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OZET

Bu calismada, ceviz (Juglans regia L.) varyetelerinin (Yalova-2, Yalova-3, Yalova-4,
Sebin, 1974-7) yapraklarindan hazirlanan Oziitlerin ve juglon (5-Hidroksi-Naftakinon)
allelokimyasalinin bazi bakteri ve funguslar {izerindeki etkileri arastirilmistir. Ceviz oziitleri ve
juglon, kullanilan 11 bakteri tiiriinden 5 bakteri tiiriinde (Pseudomonas gingeri, Pseudomonas
phaseolica, Staphylococcus aureus, Bacillus ceraus, Yersinia enterocolitica) inhibisyon etkisi
gostermistir. Kullandigimiz 9 fungus tiirli (Aspergillus niger, A. flavus, A. fumigatus, A.
parasiticus, Fusarium solani, F. graminearum, Geotrichium candidum, Botrytis cinerea ve
Candida albicans) tizerinde de inhibisyon etkisi goriilmiistiir. Juglon allelokimyasalinin ve
Juglans regia L. tiiriine ait Sebin varyetesinden hazirlanan oziitin MIK degerleri
belirlenmistir. En diisiik MIK degeri S. aureus icin 3,125 pg/ml olarak bulunmustur. Yapilan
ince tabaka kromatografi (ITK) sonucunda da, calismada kullanilan tiim ceviz varyetelerinin

yapraklarinda juglon varligina rastlanilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyal etki, Antifungal etki, Ceviz, ITK Juglon, MiK,



ANTIBACTERIAL AND ANTIFUNGAL EFFECTS OF WALNUT
(Juglans regia L.) LEAF EXRACTS AND JUGLONE
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Department of Biology. M.S. Thesis, 2006
Supervisor: Prof. Dr. Ismail KOCACALISKAN
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SUMMARY

In this study, antibacterial and antifungal effects of juglone and walnut (Juglans regia
L.) cultivars (Yalova-2, Yalova-3, Yalova-4, Sebin, 1974-7) leaf exracts were investigated.
Juglone and walnut leaf exracts were found to inhibit five bacteria (Pseudomonas gingeri,
Pseudomonas phaseolica, Staphylococcus aureus, Bacillus ceraus, Yersinia enterocolitica)
among ten bacterial species tested in the study. Nine fungi species (Aspergillus niger, A.
fumigatus, A. flavus, A. parasiticus, Fusarium solani, F. graminearum, Geotrichium candidum,
Botrytis cinerea ve Candida albicans) were tested in the study and all of them were inhibited by
the treatments. MIC values of juglone and leaf exracts of J. regia L. cv. sebin were also
determined. The lowest MIC value was found as 3,125 pg/ml for S. aureus bacterium. As a
result of thin layer chromatography (TLC), it has been shown that juglone is exist in all leaves

of the walnut varieties used in the study.

Key Words: Antibacterial effect, Antifungal effect, Juglone, MIC, TLC, Walnut.
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1. GIRiS

