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Ceviz Bakteriyel Yaniklik Etmeni Xanthomonas arboricola pv. juglandis’e Karsi
Antagonist Bakteriyel izolatlarn in vitro Kosullarda Biyokontrol Etkinliklerinin
Belirlenmesi

Determination of in vitro Biocontrol Potentials of Antagonist Bacterial Isolates against
Walnut Blight Disease Agent Xanthomonas arboricola pv. juglandis
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Oz

Xanthomonas arboricola pv. juglandis’in neden oldugu ceviz yaniklhik hastaligi, cevizin (Juglans regia L.)
tiretimini etkileyen en dnemli ve yaygin bakteriyel hastaliklardan biridir. Hastalik etmeni {ilkemiz ceviz iiretim
alanlarinda ciddi ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Tipik simptomlar siirgiin, yaprak, disi ¢igek, tomurcuk ve
meyve gibi tiim sulu dokularda goriiliir. Enfeksiyon baglangicta su emmis leke seklindeyken zamanla bu lekeler
kahverengi-siyah nekrotik alanlara doniisiir. Baslangicta sari-yesil bir hale ile ¢evrelenmis dairesel lezyonlar
genellikle noktasal olarak genisler. Hastalik etmeni ile miicadelede kiiltiirel 6nlemler ve bakirli preparatlar
Onerilmektedir. Son yillarda, bakteriyel hastalik etmenlerinin kontroliinde ¢evreye dost biyolojik miicadele iizerine
calismalar artmigtir. Bu ¢alismada; enfekteli bitkilerden Xanthomonas arbaricola pv. juglandis‘in izolasyonu ve
tanilanmasi ve potansiyel aday bakteriyel antagonistlerin in vitro kosullarda bakteriyel bilylimeyi baskilayabilme
yetenekleri ve antagonistik potansiyelleri arastirilmistir. Kiitahya ili ceviz tiretim alanlarina yapilan surveyler ile
hastalikli yaprak; saglikli yaprak ve cigek drnekleri toplanmistir. Hastalikli yapraklardan patojen bakteri izolati;
saglikli ¢icek ve yapraklarda antagonist bakteri izolat1 elde edilmistir. Bakteriyel hastalik etmeni izole edilmis ve
morfolojik ve biyokimyasal testlerle tanilanmistir. Saglikli ceviz yapraklarindan segici besi ortamlar1 kullanilarak
izole edilen 109 adet aday antagonist bakteri izolatlar1 ile in vitro kosullarda ikili kiiltiir testi yapilarak
Xanthomonas arbaricola pv. juglandis’i baskilama yetenekleri arastirilmistir. Bu test sonucunda, 80 adet izolatin
farkli boyutlarda (3.44-30.00 mm) engelleme alani olusturdugu, 37 adet izolatin ise gelisimini tamamen baskiladigi
tespit edilmistir. Yapilan calismada antagonist bakterilerin Xanthomonas arboricola pv. juglandis geligsimini
onemli oranda engellemis olmasi, antagonist izolatlarin biyolojik miicadelede kullanilabilirligini gostermistir.
Hastalik etmenine kars1 etkili bakteriyel izolatlarin tanilanmasi ve in vivo ¢aligmalarla etkinliginin belirlenmesine
yonelik caligmalar yapilmalidir.
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Abstract

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. The bacterial disease is
led to economic losses significantly in juglans growth fields of Turkey. 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. Management
of the pathogen is suggested the cultural methods and using copper compounds. Recently, controlling bacterial
diseases the eco-friendly biological control studies are increased to control bacterial diseases. In this study,
isolation and identification of disease agent Xaj from infected plants and antagonistic potentials of candidate
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 candidate 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 size (range of 3.44-30.00 mm). Among the 80 isolates, thirty-seven 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 biocontrol 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.

Keywords: Juglans regia, Xanthomonas arboricola pv. juglandis, Walnut bacterial blight disease, Biological control,
Antagonist
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1. Giris

Ceviz saglik ve beslenme bakimindan ¢ok dnemli bir bitki 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
icermektedir. Bir kg ceviz yaklasik 7.000 kalori enerji saglamaktadir.

