmistir. Oze
yukar1 dogru kaldirildiginda vizkoz bir hal almis, 0.5-2 cm veya daha fazla iplik gibi uzarsa
bu izolatlar gram negatif, uzamazsa ve siv1 bir hal almis ise bu izolatlar gram pozitif olarak
degerlendirilmistir (Fahy ve Hayward 1983). Kontrol olarak gram pozitif 6zellige sahip Cmm

10-2 kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis kiiltiirii kullanilmistir.

Levan Olusumu : %5 oraninda sakkaroz bulunan Sakkaroz Nutrient Agar (SNA) besi
yerinde sakkarozu glikoz yerine karbonhidrat olarak kullanan bakteriler bu besi yerinde beyaz
renkte, kubbemsi, mukoid gelisim gosterirler. SNA besi yerine re- izolatlar ¢izildikten sonra,
25°C’ de 2-3 giin inkiibe edilmistir. Kubbemsi, beyaz, mukoid koloniler pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead 1987). Pozitif kontrol olarak E 4-2 kodlu Erwinia

amylovora izolat1 kullanilmustir.

Oksidaz Testi: %1°lik N; N; N; N” - tetramethyl-p-phenylen diamine dihydrochloride
soliisyonunundamlatildig1 steril kurutma kagidina bir 6ze dolusu 48 saatlik taze bakteri
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kiiltiirti alinarak dairesel hareketlerle ¢izilir.10 saniye sonra kurutma kagidi iizerinde renk
maviye doniiyorsa pozitif, 60 saniye sonra maviye doniisiirse gec pozitif, 60 saniye sonra
maviye doniisiim gozlenmezse negatif olarak degerlendirilmistir (Kovacs, 1956; Janse, 2006).
Kontrol olarak Oksidaz pozitif 06zellikteki Pseudomonas cichorii kiiltiirii  galismada

kullantlmistir.

Pektolitik Aktivite Testi: Test i¢in kullanilacak patatesler suda fir¢alanarak yikanmis
ve daha sonra %]1°lik NaOCI’da 5 dakika bekletilmistir. Yumrulart NaOCI’den arindirmak
icin yumrular 3 kez steril saf su ile durulanmistir. Daha sonra steril bir bisturi ile kabuklar
soyulmustur. Steril filtre kagidi iceren petri i¢ine kabugu soyulmus ve 2-3 cm kalinligindaki
patates dilimleri yerlestirilmistir. 48 saatlik bakteri kiiltiirii patates dilimleri {izerine
birakilmistir. kurutma kagitlart steril saf su ile nemlendirilmis ve 25°C’de 24-48 saatlik bir
inkiibasyondan sonra degerlendirme yapilmistir (Lelliot ve Stead, 1987). Inokule edilen
bolgedeki yumusama pozitif olarak kabul edilmistir. Pozitif kontrol olarak SRE 31-1 kodlu

Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum kullanilmistir.

Arginin Dehidrolaz Aktivitesi: Thornley 2A (1 | distile su, 1 g peptone, 5 g NaCl,
0,3 g K;HPO,4, 3 g Agar, 0,01 g Phenolred, 10 g L-arginine) besi yerinde tiiplere 3’er ml
konulmus ve otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmistir. Daha sonra tiiplere Xanthomonas
arboricola pv. juglandis bakteri izolatlar1 asilanmig ve tizerleri 2 ml parafinle kapatilmistir. 7-
10 gin 27°C’de inkiibasyondan sonra ortamdaki renk degisikligine gore tiipler

degerlendirilmistir.

Tiitiinde Asir1 Duyarhhik Testi: Tiitiin (Nicotiana tabacum cv Samsun N) bitkisinin
yaprak alt ylizeyinin damar aralarma 0,1 hiicre/ ml (1)(108 hiicre/ml) yogunlugunda hazirlanan
Xaj siispansiyonu enjekte edilmistir. 24-48 saat sonra inokule edilen alanlarda olusan
nekrotik goriiniim pozitif olarak kabul edilmistir (Klement ve Goodman, 1967). Pozitif

kontrol olarak Hacikdy kodlu Xanthomonas arboricola pv. juglandis izolati kullanilmistir.

Oksidatif-Fermentatif Testi: Mikroorganizmalarin karbonhidratlar1 ayristirmada
oksidatif veya fermentatif metabolik yolu kullanma durumlarini saptamada bu testten
yararlanilmaktadir. ~ Ayrica  bakterilerin  tamilanmasinda da  yararlanilir.  Bazi
mikroorganizmalar glikozu oksidatif karakterde metabolize edebilirler. Aerobik kosullarda
meydana gelen bu reaksiyonda oksijen son hidrojen alicis1 olarak gorev yapar. Buna karsin,
22 kisim bakterilerde de glikozu, oksijenin olmadigi durumlarda da ayristirma yeteneklerine

sahiptirler. Bu reaksiyon anaerobik sartlarda gelisir ve hidrojen alicisi olarak oksijenden baska
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diger substanslar kullanilir. Litrede 2 g pepton, 5 g NaCl, 0.3 g KH,POy, 3 g agar, 3 ml %1°’lik
bromothymolblue i¢eren ortam hazirlandiktan sonra tiiplere 5’er ml konulmustur. Otoklavdan
sonra 50°C’ye kadar sogutulan tiiplerin her birine soguk sterilizasyon yapilan %10’luk glikoz
soliisyonundan 0.5 ml ilave edilmis, taze gelistirilmis 48 saatlik Xanthomonas arboricola pv.
junglandis izolatlar1 ve orijinal bakteri kiiltiirleri ile nokta agilama yapilmistir. Her izolat igin
6 tiip kullanilmistir, bu tiiplerden tigiine 1 ml steril 1lik vaspar (bir 6l¢ii vaselin ii¢ 6l¢ii parafin
karisimi) konarak yiizeyi kapatilarak diger iigiine higbir ekleme yapilmamistir. 25°C 5-6
giinlik bir inkiibasyondan sonra ortam renginin sartya donmesi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Sands, 1990 ).

Nisasta Hidralizasyon Testi: Nisastanin hidrolizasyonu i¢in litrede 23 g nutrient agar
iceren besi yeri igerisine %2 oraninda eriyebilir nisasta ilave edilmistir. Bunun i¢in 10-20ml
distile suda eritilen nisasta isitilarak c¢oziildiikten sonra nutrient agara ilave edilmis ve
121°C’de 15 dakika otoklav edilip steril petrilere dokiilmiistiir. Besi yerine ¢izilen biber
bakteriyel leke izolatlar1 ve orijinal bakteri kiiltiirleri 7-14 giin 25°C’de inkiibasyondan sonra
kiiltiirler iizerine lugol erigi (1g iyot ve 2g KI 300 ml distile suda eritilmistir) dokiilmiistiir.
Nisastanin hidrolizasyonu serit seklindeki bakteri kolonisinin etrafinda meydana gelen
boyanmamis alanin izlenmesiyle saptanmistir. Pozitif kontrol olarak Xanthomonas vesicatoria
ve negatif kontrol olarak Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum kullanilmistir
(Lelliott ve Stead, 1987).

