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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

EDIRNE’de CEViZ BAKTERIYEL YANIKLIK HASTALIGININ YAYGINLIGI ve
ETMENIN TANISI

Secil Hande AVCI

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiist

Bitki Koruma Anabilim Dali

Danigsman: Doc¢.Dr. Mustafa MIRIK

Ceviz (Juglans regia L.), besin degeri yiikksek meyvesi ve mobilya endiistrisinde
kullanilan agac1 dolayisiyla meyve tiirleri arasinda biiyiik énem tasir. Ulkemizde ceviz iiretimi
son zamanlarda onemli bir seviyede artis gostermistir. Bununla birlikte son yillarda Trakya
bolgesinde Xanthomonas arboricola pv. juglandis’ in neden oldugu ceviz bakteriyel hastaligi
epidemi yaptig1 goriilmiistiir. Bu ¢alismada bakteriizolasyonu ve tanis1 2014-2016 yillarinda
Edirne ili ceviz bahgelerinden toplanan hastalikli ceviz drneklerinden yapilmistir. Hastalik
belirtileri, yapraklarda su emmis lekeler, yaprak ve meyvede etrafi sari-yesil hale ile cevrili
ice ¢okiik, koyu kahverengi-siyah nekrotik lekelerdir. Yapilan arastirmalarda, hastaligin
yayginligi belirlenmistir. Survey sirasinda 62 adet hastalikla bulasik bitki 6rnegi toplanmis ve
laboratuvar calismalar1 sonucu bu orneklerden 104 adet ceviz bakteriyel yaniklik hastalig
izolat1 elde edilmistir. Ceviz bakteriyel yaniklik etmeni biyokimyasal, patojenite, morfolojik,
fizyolojik yontemlerle tanilanmistir. Yapilan calismalarda Edirne ilinde gezilen ceviz
bahgelerinden %28.65’inde hastaliga rastlanmis ve bu bahgelerde hastaligin yayginlik orani

%86 olarak belirlenmistir.

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

MSc. Thesis

PREVALANCE of BACTERIAL BLIGHT of WALNUT and IDENTIFICATION of
AGENT in EDIRNE

Secil Hande AVCI

Namik Kemal University
Graduate School of Natural andAppliedSciences

Department of Plant Protection

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa MIRIK

Walnut (Juglans regia L.), has great importance in agriculture due to its high nutritional value
and the usage in the furniture industry. Walnut production was increasing in significant level
in Turkey. Recently, severe incidence of walnut blight disease caused by Xanthomonas
arboricola pv. juglandis in walnut orchards in Trace region of Turkey. In this study, bacterial
isolation and identification from diseased walnut samples, obtained from walnut orchards in
Edirne, were made in 2014- 2016 growing seasons. Disease symptoms were characterized by
small water-soaked spots on the leaves turning with age into angular, sunken, deep-brown to
black necrotic lesions which were often surrounded by a yellow-green halo on leaves and
fruits. During the survey, prevalence of bacterial blight of walnut disease was determined.
Sixty two infected plant samples were collected during the survey studies. Hundred and four
bacterial isolates were obtained from diseased samples. Bacterial disease agent was identified
according to biochemical, pathogenicity, morphological, physiyological methods. The
prevalence of bacterial blight of walnut disease was determined as 86% and the incidence
ratio was 28.65% in all surveyed walnut fields.

KeyWords : Juglans regia, walnut, Xanthomonas arboricola pv. juglandis, bacterial walnut

blight, LOPAT.
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1.GIRIS

Bag bahge iirlinlerinin iiretim, tiiketim ve ticareti yoniinden onemli iilkeler arasinda yer
alan Tirkiye, ¢ok eski ve koklii bir meyvecilik kiiltiiriine sahip olup birgok meyve tiirii
yaninda cevizin de yetistirilebildigi uygun ekolojilere sahiptir. Ceviz agact uzun omiirliidiir;
gencglik devresindeki kuvvetli biiylime gilicii ve kuvvetli kokleri dolayisiyla yamaglarda
erozyona karsi ve yol kenart agaclandirmalarinda da kullanilir. Kurakliga ¢ok dayanikli ve

diger meyve tiirlerine nazaran hastalik ve zararlilara daha dayaniklidir (Olez ve Yiicel, 1974).

Ceviz (Juglans regia L.), botanikte Dicotiledoneac smifi Juglandales takimi,
Juglandaceae familyas1 ve Juglans cinsinde yer alir. Juglans cinsi icerisinde, giliniimiizde
ozellikleri belirlenen 18 tiirden en dnemlisi ve {istiin meyve kalitesi ile ceviz denildiginde ilk
akla gelen, Anadolu cevizi, Iran cevizi ve Ingiliz cevizi olarak da adlandirilan Juglans
regia’dir (Sen, 1986). Cevizin anavatani, bazilarina gore Iran’mn Ghilan bdlgesi, bazilarina
gore ise Cin’dir. Bunlara karsilik daha biiyiik bir cogunluk ise cevizin anavatani olarak ¢ok
daha genis bir alan1 gostermektedir. Bunu savunan gruba gore ceviz Karpat daglarindan
Tiirkiye, Irak, Iran, Afganistan, Giiney Rusya, Hindistan, Mangurya ve Kore'ye kadar uzanan

genis bir bolgenin dogal bitkisidir.

Diinyada ceviziiretimi cografik olarak farkli bolgelere yayilmis durumdadir. Cizelge
1.1.’de goruldigi gibi 2013 yili verilerine gore Tiirkiye ceviz yetistiriciliginde tiretim
bakimindan diinyada dordiincii sirada yer almaktadir (FAO 2015).

Cizelge 1.1 de’de goriildiigi gibi diinyada 2013 yili ceviz iiretimi 212.140ton olup bu
tiretimin yaklagik %6°s1 Tiirkiye’ de yetistirilmektedir.



Cizelge 1.1. Diinya Ceviz Uretimi (FAO 2015)(Ton)

Sira* Ulke 2010 2011 2012 2013

1 Cin 1.284.351 | 1.655.508 | 1.700.000 1.700.000

2 Iran 433.630 389.985 450.000 453.988

3 A.B.D. 457.221 418.212 425.820 420.000

4 Tiirkiye 178 142 183 240 203 212 212 140

5 Ukrayna | 87.400 112.600 96.900 115.800

6 Meksika | 76.627 96.476 110.605 106.945

7 Sili 32.500 37.500 38.000 42.668

8 Hindistan | 38.000 36.000 40.000 36.000

9 Fransa 31.737 38.314 36.476 33.716

10 Romanya | 34.359 35.073 30.546 31.764
Diinya 2.943.573 | 3.307.729 | 3.425.834 3.458.046

*2013 yil1 tiretim miktarlar1 g6z 6niine alinarak siralama yapilmistir.

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de 1992-2015 yillarinda ceviz agag sayisi ve iiretim miktari

Yillar Meyve Veren Aga¢ | Meyve Vermeyen Agag Uretim (Ton)
Sayisi(adet) Sayisi
(adet)
2010 5.441.000 3.643.000 178 142
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

Ulkemizde ceviz iiretimi son yillarda gerek agac sayis1 gerekse iiretim olarak siirekli
artis gostermektedir. Cizelge 1.2° de de goriildiigii gibi 2010 yilinda meyve veren agag sayisi
5.441.000 ve meyve vermeyen agac sayist 3.643.000adet iken 2015 yilinda meyve veren agag
sayist 7.596.000ve meyve vermeyen agag¢ sayisi ise 5.560.000 adet olmasi ililkemizde ceviz

tiretiminin her yil arttiginin bir gostergesi olmustur. Ayni sekilde iiretimde 2010 yilinda 178

142ton iiretilirken 2015 yilinda 190.000ton ceviz iiretimi gerceklesmistir (TUIK, 2015).
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Cizelge 1.3.” te de goriildiigii gibi il bazinda ceviz iiretiminde Bursa, Konya, Manisa
ilk siralarda yer almaktadir. Edirne ilindeki ceviz iretimi ise yillik 1.674 ton olarak
gerceklesmektedir (TUIK 2013).

Cizelge 1. 3. Tiirkiye’de 2013 yili verilerine gore il bazinda ceviz iiretimi

iller Toplam Meyvelik | Meyve Veren Agac Uretim (Ton)
Alam (Dekar) Sayisi
Bursa 21.466 177.525 6.863
Konya 9.000 145.243 5471
Manisa 33.304 144.302 3.513
Izmir 3.122 124.289 3.340
Isparta 6.243 85.235 3.156
Amasya 3.965 61.350 2.737
Edirne 21.691 82.733 1.674
Tekirdag 8.508 56.266 1.124

Ulkemizdeki ceviz iiretimini tehdit eden pek ¢ok bitki sorunlar1 vardir. Fitopatolojik
problemler arasinda antraknoz gibi fungal hastaliklari yaninda bakteriyel yaniklik
(Xanthomonas arboricola pv. juglandis) hastaligi hem iiriin kayiplarina hem de agag

olumlerine neden olmaktadir.

Patojen ilk kez 1901 yilindaKaliforniya® da Pierce tarafindan izole edilmis
vePseudomonas juglandis olarak isimlendirilmistir. Etmen daha sonralar1 Bacterium
juglandis, Phytomonas juglandis ve Xanthomonas juglandis olarak isimlendirilmistir. Etmen
giinlimiizde fitopatojen bakteri pathovarlarinin isimlendirildigi uluslararasi standartlara gore
Xanthomonas campestris pv. juglandis olarak isimlendirilmesi yapilmistir (Dye ve ark.,1980).
Vauterin ve ark (1995) filogenetik calismalar dogrultusunda patojenin Xanthomonas

arboricola pv. juglandis olarak isimlendirilmesini 6nermistir.

Hastalik etmeni Xanthomonas arboricola pv. juglandis, 0.4-0.7 x 0.7-1.8 um
boyutlarinda, Gram negatif, polar kamgili, cubuk bi¢imli ve aerobik, spor olusturmayan bir
bakteridir (Bradbury, 1986). Bakterinin gelismesi i¢in optimum sicaklik 28-32 °C iken,
maksimum 37°C ve minimum 5-7°C’ de gelisim gostermektedir. Katalaz pozitif olup,
karbonhidratlardan asit tiretmektedir. Koloniler mukoid olup, YDC agar iizerinde sar1 lekeli

koloniler olusmaktadir. Suda ¢6ziinmeyen sart renkli pigmentleri (Xanthomonadine)
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karakteristiktir. Secici besi yeri olarak modifiye Tween ortami onerilmektedir. (Lelliott ve
Stead 1987, Schaad ve ark. 2001).

Etmen, kisi enfekteli dormant gozlerde gecirmesinden dolayr hastalik her yil artis
gostermektedir. Uretim alaninda ilk enfeksiyonlar ilkbaharda bakterinin bu tomurcuklarda
cogalarak siirgiinlere ve meyvelere gecmesiyle olusur. Sekonder enfeksiyonlar ise etmenin
yagmur damlalari ile yayilmasiyla gerceklesir. Hastalik etmeni bir kez bitki dokusuna girince

10-15 giin igerisinde hastaligin tipik belirtileri olusur ve her zaman yayilma egilimindedir.

Patojen kis1 uyur gozlerde gegirmekte (Miller ve Bollen, 1946; Mulrean ve Schroth,
1982), yagmur sular1 ve yagmurlama sulamayla yayilip enfeksiyon yapmaktadir. ilkbaharda
tomurcuk ve siirgin gelisimi sirasinda, dormant gozlerin disinda bulunan Xanthomonas
arboricola pv. juglandis’ in gozlerin i¢ kisimlarinda ve gelismekte olan meyvelerde
enfeksiyona neden olmaktadir (Mulrean ve Schroth, 1982). Agaglar biitiin bliyiime mevsimi
boyunca bakteri enfeksiyonuna duyarlidir. Patojen, ¢igekler, siirgiin, yaprak, tomurcuk ve
meyveleri de enfekte etmektedir (Rudolph, 1932; Miller ve Bollen, 1946).Riizgarin
stiriikledigi yagmur damlalar1 gelismekte olan meyvelerde 6dnemli bir inokulum kaynagidir
(Stall ve ark 1993). Meyve enfeksiyonlar1 biiyiikk ekonomik kayiplara neden olmaktadir.
Meyveler kiiciikken enfeksiyona ugrarsa énemli miktarda meyve dokiimleri goriilmektedir

(Lang ve Evans, 2006).