Cevizin anavatani bazilarina gére fran’m Ghilan Bolgesi, bazilarina gore ise Cin’dir. Daha biiyiik bir kesim ise
cevizin ana vataninin Karpat daglarindan Tiirkiye, Irak, iran, Afganistan, Giiney Rusya, Hindistan, Mangurya ve
Kore’ye kadar uzandigini savunulmaktadir (Anonim 2017a).

Ceviz gerek Tiirkiye’de ve gerekse Diinya’da onemli bir kiiltiir bitkisi olmasindan dolay1 genis iiretim
alanlarina sahiptir. Uretim bakimindan degerlendirildiginde Diinya 2018 y1li ceviz iiretimi toplam 3.662.507 ton
olup 6nemli ceviz iiretici iilkeler ise Cin, Amerika, Iran, Tiirkiye ve Meksika ‘dir. Tiirkiye 2018 verilerine gore
1.117.750 doéniimden 215.000 ton ceviz iiretimi ile Diinya’da 4. sirada yer almaktadir. Cevizin iklim istekleri
uygun olmasindan dolay1 Tiirkiye’nin hemen hemen her bdlgede yetistirilmektedir (FAO, 2021).

Ulkemizde iiretim, saglik ve beslenme agisindan énemli bir yere sahip olan ceviz bitkisinde fungal, bakteriyel
kokenli bircok hastalik goriilmektedir. Armillaria Kok Ciirtikligii (Armillaria mellea), Cevizde Memeli Pas
(Gymnosporangium spp.), Yaprak Sari Cillenmesi (Microstroma juglandis) (Kurt ve ark., 2003) ve Ceviz
Antraknozu (Gnomonia leptostyla) cevizde goriillen 6nemli fungal hastaliklardir. Ceviz Kok Bogazi Timori
(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 karsilasilmasi olasi bir viral hastalik da mevcuttur. Bu, Kiraz Yaprak
Kivircikligi Viriisii (Cheery Leafroll Nepoviriis, CLRV) niin bir irkinin cevizin as1 yeri ile anaci arasinda siyah bir
cizgi seklinde belirti veren cevizde halkali leke veya siyah ¢izgi hastaligidir (Tezcan, 2005).

Hastalik etmeni Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj)’m sebep oldugu ceviz bakteriyel yanikligi
hastalig1, iran’da bahar aylarinda hava kosullarina gore siddetli epidemilere sebep olarak, ceviz iiretim alanlarinda
onemli ekonomik kayiplara neden olmustur (Vauterin, 2000). Ayrica Xaj'm neden oldugu bakteriyel ceviz
yaniklig1 hastaliginin, Marmara Bdlgesi’nde uygun hava kosullarinda siddetli epidemi yaptigi bildirilmistir
(Ozaktan ve ark., 2007).

Patojen ceviz yapraklarinda kahverengi-siyah lekelere sebep olur. Sayisiz lekeler ve ¢izgi seklindeki olusumlar
yaprak ylizeyini tamamen kaplayarak yaprak sekil bozukluguna ve deformasyonlara sebep olurlar. Meyve kabugu
heniiz yesilken dig kabuk {izerinde siyah lekelere sebep olur ve bu lekeler cevizin i¢ kismina kadar ilerleyebilir.
Etmenin 6zellikle erken ilkbahar donlarindan sonra yesil siirgiin ve tomurcuklarda yaniklik meydana getirmesi
oldukga karakteristik bir belirtidir. Patojen yash agaclarin dallarinda kurumalara sebep olmaktadir (Anonim,
2017b).

Etmenin miicadelesinde; hastalikli siirgiin ve dallarin budanarak uzaklastirilmasi, dokiilen meyvelerin
toplanarak uzaklastirilmasi, hastaliga kars1 dayanikli ¢esit kullanimi, bakirli fungisitlerin kullanimi 6nerilmektedir.

Son yillarda patojen bakterilerin bakira karsi dayaniklilik kazanmasi miicadele yonteminde yeni alternatiflerin
aranmasi caligmalarini hizlandirmistir. Bu ¢alisma ile hastalikla miicadelede kimyasallara alternatif biyolojik
miicadele olanaklari in vitro kosullarda arastirilmustir.