Tween B Ortaminda Koloni Gelisimi: Tween B besi yerine (Litrede: 10.0g Peptone,
10.0g KBr, 0.25g CaCL,, 0.30g Asit, 15.0g Agar, 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
Ortam 50°C’ye kadar sogutularak icerisine;10.0 ml Tween 80, 50.0 mg Cycloheximide, 65.0
mg Cephalexin, 12.0 mg 5-flouracil, 0.4 mg Tobramycin ilave edilmistir.) ¢izilen ceviz
bakteriyel yaniklig1 izolatlar1 ve orijinal bakteri kiiltiirleri 7-14 giin 25°C’de inkiibasyondan
sonra dairesel, tlimsek, beyaz kristalize bir alanla ¢evrili sar1 koloni gelisimine gore

degerlendirilmistir (McGuire ve ark., 1986).

3.2.4.Ceviz bakteriyel yanikhk hastahigimin biyolojik miicadelesine yonelik in vitro

calismalar
3.2.4.1.Ceviz yapraklarindan aday antagonist izolasyonu

2015-2017 yillar1 Mart-Haziran aylarinda Kiitahya ili Domanig ilgesine bagli Merkez,
Aksu koyii, Bocen kdyti, Sariot kdyii ve Yesilkoy kdyii ceviz bahgelerine yapilan surveylerde,
(Sekil 3.1.) saghkli agaclardan yaprak oOrnekleri alinmis ve kagit torbalara konularak
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laboratuvara getirilmistir. Aday antagonist bakteri izolasyonu ig¢in PSF besi ortami
kullanilmistir. Izolasyon icin 10 g yaprak 6rnegi tartilarak 90 ml nutrient broth igerisinde 2-3
saat sireyle 150 rpm hizla orbital calkalayicida c¢alkalanmistir. Daha sonra yaprak
stispansiyonundan 1’er ml alinarak igerisinde 9 ml nutrient broth bulunan tiiplere aktarilmistir.
Her bir 6rnekten ayr1 ayri seyreltme serisi hazirlanmistir. Seyreltme serilerinin -4, -5 ve -6
‘sindan 100 pl alinarak 3 tekerriirlii olacak sekilde PSF iceren petrilere baget ile yayilmistir.
Petriler 48-72 saat 25 °C’ de inkiibe edilmistir. Petrilerde gelisen farkli renk ve tipteki
koloniler saflastirilmis ve tiitlin testine yapilmistir. Test i¢in bir 6ze dolusu bakteri 9 ml
nutrient broth ile karistirtlmis ve steril bir siringa ile tiitiin yapraginin damar arasina enjekte
edilmistir. 24 saat sonra tiitiin yapraklarinda damar arasinda su emmis leke, nekroz olusumu
gosteren izolatlar elenmis, herhangi bir belirti gostermeyen izolatlar daha sonraki ¢aligmalarda
kullanilmak {izere YDCA besi yerinde inkiibe edilip +4 °C’ de buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

3.2.4.2.Aday antagonistlerin in vitro’ da Xanthomonas arbaricola pv. juglandis’ e karsi

antagonistik etkilerinin belirlenmesi

Aday antagonist bakteri izolatlarinin Xanthomonas arboricola pv. juglandis’ e karsi
etkinligi ikili kiiltiir testleri sonucunda belirlenmistir (Krishnamurthy ve Gnanamarickam,
1998; Mirik, 2005; Kiisek, 2007; Cetinkaya-Yildiz, 2007; Horuz, 2014). Calismada patojen
bakteri olarak CP2 Aksu kodlu Xanthomonas arboricola pv. juglandis izolati kullanilmustir.
Elde edilen aday antagonist izolatlar NA besiyerinde gelistirilmis ve gelisen kiiltiirlerin her
biri petride 120 derecelik agiyla birbirinden uzak cizilmis {i¢ noktaya nokta ekimi yapilmaistir.
Petriler 25 °C’ de 24 saat inkiibe edilerek aday antagonistlerin gelisimi saglanmistir. 24 saat
sonra patojenin 1x10° hiicre/ml konsantrasyondaki siispansiyonu esit mesafeden petrilere
puskiirtiilerek patojenin esit olarak yayilmasi saglanmistir. 25 °C’de 2 giin inkiibasyondan
sonra petrilerde olusan engelleme alanlar1 Olciilerek aday antagonist izolatlarin etkinligi

belirlenmistir. Petri denemeleri in vitro kosullarda {i¢ tekerriirlii olarak kurulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Hastalik Belirtisi Gosteren Ceviz Yapraklarinin Toplanmasi

Kiitahya iline bagli Domanig ilgesi Merkez (3), Aksu koyii (5), Bogen kdyii (5), Sariot
koyii (4) ve Yesilkoy (4) kdylerinde bulunan 21 adet ceviz bahgesine 2015-2017 yillar1 Mart-
Haziran aylarinda surveyler yapilmis ve bakteriyel yaniklik belirtisi goriilen yapraklardan

ornekler alimmistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1.a. Hastalikl1 bitki 6rnekleri toplanan bahge

4.2. Ceviz Yapraklarindan Bakteriyel Yamklk Etmeninin izolasyonu

Kiitahya iline bagli Domanig ilgesi Merkez, Aksu koyii, Bogen koyili Sariot kdyl ve
Yesilkoy koyii ceviz bahgelerinden alinan yaprak 6rnekleri laboratuvara getirilerek izolasyonu
yapilmustir (Sekil 4.2.). izolatlar NA besiyerinde sar1 renkte, mukoid, yuvarlak koloni gelisimi

gostermistir. Toplamda 15 adet izolat elde edilmistir.
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Sekil 4.2. Hastalikl1 6rneklerden izolasyon

4.3.Elde Edilen izolatlarin Tanis

Patojenite Testi:Elde edilen Xanthomonas arboricola pv. juglandis izolatlarinin
patojenite testi sonucunda ham ceviz meyvelerinde 2-4 giin sonra kahverengi-siyah lekeler
gozlenmistir. Negatif kontrol olarak steril su ile yapilan meyve inokulasyonlarinda ise
herhangi bir belirti gdzlenmemistir. izolatlar ham meyvelerde referans kiiltiir olarak kullanilan
HacikGy izolatt ile aymi belirtileri gosterdiginden patojenite testi pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.3.). Patojenite testi sonucu elde edilen re-izolatlar ile tani

calismalar1 yapilmstir.
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Potasyum Hidroksit (KOH) ile Gram Reaksiyonu: Xanthomonas arboricola pv.
junglandis re-izolatlari ile yapilan gram reaksiyonu sonucunda, 6zeye yapisarak viskoz bir
yapinin olusmasindan dolayi izolatlar Gram (-) olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.4), (Cizelge
4.1.). Cmm 1-2 kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolat1 ise uzama

gostermemistir.