Bakteriyel yaniklik etmeninin gelisimi bahar ddoneminde ¢evresel sartlara ¢ok baghdir.
Gilinlik nem orani1 ve nemlilik periyodu siiresince olusan sicaklik derecesinin birbiriyle
etkilesimi ¢ok Onemlidir. Cigeklenme sorast meyve olusumunu takiben 10 haftalik dénem
icerisinde hastalik gelisimi icin minumum 12-24 saat nem ve 15-25°C sicaklik gereklidir.
(Adaskaveg ve ark., 1994). Genellikle yeni meyve infeksiyonlar1 yaz doneminde goriilmez

(Radix ve ark., 1994).

Ceviz bakteriyel yanikligi hastali§i etmeninin neden oldugu ilk belirtiler yapraklarda
koyu yesil, saydam veya su emmis dairesel alanlar seklindedir. Bakteri yapragin parankima,
orta damar, yan damarlar, damarciklar ve yaprak sapi1 gibi biitlin dokularina saldirirlar.
Lezyonlar gelisip biiyiirken, lezyonun merkezi onu g¢evreleyen saydam veya su emmis
goriinimde bir halka ile ¢evrilidir. Bu halkanin genisligi hastaligin gelisimine gore
degismektedir. Ornegin gen¢ dokularda bu genislik bir mm’ den birkag mm’ye varan
bliyiikliiklerde olmaktadir. Patojen saglikli dokuda kolonizasyonunu durdurdugunda, bu halka

tamamen ortadan kalkabilir. Yaslanma ile lezyonlar daha derine ilerleyebilmekte ve yliksek



nem ve ayrismis hiicre igerigi ve/veya bakteri igeren su damlaciklarinin varliginda
lezyonlardan bakteriyel akinti (ooze) meydana gelebilmektedir. Lezyonlarmn boyutu ve
genigligi birkag mm’den meyve yiizey alaninin yarisimm kaplayacak biiyiikliikte

olabilmektedir.

Ceviz bakteriyel yaniklig1 diinya genelinde ceviz yetistiriciliginde ekonomik anlamda
iriin kaybina neden olan fitopatolojik bir sorundur. Hastalik basta Avustralya olmak iizere,
Yeni Zelanda, Kuzey ve Giiney Amerika, Cin, Rusya, Iran, Irak, Giiney Afrika, Arjantin ve
cevizin yetistirildigi birgok Avrupa llkesinde goriilmektedir (Sekil 1.1) (Bradbury 1986).
Hastaligin tilkemizdeki varligi konusunda baslangicta bilimsel bir kayit olmasa da Karadeniz
bolgesinde bu hastaligin belirtilerinin goriildiigii belirtilmistir (Karaca 1974). Ozellikle
Marmara bolgesinde kapama ceviz plantasyonlarinin oldugu alanlarda hastaligin oldukca

yikict oldugu gdzlenmistir (Ozaktan ve ark 2007).

Sekil 1.1. Ceviz bakteriyel yaniklig1 hastaliginin diinya haritasinda dagilimi

Meyve erken gelisme donemlerinde meyve ucu nekrozu Xanthomonas arboricola pv.
junglandis’in neden oldugu bakteriyel yaniklik hastaligi ile karistirilabilmektedir. Erken
ciceklenme veya ¢icek agma periyodunda cevizler bu patojenle enfekte oldugunda tipik
lezyonlar meyve ucunda veya ¢igek sapinda goriilmekte ve ilk gozle goriilebilen simptomlar
kiiciik su emmis, bir yone egimli dairesel lekeler seklindedir. Ceviz bakteriyel etmeni heniiz
olgunlagmamis meyvelerde dokiilmelere neden olmakta ve buda énemli iiriin kayiplarina yol
acmaktadir. Bu konuda yapilan ilk c¢alismalarda bazi arastiricilar apikal nekrozu ceviz

bakteriyel yanikliginda meydana gelen fizyolojik degisiklikler nedeniyle goriildiigiini



diisinmuslerdir(Garcin ve Duchesne, 2001). Oysaki; yapilan son aragtirmalar apikal nekroz
simptomlarinin bakteriyel yaniklik hastaligindan farkli oldugunu ortaya koymustur (Belisario
ve ark., 2002; Moragrega ve ark., 2008). Bu nedenle, apikal nekroz ve ceviz bakteriyel
yanikliginin ayirt edilebilmesi i¢in ceviz meyve gelisiminin erken donemlerinde i¢ ve dig
dokularda ayrintili incelemenin yapilmas: gerekmektedir. Arastirmacilar kahverengi apikal
nekroz (BAN) hastaliginda fusarrum tiirlerinin de yer aldigi karmagik bir hastalik olarak
degerlendirilmesi gerektigini One siirmiislerdir. Arastirmacilar yaptiklar1 c¢alismalarda
kahverengi apikal nekroz ile enfekteli ceviz meyvelerinden Fusarium tiirlerini yalniz veya
Alternaria spp. ve Colletotrichum spp. ile izole etmislerdir. Oysaki; Xanthomonas arboricola
pv. junglandis’in bu funguslarla bulasik olmadan tek basina izole edildigini bildirmislerdir.
(Arquero ve ark., 2005; Ozaktan ve ark., 2009; Belisario ve ark.,2002; Belisario ve ark., 2002)

Meyvelerin erken gelisim donemlerinde Xanthomonas arboricola pv. junglandis ile
karistirilan BAN i¢in iki senelik arazi caligsmalari yapilmistir. Yapilan bu arastirmalar
sonucunda, oOzellikle Haziran ayinda erken gelisim evrelerinde hastalik ‘Hovard’,
‘Rendede’,’Hartley’ cesitlerinde daha fazla goriilmiis ve bu ¢esitlerin hastaliga daha duyarl
oldugu saptanmisgtir. Fakat ayni1 ¢alisma sonucunda ‘Viva’ ve ‘Bilecik’ ¢esitlerinde hastalik
daha az goriilmiis ve bu ¢esitlerin hastaliga daha dayanikli oldugunu belirlemislerdir (Akat ve
ark., 2016).

Ceviz bakteriyel yaniklig1 hastaliginin etkiledigi ceviz bahgelerinde %50 nin {izerinde
iirtin kaybina neden oldugu bilinmektedir (Moragrega ve ark 2007). Patojen sadece Juglans

cinsine ait bitki tlirlerinde enfeksiyon yapmaktadir.

Ticari ¢esitlerin ¢gogunun hastaliga karst duyarlt oldugu saptanmistir (Woesre ve ark
1992, Aleta ve Ninot 1993). Ceviz bakteriyel yanikligina kars1 konuk¢u duyarliligi yalnizca
cesitler arasinda duyarlilik gostermekle kalmaz, ayni cesidin farkli organlarinn da etmene
kars1 farkli duyarlilik diizeyinde oldugu bilinmektedir (Mulrean ve Schroth 1982, Aleta ve ark
2001).

Birgok bakteriyel hastaliga karsi oOnerilen kimyasallarin basinda bakirli preparatlar
gelmektedir. Bakirli preparatlarla hastaligin miicadelesi miimkiin olsa da, etkililigi sinirlt
kalmaktadir (Gardan ve ark., 1993; Teviotdale ve Viveros, 1999). Hastalikla miicadele
amaciyla, ceviz plantasyonlarinda yogun bakir kullanimi bakira dayanikli bir Xanthomonas
arboricola pv. juglandis populasyonunun gelismesine neden olmustur (Gardan ve ark., 1993;

Lee ve ark., 1993). Bakira dayanikli Xanthomonas arboricola pv. juglandis izolatlar1 ilk



olarak Fransa ve Kuzey Kaliforniya da saptanmis (Gardan ve ark., 1993; Lee ve ark.,1993) ve
bakira tolerant Xanthomonas arboricola pv. juglandis izolatlar1 Avustralya bahgelerinden
aliman Orneklerde tespit edilmistir (Saravanan, 2007). Son yillarda ABD ve Avrupa
iilkelerinde bakira dayaniklilik sorunu hastalikla savasimi daha da gii¢ hale getirmistir.
Ayrica, yillardir yapilan yogun bakir uygulamalar1 toprakta da bakir birikimine neden olarak
cevre kirliligi de yaratmaktadir. Bu durumun bitkinin azotu metabolize etme yetenegini
azalttigi bilinmektedir (Radix ve ark., 1998). Uzun siire bakirli kimyasallarin kullanimi ile
toprak mikrobiyal aktivitesinde ve ceviz bahgelerinde verimde azalma goriildiigli saptanmistir

(Radix ve Seigle-Murandi, 1993).

Kazanilan bakir dayanikliligini kirmak amaciyla, biyolojik savas ve bazi zararsiz
kimyasallar alternatif uygulamalar olarak 6nem tasiyabilir. Bu hastaliga kars1 biyolojik savas
uygulamalar1 konusunda fazla bilgi bulunmamaktadir. Aktif organizmasi Streptomyces
lydicus WYEC 108 nolu izolat olan Actinovate AG biyolojik preparati cevizde bakteriyel
yaniklik etmenine karst kullanilmis ve %85’e kadar etkili bulunmustur (Anonymus 2016b).
Bu biyolojik preparat diisik dozda bakirli preparatlarla birlikte kullaniminin, bakirh

preparatlarin tek basina uygulanmasina gore daha etkili oldugu saptanmistir.

Bakteriyel etmen ile entegre miicadele kapsaminda son yillarda siirdiiriilebilir tarim
anlayisinin - gelismesiyle giivenli ya da zararsiz kimyasallar olarak nitelendirilen
prohexadione-calcium (Apogee) gibi biiylime regiilatorleriyle (Norelli ve Miller, 2004;
Spinelli ve ark., 2004) ve acibenzolar-S-methyl (Actigard, Bion) gibi sistemik kazanilmig
dayaniklilig1r uyaran kimyasal preparatlar ile umutvar sonuglarin alindig1 farkli arastiricilar

tarafindan rapor edilmistir (Spinelli ve ark., 2004; Bazzi ve ark., 2004).

Sert g¢ekirdekli ve sert kabuklu bitkilerde goriilen bakteriyel hastaliklarin 6nlenmesi
konusunda alinabilecek Onlemlerin baginda karantina uygulamalart ve eradikasyon
gelmektedir. Hastaliklarin erken uyari/tahmin programlariyla epidemi yapmadan Once
onlenmesi miimkiin olabilmektedir. Bu konuda, Kaliforniya iiniversitesinde epidemiyolojik
bir model olan Xanthocast erken uyar1 modeli gelistirilmistir. Sistem tamamen nemlilik orani,
stiresi ve sicaklik derecelerinin meteoroloji istasyonlarinda kaydedilerek, infeksiyon
olusumunun tahmin edilip, c¢ift¢iyi bakir tabanli uygulama yapmasini konusunda uyaran bir
modeldir. (Anonymus 2016c¢). Ayn1 zamanda Ceviz bakteriyel yanikligina karsi gelistirilen
erken uyari/tahmin programi yardimiyla azalan bakir uygulamalar1 yaparak dayanikliligin

kirilmasi da miimkiin olmustur (Ninot ve ark., 2002).