2. Materyal ve Metot

Calismada materyal olarak; Xaj CP2 izolati, Kiitahya ili Domanig ilgesi ceviz liretim alanlarindan izole edilen
ve Tekirdag Namik Kemal Universitesi Bakteriyoloji Laboratuvarinda bulunan Prof. Dr. Mustafa MiRIK e ait
aday antagonist bakteri izolatlar1 ve gesitli besi yerleri kullanilacaktir.

2.1. Hastalik belirtisi gosteren ceviz yapraklarinin toplanmast ve bakteriyel etmenin izolasyonu

2015-2017 yillarinda Mart-Haziran aylar1 boyunca diizenli araliklarla Kiitahya’nin Domanig Ilgesi’nde Merkez,
Aksu, Bogen, Sariot ve Yesilkdy mahallelerinde bulunan 21 adet ceviz bahgesine surveyler yapilmistir. Bu
bahgelerden ceviz yapraklarinda kahverengi-siyah lekeli ve bu lekelerin kenarlart sinirlanmig kloroz olan yaprak
ornekleri toplanmustir. Toplanan 6rneklerin etiketlemesi yapilarak gazete kagitlara sarilip polietilen torbalara
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konulmugtur ve laboratuvara getirilmistir. Hastalikli yapraklardan yaniklik belirtisi goriilen kisimlarindan,
hastalikli ve sagliklt dokuyu igerecek sekilde yaklasik olarak 0.5 cm’lik bitki pargalart alinmis ve %70’lik alkol

veya %]1°lik NaOCI kullanilarak yiizeysel dezenfeksiyonu yapilmistir. Bitki parcalar1 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 yapilmistir. Petriler 25 °C’de 48-72 saat inkiibe edilmistir.
Sar1 koloni gelisimi gdsteren petrilerden saflastirma yapildiktan sonra egik agara alinarak inkiibe edildikten sonra
+4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.2. Elde edilen izolatlarin tanist

Lelliott ve Stead (1987)’e gore hastalikli bitkilerden elde edilen izolatlarin patojenitesi yapilmistir. Patojenite
caligmalar i¢in ham ceviz meyveleri kullanmilmistir. Meyveler %3’liikk NaOCI 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 lizerindeki belirtiler degerlendirilmistir (Van der Zwet, 1986; Klement ve ark.,
1990). Ham ceviz meyvesi lizerinde goriilen siyah lekelerden re-izolasyonlar yapilmistir. Elde edilen re-izolatlar
ile tam1 caligmalarina gecilmistir. Ceviz de bakteriyel yaniklik etmeni Xaj'in KOH ile gram reaksiyonu,
sisteminden HaS olusumu ve LOPAT (L: levan olusumu, O: oksidaz testi, P: patateste pektolitik aktivite, A: arginin
dehidrolaz testi, T: tiitiinde asir1 duyarlilik reaksiyonu), oksidatif-fermantatif, nisasta hidrolizasyonu ile tani testleri
yapilmistir (Sands, 1990; Lelliott ve Stead, 1987, Klement ve ark., 1990, Schaad, 2001,). Ayrica Tween B besi
yerinde koloni morfolojisine bakilmistir (McGuire ve ark., 1986).

2.3. Ceviz bakteriyel yaniklik hastaliginin biyolojik miicadelesine yonelik in vitro calismalar
Ceviz yapraklarindan aday antagonist izolasyonu:

2015-2017 yillar1 Mart-Haziran aylarinda Kiitahya ili Domanig ilgesine bagli Merkez, Aksu, Bogen, Sariot ve
Yesilkdy mahallesi ceviz bahgelerine yapilan surveylerde, saglikli agaclardan yaprak 6rnekleri alinmis ve kagit
torbalara konularak laboratuvara getirilmistir. Aday antagonist bakteri izolasyonu ig¢in PSF besi ortami
kullanilmistir. {zolasyon igin 10 g yaprak drnegi tartilarak 90 ml nutrient broth igerisinde 2-3 saat siireyle 150 rpm
hizla orbital ¢alkalayicida ¢alkalanmigtir. Daha sonra yaprak siispansiyonundan 1’er ml alinarak igerisinde 9 ml
nutrient broth bulunan tiiplere aktarilmigtir. Her bir 6rnekten ayr1 ayr seyreltme serisi hazirlanmistir. Seyreltme
serilerinin -4, -5 ve -6.°sindan 100 pl alinarak 3 tekerriirlii olacak sekilde PSF igeren petrilere baget ile yayilmstir.
Petriler 48-72 saat 25 °C’ de inkiibe edilmistir. Petrilerde gelisen farkli renk ve tipteki koloniler saflastirilmis ve
tiitiinde asir1 duyarlilik testi yapilmustir. Test i¢in bir 6ze dolusu bakteri 9 ml nutrient broth ile karistirilmis 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 gdstermeyen izolatlar daha sonraki
calismalarda kullanilmak {izere YDCA besi yerinde inkiibe edilip +4 °C’ de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Aday antagonistlerin in vitro’da Xanthomonas arbaricola pv. juglandis’e karsi antagonistik etkilerinin
belirlenmesi:

Aday antagonist bakteri izolatlarinin Xaj’a karsi etkinligi ikili kiltiir testleri sonucunda belirlenmistir
(Krishnamurthy ve Gnanamarickam, 1998; Mirik, 2005; Cetinkaya-Yildiz, 2007; Horuz, 2014; Oksel ve Mirik,
2015; Bozkurt ve Soylu, 2019; Umarusman ve ark., 2019). Calismada patojen bakteri olarak CP2 Aksu kodlu Xaj
izolat1 kullanilmstir. Elde edilen aday antagonist izolatlar NA besi yerinde gelistirilmis ve gelisen kiiltiirlerin her
biri petride 120 derecelik agiyla birbirinden uzak ¢izilmis li¢ noktaya nokta ekimi yapilmistir. Petriler 25 °C’ de
24 saat inkiibe edilerek aday antagonistlerin gelisgimi saglanmistir. 24 saat sonra patojenin 1x10® hiicre/ml
konsantrasyondaki siispansiyonu esit mesafeden petrilere piiskiirtiilerek patojenin esit olarak yayilmasi
saglanmistir. 25 °C’de 2 giin inkiibasyondan sonra petrilerde olusan engelleme alanlari dlgiilerek aday antagonist
izolatlarin etkinligi belirlenmistir. Petri denemeleri in vitro kosullarda {i¢ tekerriirlii olarak kurulmustur.
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3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma

3.1.Ceviz Yapraklarindan Bakteriyel Yaniklik Etmeninin Izolasyonu

Kiitahya iline bagli Domanig ilgesi Merkez, Aksu, Bogen, Sariot ve Yesilkdy mahallesi ceviz bahgelerinden
alinan yaprak &rnekleri laboratuvara getirilerek izolasyonu yapilmustir. izolatlar NA besi yerinde sar1 renkte,
mukoid, yuvarlak koloni gelisimi gostermistir. Toplamda 15 adet izolat elde edilmistir.

3.2. Elde Edilen Izolatlarin Tanist

Patojenite Testi: Elde edilen Xaj 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 gézlenmemistir. {zolatlar ham meyvelerde referans kiiltiir olarak kullanilan Hacikdy izolati ile
ayn1 belirtileri gosterdiginden patojenite testi pozitif olarak degerlendirilmistir. Patojenite testi sonucu elde edilen
re-izolatlar ile tan1 ¢aligmalar1 yapilmistir.

Potasyum Hidroksit (KOH) ile Gram Reaksiyonu: Xaj re-izolatlar1 ile yapilan gram reaksiyonu sonucunda,
Ozeye yapisarak viskoz bir yapinin olusmasindan dolay1 izolatlar Gram (-) olarak degerlendirilmistir. Cmm 1-2
kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolat1 ise uzama gostermemistir (7ablo 1).