1. 1. Allelopati

Allelopati "Bir bitki tarafindan sentezlenen ve saliverilen bazi kimyasal maddelerin bitki tiiriine
bagli olarak komsu bitkileri olumlu veya olumsuz agidan etkilemesi" olarak tanimlanmis olup kisaca
"bitkiler arasindaki kimyasal etkilesim" olarak da tarif edilebilir. Bu tanima giiniimiizde
mikroorganizmalar ve bocekler de dahil edilmektedir. Fakat bu konu heniiz tartismalidir. Allelopatik
yonden etkili olan kimyasal maddeye allelokimyasal denir. Allelokimyasallar toksik (inhibitdr) iseler
veya etki ettikleri bitki tiirlerini cevre sartlarina duyarli hale getiriyorlarsa stres ajanidirlar. Bir
allelokimyasal bitki tiiriine gore, olumlu veya olumsuz etki gosterebilirler. Bitkilerde goriilen bu durum
allelokimyasal maddenin cesidi, konsantrasyonu, etkileme zamanina baghdir. Fakat genel olarak
allelokimyasal maddelerin etkileri olumsuz olmaktadir. Allelopatik etkinin olumsuz belirtileri; bilyiime,
fotosentez ve solunum hizinda azalma, koklerde iyon alimini engelleme, deformasyon, klorozis,
absisyon, kuruma, olim olarak siralanabilir. Allelokimyasal madde bitkinin kok ve yapraklarindan
salgilanabilir. Sayet koklerden salinmigsa direk olarak topraga gecer ve daha sonra topraktan baska
bitkinin koklerine ulasir ve kokler tarafindan alinir. Allelokimyasallar, tasinma esnasinda ortamdaki
mikroorganizmalar (bakteri, mantar) tarafindan degisiklige ugratilabilir. Baz1 allelokimyasal maddeler
ise yapraklardan ugucu madde veya gaz seklinde havaya verilir ve hava yoluyla baska bitkinin

yapraklarindan iceri almabilir [1,2,3].

Allelokimyasal maddelerin sentezlendigi bitkideki fizyolojik rollerinin ne oldugu heniiz tam
olarak aciklanamamaktadir. Fakat bitkiler iizerindeki olumsuz etkilerin fazla olmasi, allelokimyasal
maddelerin bitkinin bir savunma silahi olabilecegi gibi, az da olsa bazi bitkiler iizerinde olumlu
etkilerinin de olmasi bakimindan bunlarin bitkiler arasindaki komguluk iliskilerinin belirlenmesinde rol

oynayan maddeler olabilecegi diisiiniilmektedir.

Allelopati ile ilgili gozlemler milattan 6nceki yillara kadar dayanmaktadir. Ancak bu sahadaki
gercek ilmi gelismeler ve allelopatinin bir ihtisas dali olarak ortaya ¢ikmasi 1970'li yillardan sonra

olmustur.
1.2. Allelokimyasallarin Tasnifi ve Fenolik Allelokimyasallar

Allelokimyasallarin isimleri Rice [4] tarafindan yaymlanmistir. Bu kimyasallarin ¢ogu
sekonder metabolitlerdendir ve primer metabolik yollarin yan {iriinleridirler. Rice [4] yaptig
yayinda, yiiksek bitkiler ve mikroorganizmalar tarafindan olusturulan allelokimyasallar1 asagidaki

siniflara ayirmustir;



1. Basit suda ¢oziinebilir organik asitler (Diiz zincirli alkoller, alifatik aldehitler)
2. Basit doymamus laktonlar

3. Uzun zincirli yag asitleri ve poliasetilenler.

4. Naftokinonlar, antrokinonlar ve kompleks kinonlar

5. Basit fenoller, benzoik asit ve tiirevleri

6. Sinnamik asit ve tiirevleri

7. Flavonoidler

8. Taninler

9. Terpenoidler ve Steroidler

10. Amino asitler ve Polipeptidler
11. Alkoloidler, Siyanohidrinler
12. Siilfitler ve Glikozitler

13. Piirinler ve Niikleotidler

Calismamizda kullandigimiz  juglon, yukaridakilerden 4. sinifta bulunan naftokinonlar,

antrokinonlar ve kompleks kinonlar grubuna dahildir
1.3. Ceviz Agaa ve Juglon

Ceviz bitkisi serbest olarak biiyiimeye birakildigi zaman 20-25 m. boylanmakta, 350-400 m’
alam tek basina kaplayabilmektedir. Dallar1 ¢evreye ve yukart dogru aymi hizla gelisme gosterdigi icin

agac genellikle diizgiin bir kiire goriiniimii almaktadir.