Bu tez kapsaminda Edirneili ceviz iiretim alanlarinda Xanthomonas arboricola pv.
juglandis’in neden oldugu ceviz bakteriyel yanikligi hastaliginin varligi ve hastaligin
yaygimligr ortaya konmustur. 2014-2016 yillarinda gergeklestirilen survey arastirmalari
sonucu 62 ayr1 hasta bitki 6rnegi toplanmis ve laboratuvar ¢alismalar1 sonucu bu 6rneklerden
104 adet izolat elde edilmistir. Izolatlarin patojenitesi, LOPAT (L: Levan olusumu, O:Oksidaz
reaksiyonu, P: Pektolitik aktivite, A: Arginin dehidrolaz, T: Titiinde asir1 duyarhilik
reaksiyonu), oksidatif-fermantatif, katalaz, jelatin hidrolizi ve nisasta hidrolizi testlerini igeren
klasik testlerle tanisi yapilarak bakteri izolatlarinin Xanthomonas arboricola pv.
juglandisoldugu tanilanmistir. Ayrica Edirne ilinde ceviz bakteriyel yanikligi hastaliginin

yayginlig1 ve gezilen bahgelerdeki bulasiklilik orani tespit edilmistir.

Calismalar sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda, iireticinin ceviz bakteriyel
yaniklik etmeni hakkinda bilgi kazanmasi, arazide hastaik teshisi yaparken ceviz antraknozu
(Gnomanialeptostyla) ile karistirilmasinin 6nlenmesi, kahverengi apikal ug nekrozu (BAN) ile
arasindaki farklarin ortaya konmasi amacglanmaktadir. Bu amaglar dogrultusunda; yapilacak
olacak dogru teshis ve dogru miicadele programiyla hastaligin siddetinin azalmasinin ve genis

alanlara yayillmasiin 6nlenebilecegi diisiiniilmektedir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Ceviz Bakteriyel Yanikhig1 Hastah@imin Yayginhgi

Richdard ve ark., (2003), 1999-2002 yillar1 arasinda etmenle miicadelede kullanilan
bakir uygulamalar1 ile hastaligin %23 oraninda goriildiigiinii, bakir tankina maneb
eklendiginde ise hastaligin %6.72 oraninda go6zlendigini belirtmislerdir. Hastaligin
kontroliinde bakir ve maneb karisiminin oldukga etkili oldugu vurgulanmistir. Hi¢ uygulama
gormemis alanlarda ise hastalik oranit %35 olarak saptanmistir. Hastaligin miicadelesinde
kullanilan erken uyar1 sistemi (Xanthocast) ile hem ekonomik olarak kazang saglandigi hem

de bakir/maneb uygulama sikliginin ceviz bahgelerinde azaltildig: belirtilmistir.

Giraud ve ark., (2010), Fransa’da onemli bir ceviz hastaligi olan ceviz bakteriyel
yanikligi hastaligir ile yaptiklart calismada giineybati Fransa’da etmenin populasyon
dinamiklerini hastalik bulunma oranlar1 farklilik gdsteren ceviz bahgelerinde 3 yil siiresinde
calismislardir. Hastalikla bulasik siirgiin, yaprak, cicek, polen ve meyveler Nisan aymin
basindan Agustos aymin sonuna kadar arazi calismalariyla toplanmistir. Laboratuar
calismalarinda elde edilen sonuglar neticesinde popiilasyon biiyiikliigii yillara gore 103-10°
cfu/g arasinda degistigi, tomurcuklanma sirasinda popiilasyon biiyiikliigi artarken
ciceklenmeden sonra populasyon biylikligliniin sabit kaldigi belirtmislerdir. Arazide
hastaligin bulunma oraminin bazi1 enfekteli bahgelerde daha az oldugu bazilarinda ise
hastaligin bulunma oranmin arttiZim1 gozlenlemislerdir. Bu artisin nedeninin bakteriyel

poplilasyon seviyesinden ziyade mikroklimatik kosullardan etkilendigi bildirilmistir.

Stefani (2010), diinya tizerinde farkli cografyalarda ceviz bakteriyel yaniklig1 hastaligi
epidemilerinin beklenmedik bir sekilde goriilmesinin nedenlerinin; bakteriyel izolatlarin farkli
patojeniteye sahip olmasi, bitki tiirler ve gesitleri arasindaki farkliliklar, sulama, giibreleme,
budama zamani ve siklig1 gibi yetistirme kosullari arasindaki farkliliklarin etkili olabilecegini

belirtmistir.

Lindow ve ark., (2014), Kalifornia’ da ceviz bakteriyel yaniklig1 hastaligimnin genis
alanlara yayilmasmi iklimsel dinamikleri géz Oniine alarak incelemislerdir. Siirglinlerdeki
Xanthomonas arboricola pv. junglandis populasyon yogunlugunun tomurcuklardan daha
fazla olmadig1 belirtmislerdir. Haziran aymnda hastalik bulunma oraninin artmasinin nedeni
uyur gozlerdeki Xanthomonas arboricola pv. junglandis’in populasyon biiyiikliigiiniin Mart

ayinda logoritmik olarak artiyor olmasi ile baglantili oldugunu bildirmislerdir. Inokulum



etkinligindeki bu linear artisin yillara gore degistigi fakat gdzlerin uyanmasini takiben yagmur

yagislariyla arttig1 tespit edilmistir.

Akat ve ark. (2016), X. arboricola pv. juglandis’ in BAN (Fusarium equiseti, F.
verticillioides, Alternaria alternata) fungal hastaligi ile meydana getirdigi karigik
enfeksiyonlarin tek tek % orani hesaplamislardir Ceviz bitkisinde Xanthomonas arboricola
pv. junglandis bir izolat hari¢ hepsi patojen bulunmustur. En viriilent Xanthomonas
arboricola pv. junglandis ve funguslar birlikte enfeksiyon meydana getirdiklerinde hastalik
yapma orani  %5-65 oraninda degismektedir. Bu c¢alismada Alternaria patojenik
bulunmamuistir. Fusarium verticilloides’in bir izolati patojenik bulunmustur. Xanthomonas
arboricola pv. junglandis ve F.equiseti birlikte enfeksiyon yaptiginda hastalik orani %88,
Xanthomonas arboricola pv. junglandis ve F.verticilloides birlikte enfeksiyon yaptiginda ise

hastalik oran1 %75 olarak saptanmustir.
2.2. Hastalik Etmeninin Tanisi

Patojen bakteri bu giine kadar farkli isimlerle anilmigtir. Hastalik etmeni ilk olarak
Pierce tarafindan 1901 yilinda Kaliforniya’da izole edilmis ve Pseudomonas juglandis olarak
isimlendirilmistir. Etmen daha sonralar1 Bacterium juglandis (Smith, 1905), Phytomonas
juglandis (Bergey ve ark. ,1930) ve Xanthomonas juglandis (Dowson, 1939) olarak farkli
isimler almistir. Etmen uzun yillar Xanthomonas campestris pv. juglandis (Dye ve ark., 1980)
olarak isimlendirilmistir fakat giinlimiizde Vauterin ve ark., (1996) filogenetik calismalar
dogrultusunda patojenin Xanthomonas arboricola pv. juglandis olarak isimlendirilmesini

Onermistir.

Bradbury (1986), ceviz bakteriyel yanikligi hastaliinin diinya genelinde ceviz
yetistiriciliginin 6nde gelen ve ekonomik anlamda {iriin kaybina neden olan fitopatolojik bir
sorun oldugunu ve hastaligin basta Avustralya olmak iizere, Yeni Zelanda, Kuzey ve Giiney
Amerika, Cin, Rusya, Iran, Irak, Giiney Afrika, Arjantin ve cevizin yetistirildigi bir¢ok iilkede
bulundugunu bildirmistir.

Vauterin  ve Swings (1997), onceleri bakterinin = siniflandirilmasinin - konukgu
spesifikligine dayali oldugu kabul edilirken, bu arastirmacilar fitopatojenik spesifikligin
siiflandirmada cins icerisinde ayiriminda etkili olmadigini ortaya koymuslardir. Toplam
genomik DNA benzerligine dayanarak, Xanthomonas cinsinde yer alan tiirleri 20 farkli tiir

olarak tekrar siniflandirilmistir.
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Scortichini ve ark., (2001), Juglans regla L’den elde edilen ve uluslararas: kiiltiir
kolleksiyonlarinda bulunan Xanthomonas arboricola pv. juglandis e ait 61 adet izolatin PCR,
Eric-PCR Rep-PRC ve BOX-PCR primerlerine gore PCR ¢alismalar1 yapmuslardir. Ayrica
bakira dayaniklilik, nisastay1 hidrolize etmesi ve patojenite testlerini de yaparak izolatlarin
tanilarin1 yapmustir. Molekdiler ¢alismalar sonucu elde ettigi polimorfizme gore yaptigi kiime
analizlerinde ii¢ temel gruba ayrildigimi saptamislardir. Ik grup igerisinde bulunan bakteri
izolatlar1 %85 oraninda genetik benzerlik gostermislerdir. Her bir grup izole edildikleri
cografik bolgelere gore iki alt gruba boliinmiistiir. Bir lilkeden elde edilen izolatlar arasinda
farkli genomik grup olusturduklart tespit edilmistir. Bu farkliliklarin Xanthomonas arboricola
pv. juglandis izolatlarinin ¢evresel kosullarin ve ceviz varyetelerinin farkli olmasi
durumundan kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. Testlenen biitiin izolatlarin patojen oldugu,

nisastay1 hidrolize ettigini belirlemislerdir.

Belisario ve ark., (2002), cevizde goriilen Xanthomonas arboricola pv. juglandis’in
bitkinin tim kisimlarini ve ¢igegi enfekte ettigini bildirmislerdir. Genel olarak koyu
kahverengi siyah nokta seklindeki lezyonlarin yeni ¢ikan taze yapraklarda, yaprak sapinda ve
meyve kabugunun apikal kisminda goriildiigiinii belirtmislerdir. Siddetli enfeksiyonlarda ¢ok

sayida ceviz meyvesinin olgunlasmadan dokiildiigiinii saptamislardir.

Ozaktan ve ark., (2007), .Hastaligin {ilkemizdeki varlig1 konusunda baslangigta bilimsel
bir kayit olmasa da Karadeniz bdlgesinde bu hastaligin belirtilerinin goriildiigi belirtilmistir
(Karaca, 1974). Marmara bdlgesinde kapama ceviz plantasyonlarinin oldugu alanlarda

hastaligin oldukca yikici oldugunu gézlemlemistir.

Barionovi ve Scortichini (2008)’ nin Italya’da yaptiklar1 calismada farkli cografik
bolgelerden izole edilen 34 adet Xanthomonas arboricola pv. juglandis ve 43 adet
Xanthomonas arboricola pv. pruni izolatlarinin gen dizilimlerinin izolatlar arasinda farkliligin
bulunup bulunmadigim test etmislerdir. izolatlarin genetik farkliliklar1 BOX-PCR ile ortaya
konmustur. iki pathovari temsilen integraz geni intl ve bunun yaninda bulunan ilvD geni
klonlanmis ve dizilimleri belirlenmistir. CLUSTALW algoritmast pek ¢ok Xanthomonas
arboricola pv. juglandis izolatlar1 ile Xanthomonas arboricola pv. pruni izolatlarinin olduk¢a
yakindan iligkili oldugunu gostermislerdir. Bunun yaninda Avustralya’dan elde edilen X.
arboricola. pv. juglandis izolatlar1 Xanthomonas hortorum pv. pelargonii ile oldukca
benzerlik gostermistir. BOX-PCR Xanthomonas arboricola pathovarlart arasinda bulunan

farkliliklarinin belirlenmesinde kullanilabilecegini belirlemislerdir.

11



Hajri ve ark., (2010), giineydogu ve gilineybati Fransa’daki 79 adet ceviz bahgesinde
arazi ¢aligmalar1 yapmiglardir. Biyokimyasal testler sonucunda hastalikli bitki 6rneklerinden
Xanthomonas arboricola’ ya ait 36 izolat, Brenneria nigrifluens’ e ait ise 32 izolat elde
edilmistir. Kanser yaralarinda bakteriyel akintiya neden olan etmenin Xanthomonas
arboricola oldugunu tespit etmislerdir. Xanthomonas arboricola’ ya ait 36 izolat ¢ogaltilmig
parca uzunluk polimorfizmi (AFLP) teknigi ile ¢calisilmistir. AFLP veri analizlerine dayanarak
elde edilen sonuglara gore, cevizde bakteriyel yaniklik hastaligina neden olan Xanthomonas

arboricola pathovarlarina yiiksek bir benzerlik derecesi gosterdigi bildirmislerdir.