Levan Olusumu: SNA besi yerine ¢izimi yapilan Xaj re- izolatlarinin tamaminda levan olusumu
gozlenmemistir. £ 4-2 kodlu Erwinia amylovora izolati1 ise SNA besi yerinde beyaz, kubbemsi, mukoid koloni
gelisimini gostermistir (Tablo 1).

Oksidaz Testi: Re-izolatlar oksidaz test soliisyonu emdirilmis filtre kagidina ¢izilen zig zaglar sonucunda higbir
renk degisimi olmadigindan oksidaz testi negatif olarak degerlendirilmistir. Oksidaz pozitif 6zellikteki
Pseudomona cichorii kiiltiirii ¢alismada kullanilmistir ve mavi-mor renkte bir degisime neden olmustur (7ablo 1).

Pektolitik Aktivite Testi: Xaj re-izolatlar pektolitik enzim iiretmediginden patates dilimleri lizerinde yumusak
ciiriikliik belirtisi olusturmamustir. izolatlarin patatesteki pektolitik aktivite testi negatif olup, kontrol olarak
kullandigimiz SRE 31-1 kodlu Pectobacterium caratovorum subsp. caratovorum izolati ¢alismada kullanilmis ve
patates dokularinda ¢iiriimeye neden olmustur (7ablo 1).

Arginin Dehidrolaz Testi: Thornley 2A besi yerine inokule edilen re-izolatlar ve Hacikdy izolati besi yerinde
renk degisimine neden olmamistir (7ablo 1).

Tiitiinde Agirt Duyarlilik Testi: Xaj re-izolatlar1 ve Hacikdy izolati tiitiin yapraklarinin damar aralarinda 24
saat sonra su emmis alanlar ve 48 saat sonra nekroz olusturdugundan asir1 duyarlilik reaksiyonlar pozitif olarak
degerlendirilmistir (7ablo 1).

Oksidatif-Fermentatif Test: Taze gelistirilmis 48 saatlik Xaj izolatlar1 ve orijinal bakteri kiiltiirleri ile nokta
asilama yapilmistir. Her izolat i¢in 6 tiip kullanilmistir, bu tiiplerden iigiine 1 ml steril 1lik vaspar (bir 6l¢ii vazelin
ii¢ 6l¢ili parafin karisimi) konarak yiizeyi kapatilmig diger iigiine higbir ekleme yapilmamistir. 25°C’de 5-6 giinliik
bir inkiibasyondan sonra ortam renginin sartya donmesi pozitif olarak degerlendirilir. Xaj izolatlariyla yapilan
oksidatif-fermantatif test sonuglarinda vasparli tiiplerde sar1 renk olusumu goriilmemistir. Bu nedenle oksidatif-
fermantatif test sonucu negatif olarak degerlendirilmistir. Bunun sebebi ise Xaj’in aerobik bir bakteri olmasidir.
Kisacas1 vaspar ile hava temas:1 kesilen tiiplerde ceviz bakteriyel yaniklik etmeni gelisim yapamadigindan
karbonhidrat ayrismasi gergeklesmemistir (7ablo 1).

Nisasta Hidralizasyon Testi: Nisasta besi yerine ¢izilen ceviz bakteriyel yaniklik izolatlar1 ve referans kiiltiirler
7-14 giinliik inkiibasyon sonunda iizerine lugol erigi dokiildiiglinde koloni gevresinde referans kiiltiirde belirgin
parlak bir alan gozlenirken bolge izolatlarinda bu alan zayif olarak belirlenmistir. Bolge izolatlar1 nigastayi
hidrolize ettiklerinden pozitif olarak degerlendirilmistir (7ablo I).

Tween B ortaminda Koloni Gelisimi: Bolgeden izole edilen Xaj izolatlar1 Tween B besi yerinde yuvarlak, sar1
tiimsek ve gevresinde temiz haleli koloniler gelistirmistir (7ablo 1).