Sekil 4.4. KOH testi ile Gram negatif reaksiyon

Levan Olusumu: SNA besi yerine ¢izimi yapilan Xanthomonas arboricola pv.
juglandis re- izolatlarinin tamaminda levan olusumu gozlenmemistir (Cizelge 4.1). E 4-2
kodlu Erwinia amylovora izolati ise SNA besiyerinde beyaz, kubbemsi, mukoid koloni

gelisimini gostermistir.
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OksidazTesti : Re-izolatlar oksidaz test soliisyonu emdirilmis filtre kagidina ¢izilen
zigzaglar sonucunda hicbir renk degisimi olmadigindan oksidaz testi negatif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.5.a), (Cizelge 4.1). Oksidaz pozitif 6zellikteki Pseudomona

scichorii kiiltiirii ¢alismada kullanilmistir ve mavi- mor renkte bir degisime neden olmustur
(Sekil 4.5.b).

Sekil 4.5.a.0ksidaz testi negétif reaksiyon Sekil 4.5.b.Oksidaz testipozitif reaksiyon

Pektolitik Aktivite Testi: Xanthomonas arboricola pv. juglandis re-izolatlari
pektolitik enzim iiretmediginden patates dilimleri {izerinde yumusak ¢iiriikliik belirtisi
olusturmamustir (Sekil 4.6.). izolatlarin patatesteki pektolitik aktivite testi negatif olup
(Cizelge 4.1), kontrol olarak kullandigimiz SRE 31-1 kodlu Pectobacterium caratovorum

subsp. caratovorum izolati ¢alismada kullanilmis ve patates dokularinda ¢iiriimeye neden

olmustur.

Sekil 4.6. Pektolitik Aktivite testi negatif sonug
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ArgininDehidrolaz Testi: Thornley 2A besi yerine inokule edilen re-izolatlar ve
Hacikoy izolati besi yerinde renk degisimine neden olmamistir (Sekil 4.7.a.), (Sekil 4.7.b.),
(Cizelge 4.1).

Sekil 4.7.a. Arginin testi negatif kontrol  Sekil 4.7.b. Arginin testi negatif sonug

Tiitiinde Asir1 Duyarhhik Testi: Xanthomonas arboricola pv. juglandis re- izolatlari
ve Hacikdy izolat1 tiitlin yapraklarinin damar aralarinda 24 saat sonra su emmis alanlar ve 48
saat sonra nekroz olusturdugundan asir1  duyarhilik reaksiyonlar1 pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.8.), (Cizelge4.1)

Sekil 4.8. Tiitlinde asir1 duyarlilik testi sonucu olusan simptomlar
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Oksidatif - Fermentatif Test: Taze gelistirilmis 48 saatlik Xanthomonas arboricola pv.
junglandis izolatlar1 ve orijinal bakteri kiiltiirleri ile nokta asilama yapilmistir. Her izolat igin
6 tiip kullanilmstir, bu tiiplerden tigiine 1 ml steril 1lik vaspar (bir 6l¢ii vaselin ii¢ 6l¢ii parafin
karisimi) konarak yiizeyi kapatilmis diger iigline hicbir ekleme yapilmamistir. 25°C’de 5-6
giinliik bir inkiibasyondan sonra ortam renginin sartya donmesi pozitif olarak degerlendirilir
(Cizelge 4.1). Xanthomonas arboricola pv. junglandis izolatlariyla yapilan oksidatif-
fermantatif test sonuglarinda vasparl tliplerde sar1 renk olusumu goériilmemistir. Bu nedenle
oksidatiffermantatif test sonucu negatif olarak degerlendirilmistir. Bunun sebebi ise
Xantohomonas arboricola pv. junglandis’in aerobik bir bakteri olmasidir. Kisacasi vaspar ile
hava temas1 kesilen tiiplerde ceviz bakteriyel yaniklik etmeni gelisim yapamadigindan

karbonhidrat ayrismasi1 gergeklesmemistir.

Nisasta Hidralizasyon Testi: Nisasta besi yerine ¢izilen ceviz bakteriyel yaniklik izolatlar
ve referans kiiltiirler 7-14 gilinlik inkiibasyon sonunda {izerine lugol erigi dokiildiigiinde
koloni ¢evresinde referans kiiltiirde belirgin parlak bir alan gozlenirken bolge izolatlarinda bu
alan zayif olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.9). Bolge izolatlar1 nisastay:1 hidrolize

ettiklerinden pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.9. CP-2 izolatinin (solda) nisastayi hidrolize etmesi

Tween B ortaminda Koloni Gelisimi: Bolgeden izole edilen Xanthomonas arboricola pv.
junglandis izolatlar1 Tween B besi yerinde yuvarlak, sar1 tiimsek ve ¢evresinde temiz haleli

koloniler gelistirmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. CP-2 izolatinin Tween B besi yerinde olusturdugu koloni morfolojisi

Cizelge 4.1.Xanthomonas arbolicola pv. juglandis re-izolatlarinin biyokimyasal testlerle tan
sonuglar1

Izolat | Almdig Bitki NA’daki | Gram | L @) P A |HR|N|T]| OF
Adi Yer Materyali Koloni Reak.
Geligimi
CP-1 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Aksu
koyii
CP-2 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Aksu
koyii
CP-3 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Aksu
koyii
CP-4 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Aksu
koyii
CP-5 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Aksu
koyii
CP-6 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Aksu
koyii
CP-7 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Aksu
koyii
CP-8 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Aksu
koyil
CP-9 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Aksu
koyii
CP-10 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Bogen
koyii
CP-11 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
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Bocen
kdyil