Petkovsek ve ark., (2011), yaptiklar1 ¢alismada Xanthomonas arboricola pv. juglandis
ile enfeksiyondan sonra ceviz yesil kabugunun fenolik bilesiklerini incelemislerdir. Arastirma
saglikli ceviz meyvesi ve Xanthomonas arboricola pv. juglandis ile enfekteli meyveler
tizerinde yapilmistir. Denemeyi Cisco, Sampion, Fernette, Seiferdorfer cesitlerinde ile
Zdoleve Erjavec genotiplerinde yapmislardir. Ceviz yesil kabugundaki gallik asit, ¢
hidroksisinamik asit, katesin ve bes farkli kuersetin glikositlerinin icerik diizeyi kiitle
spektrometresi ile birlikte, yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLCMS) ile tespit
etmiglerdir. Yetistiricilik mevsimi boyunca, fenolik bilesiklerin igerigi azalmis ve bunun
analiz edilen gesitler ile meyvenin fizyolojik asamasiyla ile iliskili oldugunu belirlemislerdir.
Saglikli cevizlerde belirlenen 10 birikmis polifenol igeriginin ¢eside bagl oldugu ve arazide
ceviz bakteriyel yanikligi ile bu polifenol bilesiklerin igerigi arasinda zayif bir iligski oldugunu

bildirmislerdir.

Shami ve ark., (2013), bakteriyel yaniklik etmeni Xanthomonas arboricola pv.
Jjuglandisin Iran’1n orta, bati ve kuzey bélgelerinde cevizde verimi azalmasina neden olan ana
hastaliklardan biri oldugunu bildirmislerdir. Bu hastaligin Iran’da ilk olarak, Qazvin ve
Mazandaran’da goriildiigii ve daha sonra buradan kuzey, orta ve bati illerine yayildigini
belirtmislerdir. Bakteriyolojide geleneksel yontemlere gore elde edilen pathovarlar
saflastirilmig, ti¢ yillik ceviz fidam1 yapraklarinda ve ceviz meyvesinde patojenite testi
yapilmislardir. Sar1 renkli gelisen kolonilere yapilan biyokimyasal ve pathogenite testleri
sonucunda Xanthomonas arboricola pv. juglandis olarak tanilamiglardir. REP-PCR analizi

modelinin sonuglaria gore, pathovarlar benzerliklerine gore ii¢ gruba ayrilmigtir.

Kaluzna ve ark., (2014), bakteriyel yaniklik belirtileri gosteren ceviz yaprak ve
meyvelerini Polonya'nin alt1 farkli bolgesinden 6rnek toplamislardir. Koloni morfolojisi ile
Xanthomonas cinsine benzeyen 18 bakteri izolat1 agar ortamina izole edilmistir. Xanthomonas

cinsine 6zgii X1 ve X2 primerleri kullanilarak yapilan PCR ¢alimasinda izolatlarin tamaminin
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Xanthomonas cinsine ait oldugunu belirlemislerdir. Patojenite testlerinde kullanilan ham ceviz
meyvelerinde hastaligin tipik siyah nekrotik lezyonlara neden oldugu goriilmiistiir. Fenotipik
test sonuglar1 izolatlarin Xanthomonas arboricola pv. juglandis’ in 6zellikleri ile ayni
oldugunu gostermistir. Genetik analizler (PCR MP, ERIC-PCR, BOX-PCR ve MLSA) izole
edilen izolatlarla referans olarak kullanilan Xanthomonas arboricola pv. juglandis (CFBP
7179, Fransa) izolati arasinda benzerlikler oldugunu gostermislerdir. Fakat Portekiz’ den
getirilen 1-391 izolat1 ile Ingiltere’den getirilen LMG 746 izolatmn farkliliklar gosterdigini

belirlemislerdir.

Ivanovi¢ ve ark., (2015) Sirbistan'da Xanthomonas arboricola pv. juglandis
patovarlarinin genetik cesitliligini arastirmislardir. Sirbistan'da farkli cografik bolgelerinden
toplanan Xanthomonas arboricola pv. juglandis'e ait 59 izolatin molekiiler benzerliklerini
arastirmiglardir. Molekiiler analizler, farkli popiilasyonlara ait Xanthomonas arboricola pv.

juglandis izolatlar1 arasindaki 6nemli genetik ¢esitlilikleri bulundugunu belirlemislerdir.

Akat ve ark. (2016), X. arboricola pv. juglandis’ in fungal etmenler Fusarium equiseti,
F. verticillioides, Alternaria alternataile karisik enfeksiyonlar olusturmasiyla Kahverengi Oz
Nekrozu (BAN) olarak adlandirilan hastalifa Marmara ceviz bahgelerinde 2010-2011
yetistirme sezonunda yapilan arastirmalarda rastlamislardir. Ceviz agaglarinda meydana gelen
fungal enfeksiyonlara ikincil etmen olarak BAN hastaligi da dahil olunca enfeksiyon
belirtileri ve siddetinin de arttigin1 bildirmislerdir. Bu nedenle karisik enfeksiyonlarda daha
yikict sonuglar gozlemlemislerdir. Arazide yapilan gozlemler sonucunda yerel gesit olan
Bilecik’in BAN’ a daha dayanikli iken; Hartley ve Howerd ¢esitlerinin hastaliga en duyarl
cesitler oldugunu belirlemislerdir. Bu ¢alismanin sonucu bakir oksiklorit ve mancozeb’ in

BAN’a karsi en etkili kimyasal oldugunu ortaya koymuslardir.

2.3. Hastali@in Miicadelesi

Martins ve ark., (1994), Xanthomonas arboricola pv. juglandis’e karsi farkli kimyasal
uygulamalar1 denemislerdir. Kocide, Bordo bulamaci, Bordo bulamacitdemir siilfat, Bordo
bulamaci+Kasumin, Mart ayindan itibaren birer hafta araliklarla ceviz agaglara
uygulamiglar, Temmuz ve Eyliil aylarinda, hasattan sonra kuruyan meyvelerde hastalik siddeti
degerlerini kaydetmislerdir. Uygulamalar arasinda bir korelasyon bulunmamasina ragmen,
bakirli bilesenlerden Kocide’in diger uygulamalara gore daha etkili oldugu goézlenmistir.

Uygulamalar arasinda bu farkliligin, enfeksiyon sirasinda kimyasallarin aktivitelerinden ve
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patojenin inokulasyonundan sonra hastalik gelisiminin kontrol edilemez olmasindan

kaynaklandig1 vurgulanmaktadir.

Moragrega ve Montesinos (2002), yaptiklar1 bir ¢alismada bakir tiirevlerine alternatif
kimyasallar, antibakteriyel aktiviteye sahip yeni firiinler in vitro minimal engelleme
konsantrasyonlari ve in vivo hastalik siddeti verilerine gore degerlendirmiglerdir. Elde edilen
verilere gore in vivo galismalarda, sirastyla en etkili kimyasallarin streptomycin oldugu, bunu
bakir ve metalik iyonlarin kombinasyonunun, fosetyl-Al, bakir+mancozeb ve son olarak
bordo bulamacimin izledigini saptamislardir. Fosetly-Al’in bakir uygulamalarina alternatif ve
ya tamamlayict olabilecegi, in vitro antibakteriyel aktivitesinin olmadigi, konuk¢u savunma

sistemini aktive ettiginibelirtmiglerdir.

Belisario ve ark., (1997), ceviz fidanlarinin siirgiinlerine Xanthomonas arboricola pv.
juglandis stispansiyonu ile inokule etmislerdir. Franqyette ve Hartley yiiksek diizeyde tolerant
bulunurken, Payne, Serr ve Sorrento ¢esitleriise yiiksek diizeyde duyarli oldugunu

bildirmislerdir.

Soltani ve Aliabadi (2010), iran’ da endemik ceviz genotiplerinde hastalifa direng dogal
kaynaklari belirlemek i¢in yaptiklari ¢alismada, Hamedan bolgesinde farkli alanlardan
toplanan 16 ceviz genotip 6rnekleri, her bir genotip i¢in bes tekerriir olacak sekilde tesadiif
bloklarinda Xanthomonas arboricola pv. juglandis ile inokule etmislerdir. Iki yasindaki
fidanlara mayis ayinda 2x10° hiicre/ml bakteri slispansiyonu piskiirtiilmiistiir. Enfekteli
yapraklar inokulasyondan 28 ve 42 giin sonra, lezyonlarin say1, biiyiikliik, dagilimina gére 0
ille 5 siddet skalasi kullanilarak degerlendirilmistir. Yapilan veri analizleri sonucunda

genotipler arasinda farkliliklarin oldugunu belirlemislerdir.

Soltani ve Aliabadi (2013) yaptiklar1 ¢calismada, cesitli bitki ekstraktlar1 ve bitki ugucu
yaglarmim Xanthomonas arboricola pv. juglandis iizerindeki antibakteriyel etkisini in
vitrogalismalar ile arastirmiglardir. Arastirmacilar, bu bakterinin biyokontrolii i¢in dogal
bakterisit kaynaklarini1 arastirma amaciyla 24 adet tibbi bitkide ugucu yaglar1 ve sulu
ekstrelerinin Xanthomonas arboricola pv. juglandis tizerindeki antibakteriyel aktivitelerini in
vitro kosullarda incelemislerdir. Allium sativum, Daturea stramonium, Rosmarinus officinalis,
Peganum harmala, Ricinus communis, ve Mentha piperita tiirii bitkilerde sulu ekstreler ile
yapilan ¢aligmada onemli antibakteriyel etkiler oldugu saptanmistir. Bitki ugucu yaglarinda
ise bu etki en fazla Allium sativum, Daturea stramonium, Rosmarinus officinalis, Peganum

harmala, Ricinus communis, ve Mentha piperita bitkilerinde tespit etmislerdir.
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3.MATERYAL ve METOT

3. 1. MATERYAL

Karakteristik hastalik belirtisi gosteren ceviz bitki oOrneklerinden izole edilen
bakterilerin tanilanmasi ¢alismalarinda karsilastirma kiiltiirii olarak laboratuvarimizda daha
onceden izole edilmis ve tanist yapilmig Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Ceviz 3)
izolat1, Edirne ve ¢evresinden izole edilen Xanthomonas arboricola pv. juglandis izolatlari,
besi yerleri, ¢esitli kimyasallar, laboratuar malzemeleri, inkiibatdr, etiiv, otoklav, pH metre ve

spektrofotometre bu ¢aligmanin materyalini olusturmustur.
3.2. METOT
3.2.1. Edirne’de Hastahgin Yayginhginin Tespiti

Bu tez calismasinda, ceviz bakteriyel yanikligi hastaliginin yayginligi Edirne ilinde
yapilan survey c¢alismalari ile belirlenmistir. Edirne ili,Marmara Bolgesi'nin Trakya yakasinda
yer alan, doguda Kirklareli ve Tekirdag, giineyde Canakkale ve Ege Denizi, batida Evros
(Yunanistan) ve kuzeyde Haskdy (Bulgaristan) ile c¢evrilidir (Enlem:41.6781, boylam:
26.5594 41° 40" 41" Kuzey, 26° 33" 34" Dogu). Edirne ili soguk yani karasal bir iklime
sahiptir. Fakat bazi yillarda 1lik ve yagishi bazen de tamamiyle Karadeniz iklimi hiikiim
siirmektedir. Ilin y1llik sicaklik ortalamas1 13.5°C ve ortalama yillik yagis miktar: da 600 mm.
civarindadir. Yilda ortalama olarak 20 giin karla ortiiliidiir. 60 Giin kadarda donlu giin
goriiliir.Edirne’de cesitli tarim {irlinleri yetigir. Ovalar1 ¢ok bereketlidir. Tarla tarimi ¢ok
gelismistir. Edirne 53.074 hektar sulu ve 311.629 hektar kuru olmak iizere toplam 364.703
hektar tarla arazisine sahiptir. Bunun yaninda 2.678 hektar bag arazisi ve 7.748 hektar sebze

arazisi bulunmaktadir. Meyve yetistiriciligi yapilan arazi miktar1 ise oldukga diistiktiir.
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Sekil 3.1. Edirne ilinin Tiirkiye haritasindaki konumu

Arazi calismasi igin gidilecek bahgelerdeki agaclar Lazarov ve Grigorov (1961)
metoduna gore incelenmistir. Bu metoda gore 20 meyve agaci olan bahgenin %100°#, 21-70
meyve agaci olan bahgede 21-30 agag, 151-500 meyve agaci olan bahgede 41-80 agag, 501-
1000 meyve agaci olan bah¢ede agaglarin %15', 1000’den fazla meyve agaci olan bahgede
agaclarin %5’ 1 (en az 150 agag) kontrol edilmistir. Gezilen bdlgedeki bahge sayisina,
hastalikli bahce sayist oranlanarak hastaligin yoredeki yayginligi hesaplanmistir. Her
cevizbahgesi, ¢apraz olarak gezilerek hastalikli ve saglikli agaclarin sayilari tespit edilerek
basit ortalama metoduna gore bahgelerdeki hastaligin bulunma %’si hesaplanmigtir. Ayni
zamanda hasta agacglardaki hastalik siddeti ise hastalikli alanin uzunlugu bitki boyunun

tamamina oranlanarak hesaplanmaistir.