Sisteinden H:S olusumu: Steril tiipler i¢indeki ortama bakteri asilandiktan sonra kursun asetatli kagitlarda
renk degisimi olup olmadig1 14 giin boyunca gozlenmis, tiiplerdeki kursun asetatl: kagitlar1 siyahlagtiran referans
kiiltiir ve Xanthomonas arbolicola pv. junglandis izolat1 pozitif sonug vermistir (7ablo 1).
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Tablo 1.Biyokimyasal testler ile Xanthomonas arbolicola pv. juglandis re-izolatlarinin tanilanmast

Table 1. Identification of Xanthomonas arbolicola pv. junglandis Strains by biochemical tests

izolat Alindig1 Yer Bitki NA’dakiKoloni GR L O P A HR N T O-F
Adi Materyali Gelisimi
CP-1 Kiitahya/Aksu koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-2 Kiitahya/Aksu koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-3 Kiitahya/Aksu koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-4 Kiitahya/Aksu koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-5 Kiitahya/Aksu koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-6 Kiitahya/Aksu koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-7 Kiitahya/Aksu koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-8 Kiitahya/Aksu koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-9 Kiitahya/Aksu koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-10 Kiitahya/Bogen koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-11 Kiitahya/Bogen koyii Yaprak Sar1 - - - - -+ + -
CP-12 Kiitahya/Sariot koyt Yaprak Sar1 - - - - -+ 4+ 4+ -
CP-13 Kiitahya/Yesilkdy Yaprak Sari - - - - -+ 4+ -
CP-14 Kiitahya/Yesilkoy Yaprak Sar1 - - - - -+ + -
CP-15 Kiitahya/ Merkez Yaprak Sari - - - - -+ 4+ -
Hacikoy Edirne/Hacikdy Yaprak Sar1 - - - - -+ + -

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

3.3.Ceviz bakteriyel yaniklik hastaliginin biyolojik miicadelesine yéonelik in vitro calismalar

Ceviz yapraklarindan aday antagonist izolasyonu: 2015-2016 yillar1 aras1 Nisan-Temmuz aylarinda Kiitahya
ilinde bulunan ceviz iiretim alanlarina surveyler yapilmistir. Bu amagla gezilen 21 ceviz bahgesinden yaprak
ornekleri alinmigtir. PSF besi yerine yapilan izolasyonlarda farkli renk ve tipte gelisen koloniler saflastirilarak
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. Ayrica Tekirdag Namik Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan,
cesitli kiiltiir bitkilerinin topraklarindan alinmis ve NBRIP besi ortami kullanilarak izole edilen 40 adet aday
antagonist bu ¢alismada kullanilmistir.

Aday antagonistlerinin vitro’da Xanthomonas arboricola pv. juglandis’e karst etkinliginin belirlenmesi:
Aday antagonist bakterilerin patojene kars1 etkinliginin belirlenmesi igin ikili kiiltiir testleri yapilmgtir.1x10?
yogunlugundaki Xaj’e etkisinin in vitro petri denemeleriyle arastirildigi ¢alismada 109 adet aday antagonistin
engelleme alanlan 6lgiilmistiir. Aday antagonist izolatlarin 37 adeti ikili kiiltiir testi sonucunda Xaj 'in gelisimini
tamamen engelledigi (30.00 mm), 43 adedi ise 3.44-27.00 mm araliginda degisen engelleme alani olusturdugu ve
29 adet aday antagonist izolatin ise patojene karsi hi¢bir etkisinin olmadigi saptanmistir (Tablo 2).
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Tablo 2. Xanthomonas arbolicola pv. juglandis’ e karsi antagonist bakteri izolatlarimin etkinliginin
belirlenmesi
Table 2. Effect of antagonist caterial isolates obtained agaisnt Xanthomonas arbolicola pv. jugladis
No Izolat Eng. Al. No 1izolat Eng. Al. No Izolat Adi Eng. Al. No Izolat Adi Eng. Al
Adi (mm) Adi (mm) (mm) (mm)