CP-12 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Sariot
koyii

CP-13 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Yesilkoy

CP-14 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Yesilkdy

CP-15 | Kiitahya/ Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -
Merkez

Hacik | Edirne/Ha | Yaprak Sar1 - - - - - + |+ |+ -

Oy cikdy

L: levan tipte koloni gelisimi; O: oksidaz testi; P: patateste pektolitik aktivite; A: arginin
dehidrolaz aktivitesi; HR: tiitinde asir1 duyarlilik reaksiyonu; N:nisasta hidrolizasyonu; T:
Tween B besi yerinde gelisim; O-F: oksidatif-fermantatif testi

4.4.Ceviz Bakteriyel Yamklhk Hastahgmmin Biyolojik Miicadelesine Yonelik in vitro

Calismalar
4.4.1.Ceviz yapraklarindan aday antagonist izolasyonu

2015-2016 yillar1 aras1 Nisan-Temmuz aylarinda Kiitahya ilinde bulunan ceviz tiretim
alanlarina surveyler yapilmistir. Bu amacgla gezilen 21 ceviz bahgesinden yaprak ornekleri
almmustir. PSF besi yerine yapilan izolasyonlarda farkli renk ve tipte gelisen koloniler
saflagtirilarak tiitiin bitkisinde HR testine tabi tutulmustur. HR reaksiyonu sonucunda tiitiin
yaprak aralarinda su emmis leke ve kurumalara sebep olmayan 69 adet izolat aday antagonist
olarak secilmistir. Tekirdag Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Bolimii Bakteriyoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan, gesitli kiiltiir bitkilerinin
topraklarindan alinmig ve NBRIP besi ortami kullanilarak izole edilen 40 adet aday antagonist

de bu galismada kullanilmistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. izole edilen aday antagonistler ve zellikleri

No | izolat Adi Alindig Yer Bitki Morfolojik | Titiin HR
Materyali Koloni Reaksiyo
Gelisimi nu
1 CA-1 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
2 CA-2 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Mukoid Beyaz | Negatif
3 CA-3 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Beyaz Negatif
4 CA-4 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Beyaz Negatif
5 CA-5 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Beyaz Negatif
6 CA-6 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Koyu Krem Negatif
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7 CA-7 Kiitahya/Domani¢ Aksu kdyii Yaprak Beyaz Negatif
8 CA-8 Kiitahya/Domani¢ Aksu kdyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
9 CA-9 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Krem Negatif
10 CA-10 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
11 CA-11 Kiitahya/Domani¢ Aksu kdyii Yaprak Sar1 Negatif
12 CA-12 Kiitahya/Domani¢ Aksu kdyii Yaprak Beyaz Negatif
13 CA-13 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Beyaz Negatif
14 CA-14 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Mat Krem Negatif
15 CA-15 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Beyaz Negatif
16 CA-16 Kiitahya/Domani¢ Aksu kdyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
17 CA-17 Kiitahya/Domani¢ Aksu kdyii Yaprak Mat Krem Negatif
18 CA-18 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
19 CA-19 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
20 CA-20 Kiitahya/Domani¢ Aksu koyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
21 CA-21 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Beyaz Negatif
22 CA-22 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Krem Negatif
23 CA-23 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Beyaz Negatif
24 CA-24 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Mat Beyaz Negatif
25 CA-25 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Krem Negatif
26 CA-26 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Mukoid Beyaz | Negatif
27 CA-27 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Mat Krem Negatif
28 CA-28 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Beyaz Negatif
29 CA-29 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Mukoid Sari Negatif
30 CA-30 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Mat Beyaz Negatif
31 CA-31 Kiitahya/Domani¢ Bogen koyii | Yaprak Krem Negatif
32 CA-32 Kiitahya/Domani¢ Sariot kdyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
33 CA-33 Kiitahya/Domani¢ Sariot kdyii Yaprak Beyaz Negatif
34 CA-34 Kiitahya/Domani¢ Sariot kdyii Yaprak Krem Negatif
35 CA-35 Kiitahya/Domanig¢ Sariot koyii Yaprak Beyaz Negatif
36 CA-36 Kiitahya/Domanig¢ Sariot koyii Yaprak Beyaz Negatif
37 CA-37 Kiitahya/Domani¢ Sariot kdyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
38 CA-38 Kiitahya/Domani¢ Sariot kdyii Yaprak Mat Beyaz Negatif
39 CA-39 Kiitahya/Domanig¢ Sariot koyii Yaprak Beyaz Negatif
40 CA-40 Kiitahya/Domanig¢ Sariot koyii Yaprak Beyaz Negatif
41 CA-41 Kiitahya/Domani¢ Sariot kdyii Yaprak Krem Negatif
42 CA-42 Kiitahya/Domani¢ Sariot koyii Yaprak Mukoid Beyaz | Negatif
43 CA-43 Kiitahya/Domani¢ Merkez Yaprak Beyaz Negatif
44 CA-44 Kiitahya/Domani¢ Merkez Yaprak Beyaz Negatif
45 CA-45 Kiitahya/Domani¢ Merkez Yaprak Beyaz Negatif
46 CA-46 Kiitahya/Domani¢ Merkez Yaprak Beyaz Negatif
47 CA-47 Kiitahya/Domani¢ Merkez Yaprak Mat Beyaz Negatif
48 CA-48 Kiitahya/Domani¢ Merkez Yaprak Beyaz Negatif
49 CA-49 Kiitahya/Domani¢ Merkez Yaprak Mat Beyaz Negatif
50 CA-50 Kiitahya/Domani¢ Merkez Yaprak Beyaz Negatif
51 CA-51 Kiitahya/Domani¢ Merkez Yaprak Beyaz Negatif
52 CA-52 Kiitahya/Domani¢ Yesilkdy Yaprak Beyaz Negatif
53 CA-53 Kiitahya/Domani¢ Yesilkdy Yaprak Beyaz Negatif
54 CA-54 Kiitahya/Domani¢ Yesilkoy Yaprak Beyaz Negatif
55 CA-55 Kiitahya/Domani¢ Yesilkoy Yaprak Mat Beyaz Negatif
56 CA-56 Kiitahya/Domani¢ Yesilkoy Yaprak Beyaz Negatif
57 CA-57 Kiitahya/Domani¢ Yesilkoy Yaprak Mat Beyaz Negatif
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58 CA-58 Kiitahya/Domanig Yesilkdy Yaprak Krem Negatif
59 CA-59 Kiitahya/Domani¢ Yesilkoy Yaprak Mat Beyaz Negatif
60 CA-60 Kiitahya/Domanig Yesilkdy Yaprak Beyaz Negatif
61 CA-61 Kiitahya/Domani¢ Yesilkoy Yaprak Mat Beyaz Negatif
62 CA-62 Kiitahya/Domani¢ Yesilkoy Yaprak Beyaz Negatif
63 CA-63 Kiitahya/Domani¢ Yesilkoy Yaprak Beyaz Negatif
64 CA-64 Kiitahya/Domani¢ Yesilkdy Yaprak Beyaz Negatif
65 CA-65 Kiitahya/Domani¢ Yesilkdy Yaprak Beyaz Negatif
66 CA-66 Kiitahya/Domanig Yesilkdy Yaprak Mukoid Beyaz | Negatif
67 CA-67 Kiitahya/Domani¢ Yesilkoy Yaprak Beyaz Negatif
68 CA-68 Kiitahya/Domanig Yesilkdy Yaprak Beyaz Negatif
69 CA-69 Kiitahya/Domanig Yesilkdy Yaprak Beyaz Negatif
70 MMA-1 Antalya Toprak Beyaz Negatif
71 MMA-2 Canakkale Toprak Beyaz Negatif
72 MMA-3 Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
73 MMA-4 Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
74 MMA-5 Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
75 MMA-6 Tekirdag Toprak Krem Negatif
76 MMA-7 Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
77 MMA-8 Edirne/Uzunkoprii Toprak Beyaz Negatif
78 MMA-9 Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
79 MMA-10 | Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
80 MMA-11 | Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
81 MMA-12 | Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
82 MMA-13 | Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
83 MMA-14 | Tekirdag Toprak Beyaz Negatif
84 MMA-15 | Sanlurfa Toprak Beyaz Negatif
85 MMA-16 | Sanlhurfa Toprak Beyaz Negatif
86 MMA-17 | Edirne Toprak Beyaz Negatif
87 MMA-18 | Edirne Toprak Beyaz Negatif
88 MMA-19 | Adana Toprak Mat Beyaz Negatif
89 MMA-20 | Edirne/Uzunkoprii Toprak Beyaz Negatif
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90 MMA-21 | Canakkale Toprak Turuncu Negatif
91 MMA-22 | Edirne Toprak Beyaz Negatif
92 MMA-23 | Edirne Toprak Beyaz Negatif
93 MMA-24 | Edirne Toprak Beyaz Negatif
94 MMA-25 | Edirne/Uzunkoprii Toprak Beyaz Negatif
95 MMA-26 | Edirne/Uzunkoprii Toprak Beyaz Negatif
96 MMA-27 | Edirne/Uzunkoprii Toprak Beyaz Negatif
97 MMA-28 | Canakkale Toprak Beyaz Negatif
98 MMA-29 | Edirne/Uzunkoprii Toprak Beyaz Negatif
99 MMA-30 | Tekirdag/Malkara Toprak Beyaz Negatif
100 | MMA-31 | Tekirdag/Malkara Toprak Beyaz Negatif
101 | MMA-32 | Tekirdag/Malkara Toprak Beyaz Negatif
102 | MMA-33 | Tekirdag/Malkara Toprak Beyaz Negatif
103 | MMA-34 | Tekirdag/Malkara Toprak Beyaz Negatif
104 | MMA-35 | Edirne Toprak Krem Negatif
105 | MMA-36 | Edirne Toprak Beyaz Negatif
106 | MMA-37 | Edirne Toprak Beyaz Negatif
107 | MMA-38 | Sanlurfa Toprak Beyaz Negatif
108 | MMA-39 | Sanlurfa Toprak Krem Negatif
109 | MMA-40 | Canakkale Toprak Sar1 Negatif