3.2.2. Hastalikh Bitki OrneklerininToplanmasi

Arazi caligmalarinda ziyaret edilen ceviz bahgelerinde bakteriyel yaniklik belirtileri
gosteren agaclar Oncelikle fotograflanarak ardindan siirglin ve yapraklarindan ornekler
alimmustir. Karakteristik olarak ceviz bakteriyel yanikliginin belirtilerini gosteren agaglarin dal
ve siirgiinleri simptomun bittigi kahverengi dokunun yaklagik 15 c¢m altindan ve 10 cm
tstiinden kesilerek alinmigtir (Sekil 3.2.). Bu oOrneklere etiketleme yapilarak gazetelere
sartlmis ve polietilen torbalara konulmustur. Polietilen torbalarin agizlar1 kapatilarak serin
yerde muhafaza edilmistir. Orek alinirken kullanilan makaslar her érnek alimindan sonra
%70’1ik alkol ile dezenfekte edilmistir. Laboratuvara getirilen 6rneklerden izolasyon yapilana

kadar buzdolabinda +4 °C’de saklanmistir




Sekil 3.2. Ceviz bakteriyel yaniklig1 hastalik belirtilerini gosteren siirgtin
3.2.3. Bakteriyel Yamikhk Etmeninin izolasyonu

Cevizde bakteriyel yaniklik belirtisi gosteren drneklerin hastalikli ve saglikli kisimlarini
iceren 0.5 cm’lik bitki parcalart %70’lik alkol veya %1°lik NaOClI ile yiizeyden dezenfekte
edilmistir. Parcalar steril havanda steril saline bufferda (%0.85 NaCl) homojenize edilmistir.
Elde edilen siispansiyon 20 dakika steril kabinde bekletilmistir. Ardindan bir 6ze dolusu
almarak King B (20 g Proteose peptone, 1.5g K,HPO,43H,0, 1.5¢g MgSO,7H,0, 10 ml
Glyscrol, 15 g agar, 1000 ml saf su, pH:7.2) ve YDCA (Yeast Extract 10.0g,Dextrose 20.0g,
Calcium Carbonate 20.0g, Agar 15.0g, Distile Su 1000ml) besi yerine ¢izgi ekim yontemi ile
cizilmistir. 25°C’de 48-72 saatlik inkiibasyondan sonra gelisen koloniler saflastirilmistir.
Gelecekteki calismalarda kullanilmak tizere egik olarak hazirlanmis olan YDCA ortamina
cizilmistir. Ardindan inkiibatérde gelistirilerek +4°C’de buzdolabma saklanmistir (Lelliott ve
Stead ,1987).

3.2.4. Patojen Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

King B besi yerinde gelistirilen 48 saatlik bolge izolatlar1 ve referans kiiltiir
spektrofotometrede 600 nm 0.3 olgiim degerine ayarlanarak siispansiyonlar hazirlanmistir.
Elde edilen siispansiyonlardan 1 ml alinarak igerisinde 9 ml steril su bulunan tiiplere
koyulmus ve bu islem 7 kez tekrarlanmistir. Her bir sulandirmadan igerisinde King B besi
yeri bulunan petrilere 100pl slispansiyon koyulmus ve bir baget yardimi ile besi yeri lizerine
yayilmistir. Her seyreltme igin ii¢ adet petri kullanilmistir. 25°C°de 48-72 saat inkiibasyondan
sonra petrilerde gelisen koloniler sayilarak ml’deki bakteri hiicre sayisi (koloni sayist x

ornegin seyreltme serisi x 10) hesaplanmistir (Klement ark., 1990).(Sekil 3.3.)
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Sekil 3.3.Bakteriyel siispansiyonlarin hazirlanmasi ve koloni sayimi(-4, -5, -6)
3.2.5.Patojenite Testi

Hastalikli ceviz dokularindan izole edilen bakteri izolatlarinin patojenitesi Lelliott ve
Stead, (1987)’nin bildirdigine gore yapraklara ve ham meyveye olmak tlizere 2 farkli
inokulasyon yontemi kullanilarak testlenmistir.  Patojenite testlerinin tamaminda
calismalarinda 10® hiicre/ml (Ag60:0.3) inokulum yogunlugu kullanilmistir. Patojenite
testlerinde pozitif kontrol olarak Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Ceviz 3) referans
kiltiirii, negatif kontrol olarak ise steril su kullanilmistir.

Hastalikli ceviz dokularindan izole edilen ve tani ¢alismasinda kullanilan 26 bakteri
izolat1 ve referans kiiltiir King B besi yerinde gelistirilen 48 saatlik bakteri izolatlarmim 7 x10°
hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonlart hazirlanmistir. Tutku fidanciliktan temin edilen
saglikli ceviz fidanlar1 (Chandler ¢esidi) ve Kesan’da Chandler gesidi ceviz yetistiriciligi
yapilan bahgelerden toplanan saglikli ham meyvelere inoluklasyon yapilmis ve 25 C ve %70
nem iceren kontrollii kosullarda muhafaza edilmistir. Pozitif kontrolle bulasik bitkilerde 8-
10gilin sonra gozle goriiliir simptomlar olusunca siirgiinlerden re-izolasyon yapilmistir. Ayni
islem inokulasyondan 2-3 giin sonra simptom gozlenen ham meyve denemeleri ic¢in de
uygulanmstir.

Yapraklara Piiskiirtme: Hastalikli ceviz siirgiin ve yapraklarindan elde edilen bakteri
izolatlar1 ve referans Kkiiltiiriin siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Ardindan saghikli ceviz
fidanlarinin yapraklaria Sekil 3.4 ‘de goriildiigi gibi bir el piirverizatorii yardimiyla basingl
bir sekilde piskiltirmistiir. Yiksek nem saglamak amaciyla islak polietilen torbalara
icerisine alinarak 24 saat siireyle nemli ortam saglanmigtir. Nem ¢emberinde 1 giin tutulan
bitkiler giinliik olarak simptom gelisimleri izlenmistir (Lelliott ve Stead, 1987). Daha sonra
inokulasyondan sonra 25°C ve 16 saat aydinlik 8 saat karanlik kosullara sahip iklim odalarina
koyularak hastalik belirtisinin ortaya ¢ikmasi igin beklenmistir. Inokulasyondan 15-20 giin
sonra yapraktaki tipik leke olusumuna goére hastalik var/yok olarak degerlendirilmis ve

izolatlarin patojen olup olmadigi belirlenmistir. Olusan lekelerden re-izolasyonlar yapilmistir.
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Sekil 3.4. Xanthomonas arboricola pv. juglandis’in yapraga piiskiirtiilmesi

Meyveye inokulasyon: Saglikli ceviz agaclarindan ham meyveler toplanmistir. Bu meyveler
patojenite testleri yapilana kadar buzdolabinda +4°C saklanmistir. Patojenite testinde her
izolat i¢in 3 adet saglikli ham ceviz meyvesi kullanilmistir. Meyveler kullanilmadan 6nce
%3’lik NAOCI igerisinde 3 dakika bekletilmis ve sonra 3 defa steril saf su igerisinden
gecirerek yilizeyden dezenfeksiyon yapilmistir. Dezenfekte edilen ceviz meyveleri igerisinde
kurutma kagidi bulunan petrilerin igerisine yerlestirilmistir. Sekil 3.3’de de gortldigi King B
besi yerinde 48 saat inkiibe edilmis bakteri izolasyonlarindan 6ze ucu ile koloniler alinarak
ham cevizlerin iizerine batirilarak bulastirilmistir. Alt kismina kurutma kagidi yerlestirilen
kutulara ham cevizler yerlestirilmeden Once kagitlar nemlendirilmistir. Ardindan bakteri
bulastirilan ham cevizler nemli kutulara yerlestirilerek iistleri stre¢ film ile hava almayacak
bir sekilde kapatilmistir. Bu kutular 25°C’deki inkiibatore konularak 48 saat bekletilmistir.
Inkiibasyondan sonra kahverengi lekeler gdzlemlenmis ve bu lekelerden re-izolasyonlar

yapilmistir (Van der Zwet, 1986; Klement ark., 1990 ) (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Ham ceviz meyvelerinin Xanthomonas arboricola pv. juglandis ile bulastirilmasi

3.2.6. Re-Izolasyon ve Re-izolatlarin Eldesi

Inokulasyon yapilan ceviz fidanlarinin yapraklarinda ve ham ceviz meyvelerinde
meydana gelen kahverengi lekeler incelemeye alinmistir. Lekeli olan yapraklar ve meyveler
almarak kahverengi kisimlarindan kiigiikk parcalar alinarak %70’lik alkol ile yiizeyden
dezenfeksiyon yapilmistir. Ardindan bu pargalar steril havanlara konulmustur. 2 ml steril
saline buffer eklenerek siispansiyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan havanlar etiketlenerek steril
kabin igerisinde 15-20 dakika bekletilmistir. Boylece bakteriler saline buffer siispansiyonuna
gecmesi saglanmistir. Ardindan King B besi yeri bulunan petrilere ii¢ ¢izgi ekim yontemiyle

stispansiyonlar ¢izilmistir (Janse 2006).

Izolasyon petrileri 25°C’de 48 saat inkiibatorde bekletilmistir. King B besi yerinde
gelisensar1 renkli bakteriler saflastirilmigtir. Simptom veren bitkilerden re-izolasyon sonucu
elde edilen re-izolatlar cam tiiplerde egik olarak hazirlanmis yeast destroz kalsiyum karbonat
agar (YDCA) besi yerine c¢izimleri yapilarak tani ¢aligmalar1 yapilmak iizere buzdolabina
kaldirilmigtir. Bu iglemler yapilarak KOCH postulatlarinin 5 basamagi adim adim adim

izlenmistir.
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3.2.7. Bakteri izolatlarinin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testlerle Tanisi

Arazi ¢calismalar1 sonucunda 62 hasta bitkiden izole edilen 104 izolat i¢cinden secilen 26
adet referans izolat ile re-izolat tani ¢alismalar1 yapilmistir. Cevizde bakteriyel yaniklik
etmeni Xanthomonas arboricola pv. junglandis ‘in tanilanmasinda; KOH ile gram reaksiyon
(Fahy ve Hayward, 1983), oksidatif-fermentatif gelisim (Sands, 1990 ), katalaz (Klement ve
ark., 1990), jelatin hidrolize (Klement ve ark., 1990, Schaad, 2001), nisasta hidralizasyon
testi, oksidaz reaksiyonu, TweenB ortaminda gelisme, nitrat reaksiyon testleri yapilarak elde
edilen bakteri izolatlarinin biyokimyasal 6zellikleri belirlenmigtir. Ayni kosullarda her bir test

3 kez tekrarlanmustir.