1 CA-1 5.22 29 CA-29 0.00 56 CA-56 0.00 83 MMA-14  0.00
2 CA-2 30.00 30 CA-30 12.00 57 CA-57 0.00 84 MMA-15  0.00
3 CA3 30.00 31 CA-31 0.00 58 CA-58 0.00 85 MMA-16 344
4 CA4 10.22 32 CA-32 5.44 59 CA-59 0.00 8 MMA-17  7.56
5 CA-S 9.78 33 CA-33 30.00 60 CA-60 30.00 87 MMA-18  0.00
6 CA-6 14.67 34 CA-34 30.00 61 CA-61 7.56 88 MMA-19 12.78
7 CA-7 30.00 35 CA-35 11.56 62 CA-62 30.00 89 MMA-20 30.00
8 CA-8 8.11 36 CA-36 14.00 63 CA-63 30.00 90 MMA-21 0.00
9 CA9 10.44 37 CA-37 30.00 64 CA-64 30.00 91 MMA-22  30.00
10 CA-10 9.67 38 CA-38 9.00 65 CA-65 6.22 92 MMA-23  30.00
11 CA-11 0.00 39 CA-39 6.56 66 CA-66 9.56 93 MMA-24  0.00
12 CA-12 0.00 40 CA-40 30.00 67 CA-67 30.00 94 MMA-25  0.00
13 CA-13 5.67 41 CA-41 11.78 68 CA-68 30.00 95 MMA-26  0.00
14 CA-14 8.22 42 CA-42 30.00 69 CA-69 13.33 9% MMA-27 30.00
15 CA-15  30.00 43 CA-43 30.00 70 MMA-I 0.00 97 MMA-28  0.00
16 CA-16 9.89 44 CA-44 0.00 71 MMA-2  30.00 98 MMA-29  30.00
17 CA-17 1278 45 CA-45 30.00 72 MMA-3 7.00 99 MMA-30 15.11
18 CA-18 11.33 46 CA-46 7.67 73 MMA-4  30.00 100 MMA-31 6.11
19 CA-19 0.00 47 CA-47 30.00 74 MMA-5 0.00 101 MMA-32  30.00
20 CA-20 0.00 48 CA-48 30.00 75 MMA-6 9.11 102 MMA-33  9.22
21 CA-21  30.00 49 CA-49 8.11 76 MMA-7  30.00 103 MMA-34 27.00
22 CA-22  10.67 50 CA-50 30.00 77 MMA-§ 0.00 104 MMA-35  0.00
23 CA-23  30.00 51 CA-51 11.00 78 MMA-9 0.00 105 MMA-36  3.89
24 CA-24 0.00 52 CA-52 30.00 79 MMA-10  0.00 106 MMA-37  3.78
25 CA-25 0.00 53 CA-53 5.44 80 MMA-11  30.00 107 MMA-38  30.00
26 CA-26 0.00 54 CA-54 9.56 81 MMA-12  30.00 108 MMA-39  30.00
27 CA-27 8.33 55 CA-55 5.11 82 MMA-13  30.00 109 MMA-40  5.78
28 CA-28 0.00

Son yillarda bakirli preparatlar bakteriyel hastalik etmenlerine iizerinde beklenilen sonucu vermemektedir
(Shen ve ark., 2013). Bakirli preparatlar gibi kontak etkili pestisitler, kanserle ve dormant siirglinlerdeki bakteri
popiilasyonuna etki etmemektedirler (Kennelly ve ark., 2007). Bu gibi sebeplerden dolay1 bakirli preparatlara karsi
alternatifler aranmaktadir. Bu alternatifler igerisinde; sistemik kazanmilmig dayaniklilin (SAR) tetikleyen
acibenzolar-S-methly ve bakteriyel hastaliklarin kontrolii i¢in bitki diiziinleyici olarak kullanilan prohexadione
kalsiyum yer almaktadir. Bunun yani sira bazi antimiktobiyal peptidler, terpenler ve kitinaz gibi iiriinlerin Xaj
iizerine etkilerinin belirlenmesi i¢in yapilan arazi denemeleri devam etmektedir (Cameron ve Sarojini, 2014).