4.4.2. Aday antagonistlerinin vitro’ da Xanthomonas arboricola pv. juglandis’e karsi

etkinliginin belirlenmesi

Aday antagonist bakterilerin patojene karsi etkinliginin belirlenmesi icin ikili kiiltiir
testleri yapilmustir.1x10° yogunlugundaki Xanthomonas arboricola pv. juglandis’e etkisinin
in vitro petri denemeleriyle arastirildigi calismada 109 adet aday antagonistin engelleme
alanlar1 Ol¢iilmiistir (Sekil 4.9.). Aday antagonist izolatlarin 38 adeti ikili kiiltiir testi
sonucunda Xanthomonas arboricola pv. juglandis’in gelisimini tamamen engelledigi,42 adedi
ise 3,6-16 mm araliginda degisen engelleme alani olusturdugu ve 29 adet aday antagonist

izolatin ise patojene karsi higbir etkisinin olmadigi saptanmistir (Cizelge 4.3.).

32



Sekil 4.11.Farkli antagonist bakterilerin olusturdugu engelleme alanlari

Cizelge.4.3.Antagonistlerin in vitro kosullarda patojene kars1 olusturdugu engelleme alani

Engelleme Alani (mm)

NO |jzolat Adi| Tekerriir 1 ORT | Tekerriir 2 ORT |Tekerriir 3 ORT
1 |CA-1 50 |6.0 |50 |53 |7.0 |60 |40 |56 6.0 (40 |4.0 4.6
2 |CA-2 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.00{30.0|30.0 |30.0
3 |CA-3 30.0/30.0/30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
4 |CA-4 6.0 |[6.0 |50 |56 |13.0 |11.0 |16.0 |13.3 |13.0 |12.0|/10.0 |116
5 |CA-5 100(7.0 |80 |83 |10.0 [{9.0 [10.0 (9.6 140 |10.0{10.0 |11.3
6 |CA-6 19.0|16.0(19.0{18.0 |19.0 {120 |15.0 {153 |10.0 |11.0/11.0 |10.6
7 |CA-7 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
8 |CA-8 8.0 |80 (9.0 |[g3 |7.0 |10.0 |10.0 |9.0 70 |6.0 |8.0 7.0
9 |CA-9 11.0/10.0(9.0 {100 |12.0 (110 |11.0 (113 |10.0 |10.0/10.0 |10.0
10 | CA-10 10.0{11.0(8.0 |96 (110 (7.0 |[10.0 |9.3 10.0 |10.0|10.0 |10.0
11 |CA-11 0.0 |00 {00 [p0 [0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
12 |CA-12 0.0 |0.0 {00 [p0 [0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
13 | CA-13 3.0 |6.0 {40 (43 |80 |80 |70 |7.6 50 |5.0 |5.0 5.0
14 |CA-14 100(7.0 [10.0|90 |50 |7.0 |50 |56 12.0 |10.0|8.0 10.0
15 | CA-15 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
16 |CA-16 10.0/10.0(9.0 |96 |110 {9.0 (9.0 |9.6 12.0 |10.0/9.0 10.3
17 |CA-17 12.0{13.0(10.0|11.6 |14.0 |13.0 [14.0 |13.6 13.0 (11.0|15.0 13.0
18 | CA-18 13.0/10.0(8.0 |10.3 |13.0 {150 |[5.0 |11.0 |[15.0 |13.0|10.0 |12.6
19 |CA-19 0.0 |00 {00 [p0 (0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
20 | CA-20 0.0 |00 {00 [p0o [0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
21 |CA-21 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
22 |CA-22 12.0|19.0 [11.0{106 |12.0 (9.0 |12.0 (110 |11.0 |10.0/10.0 |10.3
23 |CA-23 30.0/30.0/30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
24 |CA-24 0.0 |00 {00 [p0 |[0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
25 | CA-25 0.0 |00 {00 [po0 |0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
26 |CA-26 0.0 |00 {00 [p0 [0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
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27 |CA-27 10.0/9.0 |90 |93 |50 |80 |[7.0 |6.6 9.0 (9.0 |9.0 9.0
28 | CA-28 0.0 |00 {00 [po0 (0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
29 | CA-29 0.0 |00 {00 [po0 |[0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
30 |CA-30 10.0/13.0(10.0|11.0 |13.0 |12.0 |[10.0 |11.6 |13.0 |13.0|14.0 |133
31 |CA-31 0.0 |00 {00 [p0 [0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
32 |CA-32 70 |40 |50 |53 |50 |6.0 |6.0 |56 6.0 |50 |5.0 5.3
33 |CA-33 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
34 |CA-34 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
35 |CA-35 10.0/18.0(10.0|12.6 |10.0 |10.0 [14.0 |11.3 |12.0 |10.0|10.0 |10.6
36 |CA-36 11.0/10.0(15.0|12.0 |16.0 {150 [15.0 |153 |14.0 |15.0(15.0 |14.6
37 | CA-37 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
38 |CA-38 11.0/9.0 [10.0|10.0 |90 |80 |[7.0 |8.0 9.0 (9.0 |9.0 9.0
39 |CA-39 100(6.0 |40 |66 |50 |80 (40 |56 80 |50 |9.0 7.3
40 | CA-40 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
41 |CA-41 13.0/11.0(12.0|12.0 |90 |11.0 |[12.0 |10.6 [13.0 |13.0|12.0 |12.6
42 | CA-42 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
43 | CA-43 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
44 | CA-44 0.0 |00 {00 [p0 [|0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
45 | CA-45 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
46 | CA-46 6.0 {90 |70 |73 |50 |10.0 |80 |7.6 50 [10.019.0 8.0
47 | CA-47 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
48 | CA-48 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
49 |CA-49 11.0|/10.0/6.0 |90 (60 |90 |70 |7.3 70 9.0 (8.0 8.0
50 |CA-50 30.0/30.0/30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
51 |CA-51 12.0{12.0(10.0|11.3 |10.0 {12.0 |10.0 |10.6 [12.0 |12.0|9.0 11.0
52 |CA-52 30.0/30.0/30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
53 | CA-53 70 |40 |50 |53 |50 |6.0 |6.0 |56 6.0 |50 |50 5.3