King B Besi Yerlerinde Koloni Gelisimi: Elde edilen re-izolatlar King B besi yerinde sar1

renkli mukoid koloni gelisimi gostermistir.

Levan Olusumu: Nutrient agar besi yerine %S5 oraninda sakkaroz (sukroz) eklenerek
hazirlanan Sukroz Nutrient Agar (SNA) besi yerine izolatlar ¢izildikten sonra, 25°C” de 3-4
giin inklibe edilmistir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler pozitif olarak

degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead 1987).

Arginin Dehidrolaz Aktivitesi: Xanthomonas arboricola pv. junglandis, izolatlar1 ve
referans izolatla yapilan arginin dehidrolaz testi sonucunda herhangi bir renk degisimi

goriilmemesinden dolayr negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.4).

Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyon:Potasyum hidroksitten taze
hazirlanan %3’liik soliisyondan lam tizerine bir damla damlatilmis ve Edirne ilinden elde
edilen izolatlarinin 48 saatlik kiiltiiriinden, sterilize yardimiyla soliisyona 5-10 saniye dairesel
hareketlerle karistirtlmis ve sonra 6ze ile yukar1 dogru yiikseltildiginde; vizkoz bir hal almis
ve 0.5-2 cm veya daha yiiksege iplik gibi uzuyorsa bu izolatlar gram negatif, uzama olmuyor
ve sulu bir sivi olmus ise bu izolatlar gram pozitif olarak degerlendirilmistir (Fahy ve
Hayward, 1983). Kontrol olarak Prof. Dr. Yesim AYSAN’dan alinan gram pozitif 6zellige

sahip Cmm 3a-r kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis kiiltiirii kullanilmigtr.

Oksidatif-Fermentatif Test: Mikroorganizmalarin karbonhidratlar1 ayristirmada oksidatif
veya fermentatif metabolik yolu kullanma durumlarmi 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,
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bir kisim bakterilerde de glikozu, oksijenin olmadig1 durumlarda da ayristirma yeteneklerine
sahiptirler. Bu reaksiyon anaerobik sartlarda gelisir ve hidrojen alicist olarak oksijenden bagka
diger substanslar kullanilir. Litrede 2 g pepton, 5 g NaCl, 0.3 g KH,PO,4 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 asilama yapilmistir. Her izolat igin
6 tiip kullanilmstir, bu tiiplerden tigiine 1 ml steril 1lik vaspar (bir 6l¢ii vaselin ii¢ 6l¢ii parafin
karistmi ) konarak yiizeyi kapatilarak diger iigiine hicbir ekleme yapilmamistir. 25°C 5-6
giinlik bir inkiibasyondan sonra ortam renginin sartya donmesi pozitif olarak

degerlendirilmistir (Sands, 1990 ).

Pektolitik Aktivite Testi: Patates yumrular1 oncelikle yiizeyden bir sterilizasyon islemi
yapilmilstir. Bu islemde patates yumrular1 6nce deterjanli suda fir¢alanarak yikamis ve daha
sonra %1’lik NaOCI’da 3 dak. bekletilmistir. Yumrulardaki NaOCI’yi uzaklastirmak i¢in 3
kez steril saf su ile durulanmistir. Bu islemden sonra steril bir bisturi ile kabuklar
soyulmustur. Steril filtre kagidi igeren petri i¢ine kabugu soyulmus bir cm kalinligindaki
patates dilimleri yerlestirilmis ve kurutma kagitlari steril saf su ile 1slatilmistir. Bir 6ze dolusu
bakteri kiiltiirii patates dilimi iizerine bulastirilmis ve 25°C’de iki giinliik bir inkiibasyondan
sonra degerlendirme yapilmustir. inokule edilen bdlgedeki yumusama pozitif olarak kabul
edilmistir. Pozitif kontrol olarak Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum
kullanilmigtir (Lelliot ve Stead, 1987).

Oksidaz Testi: YDC agar igeren besi yerine bakteriler ¢izilip, 24-48 saat inkiibe edilmistir.
Besi yerinde bakteriler gelistikten sonra kurutma kagidi {izerine %]1°lik N; N; N; N’ -
tetramethyl-p-phenylendiamine dihydrochloride soliisyonu damlatilarak, platin 6ze veya steril
kiirdan ile alinan bakteri, soliisyonun damlatildig: yere iyice siiriilmiistiir. Sonuclar; 10 saniye
sonra bakteri kitlesi maviye doniisiirse pozitif, 60 saniye sonra maviye doniisiirse ge¢ pozitif,
60 saniye sonra maviye renk olusumu gozlenmezse negatif olarak degerlendirilmistir
(Kovacs, 1956; Janse, 2006 ). Oksidaz pozitif 6zellikteki Pseudomonas cichorii kiltiiri

calismada kullanilmustir.

Katalaz Testi: Litrede 23g nutrient agar ile hazirlanan ortam 121°C’de 15 dakika otoklav
edildikten sonra petrilere dokiilmistiir. 36-48 saatlik ceviz bakteriyel yaniklik izolatlar1 ve

orijinal bakteri kiiltiirleri ile zigzag seklinde asilanan petriler 25°C’de 24 saat tutulduktan
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sonra iizerlerine 1ml %3’liik hidrojen peroksit dokiilmiistiir. Pozitif reaksiyonda birkag¢ saniye
icinde katalaz aktivitesi sonucu aciga ¢ikan oksijen kabarciklar1 gozle gorilmiistiir. Pozitif

kontrol olarak Xanthomonas vesicatoria (GSPB 224) kullanilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Tiitiinde Asir1 Duyarhhik Testi: Tiitiin (Nicotiana tabacum cv Samsun N) bitkisi yapraginin
alt yiizeyine damar aralarma ceviz bakteriyel yaniklik izolatlarmm 10° hiicre/ml
yogunlugundaki siispansiyonu bir enjektdr yardimi ile infiltre edilmistir. 24-48 saat sonra
inokule edilen alanlarda olusan nekrotik goriiniim pozitif olarak kabul edilmistir (Klement ve
Goodman, 1967). Pozitif kontrol olarak Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolati

kullanilmistir.

Jelatin hidrolizi: Jelatinin hidrolizasyonunu saptamak i¢in bir ¢ok besi yerleri gelistirilmistir.
Bunlardan basit olani tiiplerde uygulanmaktadir. Mikroorganizma kiiltiirline degdirilmis 6ze
ucu dik olarak jelatinli besi yerine daldirilir. Yeterince ekim yapildigindan emin olunmalidir.
Jelatin hidrolizi i¢in besi yeri 5 g pepton, 3 g beefextract ve 120 g jelatin icermektedir.
Karisim tartildiktan sonra, jelatinin erimesi i¢in 50 derecede su banyosuna konulmustur.
Tiiplere 5 ml konmus ve otoklavda 121°C’de sterilize edilmistir. Tiiplere bakteri asilandiktan
sonra 20°C’de 7-14 giin inkiibasyona birakilmistir. Kontrolden oncede 30 dakika kadar
+4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. +4°C’de buzdolabinda bekletildikten sonra; tiiplerdeki
jelatin akic1 halde ise pozitif, tliplerdeki jelatin kat1 halde ise negatif olarak degerlendirilmistir
(Klement vd. 1990, Schaad, 2001). Pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. syringae

ve negatif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. morspurunorum izolatlar1 kullanilmistir.

Nisasta Hidralizasyon Testi: Nisastanin hidrolizasyonu i¢in litrede 23gr nutrient agar iceren
besi yeri icerisine %2 oraninda eriyebilir nisasta ilave edilmistir. Bunun igin 10-20ml distile
suda eritilen nigasta 1sitilarak ¢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
tizerine lugol erigi (1g iyot ve 2g KI 300ml 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).
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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;10.0ml Tween 80, 50.0mg Cycloheximide, 65.0mg
Cephalexin, 12.0mg 5-flouracil, 0.4mg Tobramycin ilave edilmistir.) ¢izilen ceviz bakteriyel
yaniklif1 izolatlar1 ve orijinal bakteri kiiltiirleri 7-14 giin 25°C’de inkiibasyondan sonra
dairesel, tiimsek, beyaz kristalize bir alanla c¢evrili sar1 koloni gelisimine gore

degerlendirilmistir (McGuire ve ark., 1986).
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1.Ceviz Bakteriyel Yamkhik Hastahgnin Yaygimnhgi

Bu arastrmada ceviz bakteriyel yaniklik hastali§i etmenin yayginliginin belirlenmesi
Edirne ili ve ilgeleri i¢in ilk arastirma olmasi yoniinden 6nem kazanmaktadir. Arazide yapilan
surveylerde her ne kadar hastalik oranlar1 diisiik bulunsa da varligi tespit edilen hastaligin

uygun kosullar altinda ekonomik anlamda zarara neden olmasi s6z konusudur.

Edirne ilinde hastaligm yayginhig: il merkezinde %11.3, Kesan’da %42.3, Ipsala’da
%23.07, Uzunkoprii’de %19.2, Havsa’da %3.84 olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1.).
Arastirmada ceviz bakteriyel yanikligi bazi koylerde daha ¢ok goriiliirken, bazi kdylerde ise
hi¢ goriilmedigi ortaya cikmistir. Yapilan gozlem ve calismalar sonucunda hastaligin
yayginliginda goriilen farkliligin bahgenin tesis asamasinda temin edilen ceviz fidanlarinin

hastalikla bulasik olmasindan kaynaklandig1 gézlenmistir.

Bu arastirmada ildeki ciftcilerin ceviz bakteriyel yaniklik hastali§ini tanimadiklari,
zaman zaman antraknoz gibi fungal hastaliklarla karistirdiklar1 ve bu nedenle hastaliga karsi
bilingsizce miicalede yaptiklar1 tespit edilmistir. Bakteriyel hastaliklara karsi etkili bir

miicadele yapabilmek i¢in dncelikle hastalik etmeninin dogru teshis edilmesi gerekmektedir.

Cizelge 4.1. Edirne ili ceviz bahgelerindeki hastalik yayginligi, oran1 ve siddeti

Mevkiler Hastahgin Hastalhik bulunma Hastalk siddeti (%)
yaygihgi (%) orani (%)

Merkez 11.3 8.57 17.6

Kesan 42.3 13.58 26.19

Ipsala 23.07 13.04 18.75
Uzunkoprii 19.2 1.17 8.77

Havsa 3.84 9.09 125
Ortalama 21.328 9.09 16.762
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4.2. Hasta Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Edirne ilinin Merkez, Kesan, Ipsala, Uzunk&prii ve Havsa ilcelerinin ceviz iiretim
alanlar1  2015-2016 yillarinda Mayis-Temmuz aylarinda haftalik olarak ziyaretler
yapilmistir.Edirne il ve ilgelerinde gezilen 16 farkli ceviz bahgesinden 62 adet hastalikli bitki
ornegi toplanmistir. Arazi ¢alismalari esnasinda ziyaret edilen ceviz bahgelerinde karakteristik
hastaligin ilk belirtileri olan yapraklarda koyu yesil, saydam veya su emmis dairesel alanlar
sekilnde ortaya ¢ikmaktadir. Yaprak yiizeyinde damarlala sinirli 2-3 mm boyutunda koseli
lekeler¢evre kosullart uygun oldugu zaman birleserek biiyiik lekelere ve yaprak
deformasyonlarina neden olmaktadir. Meyvelerdeki belirtileri ise erken enfeksiyonlarda
meyve dokiimleri gozlenmistir. Geg¢ donemlerdeki enfeksiyonlarda ise meyve yesil
kabugunda siyah lekeler seklinde baglamis zamanla i¢ kisma dogru ilerlemis ve ¢iiriimelere
neden olmustur. Cizelge 4.2.°de de goriildiigii tizere Edirne’nin ilgelerinden merkezden,
Kesan’dan, Ipsala’dan, Uzunkoprii’denve Havsa’dan toplam 62 adet hastalikli bitki drnegi

toplanmistir.
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Cizelge 4.2. Edirne ili ve ilgelerinde bulunan ceviz bahgelerinden toplanan 6rnek sayilari

Tige Koy Gezilen Ceviz Toplam Toplanan Ornek
Bahcesi Sayisi Uretim Sayisi
Alani(da)

Merkez Merkez 6 7.5 5
Kesan Yayla 8 35 5
Kesan Karahisar 3 1 1
Kesan Kiligkdy 5 1 2
Kesan Erikli 6 2 3
Kesan Merkez 5 9 5
Uzunkoprii Altinyazi 3 1 1
Uznk6prii Balabankdy 1 2.5 2
Uzunkoprii Balabankoru 1 1 1
Uzunkoprii Kurtbey 2 1 1
Uzunkoprii Karaagackdy 1 25 20
Ipsala Ibriktepe 5 1.5 4
Ipsala Hacikdy 2 1 2
Ipsala Saricaali 2 1 1
Ipsala Merkez 3 3 5
Havsa Merkez 2 1 4
TOPLAM 16 55 60 62

Cizelge 4. 2°de de goriildiigi gibi Edirne ilinden elde edilen 104 adet Xanthomonas
arboricola pv. junglandisizolatmin %11.53’ii Merkez, %42.3* i Kesan, %23.07’ si Ipsala,
%19.2” si Uzunkoprii’den ve %3.84°1 ise Havsa’dan elde edilmistir.