Hastalik etmeninin biyolojik miicadelesine yonelik yapilan bir ¢alismada, 35 adet antagonist bakteri izolatinin
patojen {izerine olan etkisi in vitro kosullarda degerlendirilmis ve 18 adet izolatin 3 mm ve 13 mm arasinda degisen
degerlerde engelleme zonu olusturarak patojenin gelisimini baskiladigi belirlenmistir. Yaptigimiz calismada da 43
adet antagonist bakteri izolatinin in vitro kosullarda 3.44-27.00 mm arasinda engelleme alani olusturarak Xaj’in
gelisimini baskiladigi belirlenmistir. Calismada antagonist bakteri izolatlariin yaklasik %60’1nin hastalik
etmeninin gelisimini %41 ile %77 oraninda azalttig1 belirlenmistir (Ozaktan ve ark., 2012).

Kimyasal miicadelenin bakirli ve bazi fungisitlerle siirli oldugu bakteriyel hastaliklara karsi miicadelede
antagonistlerin kullanimi alternatif yontemleri olusturmaktadir. Yapilan bu g¢alismada onceki caligmalarla
paralellik gostererek ceviz bakteriyel yaniklik hastalik etmenine karsi biyolojik miicadelede yararli bakterilerin
kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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4. Sonug¢

Diinya da oldugu gibi iilkemizde de ekonomik dneme sahip olan ceviz de bakteriyel yanikliga sebep olan Xaj
onemli kalite ve kantite kayiplarina sebep olmaktadir. Hastalik etmeni ile miicadele de kiiltiirel 6nlemler diginda
Onerilen bakirli preparat kullaniminin istenilen etkinin altinda kalmasi biyolojik miicadele gibi alternatif
yontemlerin arastirilmasini tegvik etmistir. Son yillarda bircok patojen bakteriyel hastalik etmeni ile miicadelede
antagonist bakteri kullanimi yaygin hale gelmistir. Bu amagla yapilan ¢alismamizda elde edilen sonuglar, hastalik
etmeni ile miicadelede antagonist bakteri kullaniminin {imit vaat ettigini gostermistir.

Calisma kapsaminda Kiitahya iline bagli Domanig ilgesinde ceviz bahgelerine surveyler yapilmis olup
hastalikli ve saglikli ceviz yapraklarindan izolasyonlar yapilmistir. 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 izolatlar Xaj olarak
tanilanmugtir.

Saglikli 6rneklerden elde edilen izolatlar tiitiin bitkisinde HR testine tabi tutulmus ve test sonucunda 69 adet
izolatin patojen olmadigina karar verilmistir. Namik Kemal Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Bakteriyoloji laboratuvarinda daha 6nce yapilan ve gesitli patojenlere karsi etkili sonuglar veren 40 adet aday
antagonist bakteri izolati da ceviz bakteriyel yaniklik etmeni Xaj’ e karst denenmek {izere genglestirilmistir.

Toplamda 109 adet aday antagonist izolatin in vitroda Xaj’e kars1 etkinliginin belirlenmesi igin ikili kiiltiir
denemesi kurulmustur. Petri kabinda aday antagonistlerin patojen gelisimini baskilamasi sonucunda olusan
engelleme alanlar l¢lilmiistiir. 37 adet antagonistin patojen Xaj’in gelisimini tamamen baskiladigi, 43 adet
antagonist izolatin ise 3.44-27.00 mm capinda engelleme alani olusturdugu ve geriye kalan 29 adet aday
antagonistin patojen iizerinde higbir etkisinin olmadigi saptanmuistir.

Bakteriyel hastaliklarla miicadelede kimyasal kullanimimin olmamasi ve antibiyotik kullaniminin tilkemizde
yasak olmasindan dolayi, bakteriyel hastaliklarla miicadelede alternatif yontemlerin arastirilmasini gerekli
kilmistir. Bu amagla yapilan tez ¢alismasinda bakteriyel yanikliga karsi miicadelede aday antagonistlerin in vitro’
da patojenin gelisimini tamamen engelleyecek kadar etkili sonuglar verdigini ve antagonistlerin {imit vaat eden
miicadele yontemi olabilecegini gdstermistir. Etkili bulunan bu antagonistlerin in vivo da etkileri arastirilarak
antagonist izolatlarin tiirleri belirlenmelidir.
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