54 |CA-54 70 |10.0|/120|96 |10.0 |10.0 {110 |10.3 |6.0 |10.0|10.0 |8.6
55 | CA-55 5.0 |40 |50 |46 |50 |60 |6.0 |56 6.0 |50 |4.0 5.0
56 | CA-56 0.0 |00 {00 [p0 (0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
57 | CA-57 0.0 |0.0 {00 [p0 [0.0 |00 |00 |0.0 0.0 |0.0 (0.0 0.0
58 |CA-58 0.0 |0.0 {00 [p0 [0.0 |00 |00 |0.0 0.0 |0.0 (0.0 0.0
59 |CA-59 0.0 |00 {00 [p0 (0.0 |00 |00 |0.0 0.0 (0.0 (0.0 0.0
60 |CA-60 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
61 |CA-61 9.0 |50 |90 |76 |80 |70 |50 |6.6 70 |80 |10.0 |83
62 |CA-62 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
63 |CA-63 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
64 |CA-64 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
65 |CA-65 5.0 |50 |60 |53 |50 |70 |[7.0 |6.3 80 |6.0 |70 7.0
66 |CA-66 13.0/11.0(11.0|116 |9.0 |10.0 [10.0 |9.6 80 |70 |7.0 7.3
67 |CA-67 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
68 |CA-68 30.0/30.0{30.0{30.0 [30.0 |30.0 |30.0 |30.0 |30.0 {30.0/30.0 |30.0
69 |CA-69 15.0/15.0(17.0|156 |15.0 |10.0 [10.0 |11.6 |13.0 |10.0|15.0 |12.6
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70 |MMA-1 |00 |0.0 |00 |00 |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
71 |MMA-2 [30.0{30.0/30.0/30.0 [30.0 |30.0 |30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
72 |MMA-3 [6.0 |6.0 |90 |70 |50 |50 |50 |50 10.0 |10.0|7.0 9.0
73 |MMA-4 [30.0{30.0/30.0/30.0 [30.0 |30.0 |30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
74 |MMA-5 [0.0 |{0.0 |00 oo |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
75 |[MMA-6 |10.0/80 |7.0 |83 |11.0 |70 |10.0 |9.3 100 |7.0 |120 |9.6
76 |MMA-7 [30.0{30.0/30.0/30.0 [30.0 |30.0 |30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
77 |MMA-8 [0.0 |0.0 |00 |po0 |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
78 |MMA-9 |00 |0.0 |00 |00 |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
79 |MMA-10 [0.0 |0.0 |00 |00 |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
80 |MMA-11 |30.0/30.0({30.0|/30.0 |30.0 |30.0 [30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
81 |MMA-12 |30.0/30.0(30.0|/30.0 |30.0 |30.0 [30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
82 |MMA-13 |30.0/30.0(30.0|/30.0 |30.0 |30.0 {30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
83 |MMA-14 |0.0 |0.0 [0.0 |00 |0.0 |00 |00 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
84 |MMA-15 |0.0 |0.0 [0.0 |p0 |0.0 |0.0 |00 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
85 |MMA-16 |0.0 |0.0 [0.0 |00 |50 |50 |50 |50 50 |5.0 |6.0 5.3
86 |MMA-17 |10.0/6.0 (50 |70 |80 |70 |80 |7.6 10.0 [6.0 |8.0 8.0
87 |MMA-18 |0.0 |0.0 [0.0 |p0 |0.0 |0.0 |00 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
88 |MMA-19 |11.0|20.0{10.0(136 |80 |16.0 |10.0 |11.3 |13.0 |10.0|17.0 |13.3
89 |MMA-20 |30.0/30.0({30.0|/30.0 |30.0 |30.0 |{30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
90 |MMA-21 [0.0 |0.0 |00 |00 |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
91 |MMA-22 [30.0{30.0/30.0/30.0 [30.0 |30.0 |30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
92 |MMA-23 [30.0{30.0/30.0/30.0 [30.0 |30.0 |30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
93 |MMA-24 [0.0 |0.0 |00 |00 |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
94 |MMA-25 [0.0 |0.0 |00 |po0 |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
95 |MMA-26 [0.0 |{0.0 |00 o0 |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
96 |MMA-27 [30.0{30.0/30.0/30.0 [30.0 |30.0 |30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
97 |MMA-28 [0.0 |0.0 |00 o0 |00 |0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
98 |MMA-29 [30.0{30.0/30.0/30.0 [30.0 |30.0 |30.0 [30.0 |30.0 {30.0{30.0 |30.0
99 |MMA-30 [15.0{15.0|15.0/150 |16.0 |15.0 {170 |16.0 |14.0 |12.0|17.0 |14.3
100 | MMA-31 |50 [6.0 |50 |53 |50 (6.0 |7.0 |6.0 6.0 |50 |10.0 |7.0
101 | MMA-32 [30.0]30.0|/30.0|30.0 |30.0 [30.0 {30.0 |30.0 ([30.0 |30.0/30.0 [30.0
102 | MMA-33 |6.0 [10.0|10.0|86 |10.0 |10.0 |{10.0 |10.0 |10.0 |10.0|7.0 9.0
103 | MMA-34 [30.0|30.0|/30.0|30.0 |30.0 [30.0 {30.0 |30.0 ([30.0 |3.0 |30.0 [30.0
104 | MMA-35 0.0 [0.0 |0.0 |00 |00 (0.0 |0.0 |0.0 0.0 |0.0 |0.0 0.0
105 | MMA-36 |6.0 [10.0|5.0 |70 |50 |[50 1[40 |46 0.0 |0.0 |0.0 0.0
106 | MMA-37 |5.0 |40 |50 |46 |40 |40 (3.0 |36 3.0 |30 |30 3.0
107 | MMA-38 [30.0]30.0|/30.0|30.0 |30.0 [30.0 {30.0 |30.0 ([30.0 |30.0/30.0 [30.0
108 | MMA-39 [30.0]30.0{30.0|30.0 |30.0 [30.0 {30.0 |30.0 ([30.0 |30.0/30.0 [30.0
109 | MMA-40 |6.0 |50 |50 |53 |80 (3.0 1[40 |50 10.0 |5.0 |6.0 7.0
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Bakteriyel hastaliklara karsi antagonist bakterilerle biyolojik miicadele ¢alismalari
kisithdir. Bu tez ¢aligmasinda antagonist bakterilerin ceviz bakteriyel yaniklik hastaligina
sebep olan Xanthomonas arboricola pv. juglandis’e olan etkilerine bakilmistir. Sonugta Xaj
etmenini 38 tanesi tamamen baskiladigi, 42 tanesi farkli inhibisyon alani (3.16-16 mm)