Arazi ¢alismalarinda ziyaret edilen bahgelerde hastaligin bulunma oran1 %9.09 olarak
belirlenmigtir. Edirne ili mevkilerine gore bahgelerde hastaligin bulunma oranlar1 ise
Merkez’de %8.57, Kesan’da %13.58, Ipsala’da %13.04, Uzunképrii’de %1.17 ve Havsa’da
%9.09 olarak saptanmistir. Hastalik siddeti gezilen bahgelere gore degisiklik gostermekle
birlikte %9-14 arasinda degisen oranlarda belirlenmistir (Cizelge 4.3.)
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Cizelge 4.3. Edirne ili ve ilgelerinde surveylenen ceviz bahgeleri, toplanan drnek sayisi ve

izolat isimleri

BAHCE NO. ILCE KOY TOPLANAN ORNEK IZOLAT isMi
SAYISI

1 UZUNKOPRU ALTINYAZI 1 ALTINYAZI 1
2 UZUNKOPRU ALTINYAZI 1 ALTINYAZI 2
3 UZUNKOPRU BALABANKOY 2 BALABAN C4-1
4 UZUNKOPRU BALABANKOY 2 BALABAN C4-2
5 UZUNKOPRU KURTBEY 1 -
6 UZUNKOPRU BALABANKORU 1 -
7 UZUNKOPRU KARAAGAC 20 KARAAGAC 1
8 KESAN MERKEZ 5 KESAN C1-1
9 KESAN MERKEZ 5 KESAN C1-2
10 KESAN MERKEZ 5 KESAN C1-3
11 KESAN MERKEZ 5 KESAN HANDE-YENI
12 KESAN YAYLA 5 YAYLA Cyaprak
13 KESAN ERIKLI 3 ERIKLI C5-1
14 KESAN ERIKLI 3 ERIKLI C5-2
15 KESAN KARAHISAR 1 KARAHISARC7-1
16 KESAN KARAHISAR 1 KARAHISAR C7-2
17 KESAN KILICKOY 2 KILICKOY C2-1
18 KESAN KILICKOY 2 KILICKOY C2-2
19 IPSALA MERKEZ 5 IPSALA C6-1
20 IPSALA MERKEZ 5 IPSALA C6-2
21 iPSALA MERKEZ 5 IPSALA C6-3
22 iPSALA SARICAALI 1 SARICAALI C3-1
23 IPSALA HACIKOY 2 HACIKOY
24 IPSALA IBRIKTEPE 4 IBRIKTEPE 1
25 HAVSA MERKEZ 4 HAVSA C8-4
26 EDIRNE MERKEZ 5 EDIRNE C8-1
27 EDIRNE MERKEZ 5 EDIRNE C8-2
28 EDIRNE MERKEZ 5 EDIRNE C8-3
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4.3 Bakteriyel Yamklk Etmeninin izolasyonu

Edirne ili ve ilgelerindeceviz bakteriyel yaniklik belirtisi gosteren 62 adet bitki
orneginin hastalikli ve saglikli doku kisimlarini iceren parcalardan King B besi yerine yapilan
izolasyonlarda 2-3 giin i¢inde sar1 renkte (Sekil 4.1)kolonilerden 104 adet bakteri izolati elde
edilmistir. Bu izolatlar YDCA besi yerine ¢izimleri yapilarak tani caligmalari yapilmak

lizerebuzdolabinda saklanmuistir.

Sekil 4.1. King B besi yerinde Xanthomonas arboricola pv. junglandis gelisimi
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Cizelge 4.4.Tan1 ¢alismalari igin segilen ceviz izolatlar

IZOLE EDILDIKLERI YER IZOLATLARIN KOD ADLARI
UZUNKOPRU-ALTINYAZI KOYU ALTINYAZI 1

UZUNKOPRU-ALTINYAZI KOYU ALTINYAZI 2

UZUNKOPRU- BALABANKOY BALABAN 1

UZUNKOPRU- BALABANKOY BALABAN 2

UZUNKOPRU-KARAAGAC KOY KARAAGAC 1

KESAN-YAYLA YAYLA C yaprak

KESAN-ERIKLI ERIKLI C5-1

KESAN-ERIKLI ERIKLI C5-2

KESAN-KARAHISAR

KARAHISAR C7-1

KESAN-KARAHISAR

KARAHISAR C7-2

KESAN-KILICKOY

KILICKOY C2-1

KESAN-KILICKOY

KILICKOY C2-2

KESAN-MERKEZ KESAN Cl1-1
KESAN-MERKEZ KESAN C1-2
KESAN-MERKEZ KESAN C1-3

KESAN-MERKEZ

KESAN HANDE- YENI

EDIRNE-MERKEZ EDIRNE C8-1
EDIRNE-MERKEZ EDIRNE C8-2
EDIRNE-MERKEZ EDIRNE C8-3
HAVSA-MERKEZ HAVSA C8-4
IPSALA MERKEZ IPSALA C6-1
[PSALA MERKEZ IPSALA C6-2
IPSALA MERKEZ IPSALA C6-3

IPSALA-SARICAALI

SARICAALI C3-1

IPSALA-HACIKOY

HACIKOY 1

IPSALA-IBRIKTEPE

IBRIKTEPE 1
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4.4. Patojen Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

King B besi yerinde gelistirilen 48 saatlik izolatlar spektrofotometrede 600 nm
absorbans degeri 0.3 Ol¢lim degerine ayarlanarak siispansiyonun 7 X 10°

hiicre/mlyogunlugunda hesaplanmistir. (Klement ve ark. 1990).

4.5. Patojenite testi, Re-izolasyon ve Re-izolatlarin Eldesi

Secilen 26 adet bolge izolatinin tiimii ile patojenite testi yapilmisir. 26 adet bolge izolatt
ve referans kiiltiir ile yapilan patojenite testlerinde tiim izolatlar inokulasyondan sonra 8-10
giin igerisinde siirglinlerde (Sekil4.2) yaniklia neden olmustur. Saglikli ham ceviz
meyvelerinde yapilan inokulasyonlarda ise 2-4 giin sonra ceviz meyvelerinde kahverengi-
siyah lekeler gozlenmistir (Sekil 4.2). Negatif kontrol olarak steril su ile yapilan ¢igek, siirgiin
ve meyve inokulasyonlarinda ise herhangi bir belirti gézlenmemistir. Simptom veren
bitkilerde ve ham ceviz meyvelerinden yapilan re-izolasyonlarda izolatlar tekrar elde

edilmistir.

Sekil 4.2. Patojenite testi sonucu yapraklarda ve ham meyvelerde olusan hastalik belirtisi

Patojenite testlerinin sonuglar1 hastalig1 tipik belirtilerinin saglikli fidanlarda ve ham
meyvelerde goriilmesine gore degerlendirilmistir. Patojenite testi igin kullanilan 26 adet
secilen bolge izolati ceviz fidam1 ve ham meyvelerde referans kiiltiir ile aymi belirtileri

olusturdugundan dolay1 patojenite testi pozitif olarak degerlendirilmistir.
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4. 6. Bakteri Izolatlarinin Morfolojik, Fizyolojik ve Biyokimyasal Testlerle Tanisi

King B Besi Yerlerinde Koloni Gelisimi; Elde edilen re-izolatlar King B besi yerindesar1

renkli koloni gelisimi gostermistir.

Levan Olusumu: Nutrient agar besi yerine %S5 oraninda sakkaroz (sukroz) eklenerek
hazirlanan Sukroz Nutrient Agar (SNA) besi yerine izolatlar ¢izildikten sonra, 25°C” de 3-4
gin inkiibe edilmistir. Kalin, beyaz, konveks, mukoid koloniler pozitif olarak
degerlendirilmistir (Lelliott ve Stead 1987). Inkiibasyon sonucunda sari renkli koloniler

olugmasindan dolay1 levan olusumu negatif olarak degerlendirilmistir.

Potasyum Hidroksit Testi (KOH) ile Gram Reaksiyon Testi: Xanthomonas arboricola pv.
junglandisre-izolatlar1 ve referans izolatla yapilan KOH testi sonucunda 6zeye yapisarak
viskoz bir yap1 olusturmasindan dolayr gram negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5,
Sekil 4.3.). Karsilastirma kiiltiiri olarak kullanilan Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis’de ise siimiiksii bir yap1 gézlenmemis olmasindan dolay1 gram pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 4.3. KOH testi gram negatif reaksiyon
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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 tigline higbir ekleme yapilmamistir. 25°C’de 5-6
giinliik bir inkiibasyondan sonra ortam renginin sartya donmesi pozitif olarak degerlendirilir

(Cizelge 4.5).

Xanthomonas arboricola pv. junglandis izolatlariyla yapilan oksidatif-fermantatif test
sonuclarinda vasparlt tiiplerde sar1 renk olusumu goriilmemistir. Bu nedenle oksidatif-
fermantatif test sonucu negatif olarak degerlendirilmistir. Bunun sebebi ise Xantohomonas
arboricola pv. junglandis’in aerobik bir bakteri olmasidir. Kisacasi vaspar ile hava temasi
kesilen tiiplerde ceviz bakteriyel yaniklik etmeni gelisim yapamadigindan karbonhidrat

ayrigsmasi gergeklesmemistir.

Pektolitik Aktivite Testi: Xanthomonas arboricola pv. junglandis re-izolatlar1 ve referans
izolatlarin tamami patates dilimlerinde pektolitik enzim iiretmedigi ve dolayisiyla patates
dilimlerinde herhangi bir ¢iiriime goriilmemistir (Cizelge 4.5). izolatlarin patatesteki
pektolitik aktivitesi negatif olup, pozitif kontrol olarak kullandigimiz referans izolat
Pectobacterium caratovorum c¢alismada patates dilimlerini ¢iiriitmiis ve pozitif olarak
degerlendirilmistir (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. Pektolitik Aktivite Testi sonucu ¢iirlime goriilmemistir.
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Oksidaz Testi: Re-izolatlar ve referans kiiltiir oksidaz testi i¢in kurutma kagidi tizerine
%1°lik tetramethyl-p-phenylendiamine dihydrochloride soliisyonu emdirilmis filtre kagidina
Oze ile alinan bakteri izolatlar1 zigzaglar sekilinde ¢izimler sonucunda renk degisimi
goriilmemesinden dolay1 oksidaz negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5, Sekil
4.5).0ksidaz pozitif 6zellikteki Pseudomonas cichorii kiiltiirii ¢aligmada kullanilmistir ve mor

renkte bir degisime neden olmustur.