olusturdugu, 29 tanesi ise higbir etkisinin olmadig1 saptanmistir.

Bacillus izolatlar1 ile yapilan g¢alismada patojen bakterilere karsi antibakteriyal
aktiviteleri agar difiizyon metoduna gore arastirilmistir. Sonug¢ olarak 38 izolat B. cereus
grubu tiyesi, 7 izolat B. thuringiensis, 10 izolat B. megaterium, 6 izolat B. pumilis ve 12 izolat
Bacillus sp. olarak tanilanmistir. Calismada kullanilan Bacillus izolatlar1 test edilen
mikroorganizmalarin  gelismelerini  degisik oranlarda engellemistir. Dokuz izolatin
olusturdugu inhibisyon zonlariyla yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi saptanmistir.
Bacillus izolatlarinin ¢alismada kullanilan indikatér bakterilerden Staphylococcus
epidermidis, Xanthomonas axonopodis, Pseudomonas syringae ve Micrococcus luteus’a karsi
antibakteriyal aktivitelerinin olmadigi goriilmiistir (Kat1 ve ark, 2016). Calismamizda da

farkli bakteri izolatlarinin farkl 6zellikleri gostermesi bu ¢alismaya paralellik gostermektedir.

Horuz (2014) Acidovorax citrulli’ ye kars1 aday antagonistlerin etkinligini belirlemek
icin in vitro ve in vivo da yaptigi caligmalart sonucunda; in vitro ortamda kurdugu ikili kiiltiir
deneme sonucunda antagonistlerin olusturdugu engelleme alanlarint 0-6 skalasina gore
degerlendirmistir. Bu skalaya gore 9 antagonist 1 skala degeri, 11 antagonist 2 skala degeri, 13
antagonist 3 skala degeri, 7 antagonist 4 skala degeri ve 1 antagonistte 5 skala degerinde yer
almistir. Benzer olarak 109 farkli bakteri izolati kullanilan ¢alismada da bu calismaya paralel
olarak etki gdstermistir.

Yapilan ¢aligmalar ve yaptiimiz ¢alisma sonucunda farkli bakteriyel hastaliklara kars
antagonistlerin etkinligi 6nemsenmeyecek kadar fazladir. Kimyasal miicadelenin bakirli ve bazi
fungisitlerle smirli oldugu bakteriyel hastaliklara karsi miicadelede antagonistlerin kullanim
oraninin arttig1 goriilmektedir. Yapilan bu calismada dnceki caligmalarla paralellik gostererek
ceviz bakteriyel yaniklik hastalik etmenine karsi biyolojik miicadelede yararli bakterilerin

kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

36



5.SONUCLAR VE ONERILER

Cevizlerde bakteriyel yanikliga sebep olan Xanthomonas arboricola pv. juglandis
onemli kalite ve kantite kayiplarina sebep olmaktadir. Ceviz iiretiminin iilkemizde artig
gostermesinden dolayr son yillarda bakteriyel yaniklikla miicadele konusu dikkat
¢cekmektedir. Bu amagla aday antagonistlerin hastaliga karsi etkinliginin belirlenmesine

yonelik yapilan tez ¢alismasinda timit vaat edici sonuglar elde edilmistir.