Sekil 4.5. Oksidaz pozitif-negatifreaksiyon

Arginin Dehidrolaz Aktivitesi: Xanthomonas arboricola pv. junglandis ,izolatlar1 ve
referans izolatla yapilan arginin dehidrolaz testi sonucunda herhangi bir renk degisimi

goriilmemesinden dolay1 negatif olarak degerlendirilmistir(Cizelge 4.5).

Katalaz Testi: Besi yerine asilama yapildiktan 24 saat sonra %3’liikk H,O, dokiildiigiinde
birka¢ saniye icersinde gaz kabarciklar1 gosteren orijinal kiiltliir ve bolge izolatlar1 pozitif

olarak kabul edilmistir (Cizelge 4.5).

Tiitiinde Asir1 Duyarhlik Testi: Inokulasyondan 24-36 saat sonra Xanthomonas arboricola
pv. junglandis izolatlarin tiimii ve referans kiiltiir tiitin yapraklarinda tipik asirt duyarlilik

reaksiyonuna neden olmustur (Cizelge 4.5, Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Xanthomonas arboricola pv. junglandis test izolatinin tiitiin yapraginda

olusturdugu asir1 duyarlilik simptomu

Jelatin hidrolizi: Xanthomonas arboricola pv. junglandis re-izolatlar1 ve referans izolat
tiiplere asilandiktan sonra 20°C’de 7—14 giin inkiibasyona birakilmistir ve tiiplerdeki jelatinin
akict hale gelmesi pozitif olarak degerlendirilmistir. 14. giin sonunda degerlendirilen
Xanthomonas arboricola pv. junglandis izolatlarmin tiimiinde jelatin hidrolizi test sonucu

akiskanlik gozlemlendi ve sonug pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.5. Sekil 4.7.).

Sekil 4.7. Jelatin testi pozitif sonucu
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Nisasta Hidralizasyon Testi:Nisasta besi yerine ¢izilen ceviz bakteriyel yaniklik izolatlar1 ve
referans kiiltlirler 7-14 giinliik inkiibasyon sonunda iizerine lugol erigi dokiildiigiinde koloni
cevresinde referans kiiltiirde belirgin parlak bir alan gbézlenirken bolge izolatlarinda bu alan
zayif olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5, Sekil 4.8). Bolge izolatlar1 nisastayr hidrolize
ettiklerinden pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4.8. Nisasta Hidralizasyon Testi Sonucu

Tween B ortaminda Koloni Gelisimi: Bolgeden izole edilen Xanthomonas arboricola pv.
junglandis izolatlar1 ve orijinal kiiltiirler Tween B besi yerinde yuvarlak, sar1 tiimsek ve

cevresinde temiz haleli koloniler gelistirmistir (Cizelge 4.4, Sekil 4.9).
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Cizelge 4.5. Bakteri izolatlarinin test sonuglari

izolat Adx

Gram

Reaksiyon

Oksidatif-
Fermantatif

reaksiyon

TWEEN
ORTAM

ALTINYAZI1

ALTINYAZI2

[BRIKTEPE 1

HACIKOY

KESAN Cl1-1

KESAN C1-2

KESAN C1-3

KILICKOY C2-1

KILICKOY C2-2

SARICAALI C3-1

BALABAN C4-1

BALABAN C4-2

ERIKLI C5-1

ERIKLI C5-2

IPSALA C6-1

IPSALA C6-2

IPSALA C6-3

KARAHISAR C7-1

KARAHISAR C7-2

EDIRNE C8-1

EDIRNE C8-2

EDIRNE C8-3

HAVSA C8-4

YAYLA CYAPRAK

HANDE YENI

KARAAGAC 1

*L: Levan olusumu, O: Oksidaz reaksiyonu, P: Pektolitik aktivite, A: Arginin dehidrolaz, T:

Tiitiinda asir1 duyarlilik reaksiyonu, G: Jelatin hidrolizi, N: Nisasta hidrolizi
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5. SONUC ve ONERILER

Ulkemizde ceviz yetistiriciligi her gecen giin artmaktadir. Ulkemiz sert cekirdekli
meyve iiretimi agisindan onemli bir potansiyele sahiptir. Uretimin her gegen giin arttig1 bir
sektoriin hastaliklar yoniinden en az zararlanmasini saglayacak, yeni yontem ve tekniklerin
uygulanmasina zemin hazirlayacak caligmalart yapmak bizim birinci gorevimizdir. Bu
diisiinceden hareketle, bu calismada Edirne ili ve cevresindeki ceviz agaclarinda cevizde
bakteriyel yaniklik etmeni Xanthomonas arboricola pv. junglandis ‘in tanisi yapilmis ve bu

hastaligin bolgedeki ceviz agaclarindaki yayginligi belirlenmistir.

Edirne ilinin 4 farkli ilcesinin (Kesan, ipsala, Uzunkoprii, Havsa ) 12 farkli kdyiinden
(Kiligkdy, Erikli, Yayla, Karahisar, Hacikdy, Saricaali, Karaagac, Ibriktepe, Kurtbey,
Balabankoy, Balabankoru, Altinyazi) ve 16 farkli ceviz bahgesinden 62 adet hastalikli bitki
ornegi toplanmistir. Elde edilen 104 izolat yapilan biyokimyasal testler (KOH ile gram
reaksiyonu belirleme,  oksidatif-fermentatif gelisim, katalaz, jelatin hidrolize, nisasta
hidralizasyon testi, oksidaz reaksiyonu, tween ortamu, nitrat reaksiyon testi, arginin dehidrolaz
aktivitesi, levan  olusumu), fizyolojik, = morfolojik  ve  patojenite  testleri

sonucundaXanthomonas arboricola pv. junglandis olarak tanilanmustir.

Yapilan arazi ¢alismalariyla, Edirne ilinde hastaligin yayginlig il merkezinde %11.3,
Kesan’da %42.3, Ipsala’da %23.07, Uzunképrii’de %19.2, Havsa’da %3.84 olarak
belirlenmistir. Edirne ilinde gezilen ceviz bahgelerinden %28.65’inde hastaliga rastlanmastir.
Arastirmada ceviz bakteriyel yaniklig1 baz1 kdylerde daha ¢ok goriiliirken, baz1 kdylerde ise

hi¢ goriilmedigi ortaya ¢ikmustir.

Ciftgilerle yapilan gériismeler sonucunda ceviz bakteriyel yanikligi hastaliginin siklikla
fungal bir hastalik olan antraknoz ile karistirildigi tespit edilmistir. Hatta zaman zaman
kahverengi u¢ nekrozu ile meydana gelen karigik enfeksiyonlarda erken meyve dokiimlerinin
gortldiigli ¢ifteiye agiklanmalidir. Tiim bu enfeksiyonlardan farkli olarak, ceviz bakteriyel
yaniklig1 hastaliginda simptomlarin kabuktan meyve i¢ine dogru yayilmasi, meyve tadinda
acilagsmaya neden olmasi1 ve gévdede kanser olusumu etmenin dogru teshis edilmesinde 6nem
kazanabilmektedir. Bakteriyel hastaliklarla miicadelede oncelikle dogru teshis yapilmasi ve
ardindan dogru bir ilaglama programi uygulanmasi 6nemlidir. Aksi takdirde 6nemli ekonomik

kayiplarin olusabilecegi bilinmektedir.
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Survey yapilan alanlarda iireticilerle yapilan goriismeler sonucunda, bazi ciftcilerin
bakteriyel etmenle miicadele etmek i¢in iilkemizde yasakli olmasina ragmen yurt digindan
antibiyotik getirterek kullandiklar1 6grenilmistir. Ciftgilerin antibiyotik kullaniminin zamanla
bakteriyel etmenlerde dayaniklilik olusturacagi agiklanmalidir. Ayrica antibiyotik
kullaniminin insan, hayvan ve g¢evre sagligi lizerinde olumsuz etkilere neden olabilecegi

anlatilmalidir.

Tim bitki hastaliklarinda oldugu gibi hastaliklariyla miicadelede oldugu gibi cevizde
bakteriyel yaniklik ile miicadelede de temiz iiretim materyalinin kullanimi alinacak
tedbirlerden birisidir. Gegmis yillarda bolgede bu kadar yaygin olmayan bu hastalik her gecen
giin artis gostermektedir. Bunun en biiyiik sebebi ise etmenle bulasik ceviz fidanlarinin
alinarak dikimin yapilmasidir. Ciftgi ile yapilan sohbetlerde ¢abuk gelisim gosteren fakat pek
cok hastaliga daha duyarli olan Chandler ¢esidinin fazla tercih edildigi 6grenildi.

Yeni bir bahce kurulurken kiiltiir bitkisine uygun toprak 6zelligi ve dreneja sahip olan
bolgelerin se¢ilmesine dikkat edilmelidir. Azotlu giibreler, Bitkilerin 6zellikle yesil aksaminin
bliylimesini tesvik etmesinden dolayr hastaliklara karsi duyarli hale gelmesine neden

olmaktadir. Bu nedenle asir1 azotlu giibrelemeden kagiilmalidir.

Hastalik ile miicadelede yontemlerden biri de hastalikli siirgiinleri, dallar1 ve taze
filizleri budayarak temizlemektir. Budama makaslari, bakterilerin yayilmamasi i¢in her

seferinde dezenfektan bir maddeye batirilmalidir.

Afitler, karincalar, sinekler ve arilar olmak tizere pek ¢ok zararlinin hastaligr yaydigi
goz Oniline alindiginda bdécek miicadelesine de onem verilmeli ancak meyve tutumunda

tozlayici boceklerin etkililigine zarar verilmemelidir.

Bitkisel iiretimde hastalik ve =zararlilarda miicadelede ilaglamanin gerekli olup
olmadigma karar vermek, en uygun ilaclama zamanini saptayarak ireticileri uyarmak ve
kullanilan kimyasallarin ¢evre ve insan sagligina yaptigir zarar1 en aza indirmek amaciyla

erken tahmin ve uyari sistemlerinin uygulanmasina 6nem verilmelidir.

Hastaligin miicadelesinde biiyliik 6nemi olan kiiltiirel miicadeleye daha fazla onem
verilmesi saglanmalidir. Cevizde bakteriyel yaniklikliginda Edirne ilinde heniliz fazla
yaygmlhigr gozlenmemistir. Bu hastaligin yayilmasini engelleme i¢in yukarida bahsedilenler
dikkate alinirsa tireticimiz igin faydali olacaktir. Gerekli 6nlemler ve erken tahminler

yapilarak hastaligin yayilmasit engellenebilir ve de hastalikli agaglarimiz tedavi
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edilebilmektedir. Hastaligin oniine gegerek tiretim miktart arttirilabilir. Boylece giftgilerimiz

maddi manevi rahatliga kavusacaklardir ve ceviz iiretimi daha da tesvik edilebilir.
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9.EKLER

Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat (YDC) Agar (Lelliott ve Stead, 1987)

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

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nutrient Agar (NA) Besi Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)
Nutrient Agar 13.0g
Distile Su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Tweeen B Besi Yerinde (McGuire ve Jones, 1986)

Peptone 10.0g.
KBr 10.0g
CaCL,. 0.25g
Borik Asit 0.30g
Agar 15.0g
Distile Su 1000ml

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

asagidaki kimyasallar ilave edilmistir.
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Tween 80 10.0ml

Cycloheximide 50.0mg
Cephalexin 65.0mg
5-flouracil 12.0mg
Tobramycin 0.4mg

SNA Besi Yeri (Lelliot ve Stead, 1987)

Nutrient Agar 13.0g
Sukroz 50.0g
Distile Su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

Nutrient Broth Sivi Besi Yeri (Lelliot ve Stead 1987)
Nutrient broth 8¢
Distile Su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.

King B Besi Yeri (King ve ark 1954)

Proteose Peptone 20.0g
Gliserin 10.0ml
K,HPO, 1.59
MgSO,47H,0 1.5¢
Agar 15.0g
Distile Su 1000ml

121°C’de 15 dakika otoklav edilmistir.
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