Tez kapsaminda Kiitahya iline bagli Domanig il¢esinde ceviz bahgelerine surveyler
yapilmis olup hastalikli ve saglikli ceviz yapraklarindan izolasyonlar yapilmigtir. Hastalikli
yapraklardan izole edilen izolatlarin patojenitesi yapilarak re-izolatlar elde edilmistir. Re-
izolatlara KOH ve LOPAT, oksidatif-fermantatif, nisasta hidrolizasyonu ile tani testleri
yapilarak ayrica Tween B ortaminda koloni gelisimine bakilarak Xanthomonas arbolicola pv.

juglandis olarak tanilanmustir.

Saglikli 6rneklerden elde edilen izolatlar tiitiin bitkisinde HR testine tabi tutulmus ve
test sonucunda 69 adet izolatin patojen olmadigma karar verilmistir. Namik Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Bakteriyoloji laboratuvarinda daha dnce
yapilan ve ¢esitli patojenlere karsi etkili sonuglar veren 40 adet aday antagonist bakteri
izolatida ceviz bakteriyel yaniklik etmeni Xanthomonas arbolicola pv. juglandis’ e karsi

denenmek tizere genglestirilmistir.

Toplamda 109 adet aday antagonist izolatin in vitro’ da Xanthomonas arboricola pv.
juglandis’e karst etkinliginin belirlenmesi i¢in ikili kiiltiir denemesi kurulmustur. Petri
kabinda aday antagonistlerin patojen gelisimini baskilamasi sonucunda olusan engelleme
alanlan Olclilmistiir. 38 adet antagonistin patojen Xanthomonas arbolicola pv. juglandis’ in
gelisimini tamamen baskiladigi, 42 adet antagonist izolatin ise 3,6-16 mm ¢apinda engelleme
alani olusturdugu ve geriye kalan 29 adet aday antagonistin patojen tizerinde higbir etkisinin

olmadig1 saptanmustir.

Bakteriyel hastaliklarla miicadelede kimyasal kullaniminin olmamasi ve antibiyotik
kullaniminin iilkemizde yasak olmasindan dolay1, bakteriyel hastaliklarla miicadelede
alternatif yontemlerin arastirilmasini gerekli kilmistir. Bu amagcla yapilan tez ¢alismasinda

bakteriyel yanikliga kars1 miicadelede aday antagonistlerin in vitro’ da patojenin gelisimini
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tamamen engelleyecek kadar etkili sonuglar verdigini ve antagonistlerin timit vaat eden
miicadele yontemi olabilecegini gostermistir. Etkili bulunan bu antagonistlerin in vivo da

etkileri arastirilarak antagonist izolatlarin tiirleri belirlenmelidir.
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7. TESEKKUR

Calismalarim siiresince yardimci olan ve bana “Ceviz Bakteriyel Yaniklik Hastalik
Etmeni Xanthomonas arboricola pv, juglandis’e Kars1 Antagonist Bakteriyel izolatlarin in
vitro Kosullarda Biyokontrol Etkinliklerinin Belirlenmesi” konulu Yiiksek Lisans Tezini

veren danisman hocam Sayin Prof. Dr. Mustafa MIRIK ’e ¢ok tesekkiir ederim.

Laboratuvar g¢alismalarim sirasinda bdliim olanaklarindan yararlanmami saglayan

Bitki Koruma Boliim Baskanligi’na tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢aligmalarim sirasinda ve yazim agamasinda bana destek veren Aras. Gor.

Cansu OKSEL’e ve Aras.Gor. Irem ALTIN’a ¢ok tesekkiir ederim.

Manevi destegiyle her zaman yanimda olan ve Yiiksek Lisansim boyunca beni motive

eden sevgili aileme sonsuz tesekkiirler.

8. 0ZGECMIS

42



1987 Yilinda Eskisehir’de dogdu. Ilk, orta ve lise 6grenimini Eskisehir’de tamamladh.
2004 Yilinda basladigi Trakya Universitesi Ziraat Miihendisligi Béliimii’nden 2009 yilinda
mezun oldu. 2013 yilinda Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’na bagli olarak Elazig’da
goreve bagladi. 2014 yilinda ayn1 bakanliga bagh olarak Kiitahya’da goreve basladi. 2015
yilinda Namik Kemal Universitesi Bitki Koruma Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisansa baslad.

Halen Kiitahya’da ¢aligmaya devam etmektedir.

9. EKLER
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EK 1: Xanhtomonas arboricola pv. juglandis Tamsi I¢in Kullanilan Besi Yerleri
Nutrient Agar (NA) Besi Yeri (Lelliot ve Stead ,1987)

Nutrient Agar 20.0¢g
Saf su 1000 ml
121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

<> Aday antagonistlerin Xanthomonas arboricola pv. juglandis’e karsi etkilerini
belirlemek i¢in kurulan ikili kiiltir denemelerinde de Nutrienth Agar (NA) besi yeri

kullanilmastir.

Nutrient BrothSivi Besi Yeri (Lelliot ve Stead ,1987)

Nutrient Broth 8¢
Saf Su 1000 ml
121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

SNA Besi Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)

Nutrient Agar 13.0g
Sukroz 50.0g
Saf Su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nisasta Besi Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)

Nutrient Agar 23.09g
Nisasta % 2
Saf Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Tween B Besi Yeri (McGuire ve ark. , 1986)
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Pepton 10.0g

KBr 10.0g
CaCL2. 0.25¢g
Borik Asit 0.30g
Agar 15.0¢
Distile Su 1000 ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir. Ortam 50 °C’ye kadar sogutularak igerisine asagidaki

kimyasallar ilave edilmistir.

Tween 80 10.0 ml
Cycloheximide 50.0 mg
Cephalexin 65.0 mg
5-flouracil 12.0 mg
Tobramycin 04 mg
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EK 2 :Aday Antagonistlerin izolasyonu I¢in Kullanilan Besi Yerleri

PSF Besi Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)

Proteose Pepton
Tryptone
K;HPO,
MgSO,7H,0
Agar

Saf Su

Gliserin

10.0¢g

10.0¢g

159

159

15.0 g (3.5 g her sise i¢in)
1000 ml

10 ml

pH 7.2’ye ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

NBRIB Besi Yeri (Nautiyal, 1999)

Glikoz
Caz(POy)2
NH,4SO,
MgSO.7H,0
KCL
MgCl,6H20
Saf Su

10.0¢g
54
01g
0259
0.2g¢g
50¢9
1000 ml

pH 7.0’a ayarlanmis ve 121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
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EK 3 : Patojen ve Aday Antagonistlerin +4 °C’de Saklanmas: i¢cin Kullamlan Yeast
Dekstroz Kalsiyum Karbonat (YDC) Agar Besi Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)

Yeast Extract 10.0g
Dextrose 20.0g
Calcium Carbonate 20.0g s
Agar 15.0g
Saf Su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
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