Bitkiler aleminde mensubu bulundugu sinifin karakterlerine uygun olarak kuvvetli bir kazik
koke sahiptirler. Bu kuvvetli kok gelisimi daha tohum cimlenirken baslar. {1k yil toprak iistiinde gelisen
govdenin en az 2-3 kat1 kadar kalinliga erigir. Kazik kok, kalinhigina ragmen gévdeden daha az sert ve
yumusak dokuludur. Birinci y1l ¢ok az yan kok tesekkiil eder. Tkinci ve miiteakip yillarda yan kokler de

kazik koke uygun olarak hizli gelisme gosterir, sagak kokler yan koklerin ucunda tesekkiil eder .
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Sekil 1.1. Juglon kimyasal yapisi.

Amerika’da dogal olarak yayilim gosteren kara ceviz agaglarimn (Juglans nigra L.) dibinde
ekilen yonca otlarinin yagmurlardan sonra kisa zamanda oldiikleri, ceviz yapraklarindan damlayan
yagmur sularinin saksilardaki domateslere verilmesiyle domateslerin oldiikleri, ceviz agaclarina yakin
olan elma agaclarimin cevizden tarafta olan dal ve koklerinin kuruduklari, buna mukabil ceviz dibinde
ticgiil ve cayir otlarimin cok iyi gelisebildikleri tespit edilmistir [2]. Daha sonra bu etkiye sahip olan
madde, cevizin kok ve yaprak oziitlerinden izole edilerek bunun 5-Hidroksi-Naftakinon oldugu teshis
edilmis ve cevizin Latince ismine izafeten "juglon” ad1 verilmistir . Sekil 1.1 de juglonun kimyasal yapisi
goriilmektedir. Daha sonraki ¢alismalarda juglon'un sadece kara ceviz agaclarindan degil diger ceviz

tiirlerinden de saliverildigi belirlenmistir [5].

Bunlardan biri de iilkemizde yaygin ceviz tiirii olan Juglans regia L. dir. Bu ceviz tiiriinde
juglon miktarinin mevsimlik degisimi incelendiginde kisin en diisiik diizeyde iken ilkbahar
baslangicindan Nisan sonuna kadar diizenli bir artig, daha sonra Haziran sonuna kadar bir azalma ve

Temmuz bagindan Agustos ortasina kadar tekrar bir artig gosterdigi belirlenmistir [6].

Juglon' un koklerde sentezlenip ksilem vasitasiyla bitkinin yapraklarina tagindigi ve Juglon' un
bitkide hidrojuglon seklinde bulundugu ancak daha sonra bunun oksitlenmesiyle toksik karakterli
juglon'a (5-Hidroksi-1,4-Naftakinon) doniistiigii belirtilmistir [7]. Cevizde juglon koklerden topraga
gecebilecegi gibi yapraklardan da yagmurla yikanarak topraga gegebilir. Ayrica yapraklarin absisyonuyla
da topraga karisir [8,9].

1.4. Ceviz Bitkisinin Orijini ve Yayihst

J. regia, Karpat daglarindan giineyden itibaren Dogu Avrupa ve Tiirkiye, Irak, Iran'm



dogusundan ve Himalaya daglarinin 6tesinde kalan iilkeleri iceren genis bir alanin tabii bitkisidir.

[10].

Ceviz kiiltiirii, Italya'dan Orta ve Giiney Avrupa' ya yayilmis ve ilk kolonilerle de
Amerika' ya gotiiriilmiistiir. Yaygin Ingiliz cevizi ismi, tahminen Ingiliz kolonileri tarafindan bu
cevizin Amerika'ya gétiiriilmesinin bir sonucudur. Diinyada yaygin olarak yetistiriciligi

yapilan ceviz tiirii olan J. regia 'nin gen merkezleri arasinda iilkemizde bulunmaktadir [10].

Ceviz meyve tiirlerinin en eskilerinden biridir. Jeolojik devirlerde 6zellikle iigiincii zamanda
cevizin kapladigi alan bugiinkiine gore daha da genisti. Gronland kazilarinda ve Sibirya'da Obi nehri

kiyilarindaki buzullarin altinda ceviz yaprak ve meyvelerine rastlanmistir [11].

Ceviz orijininin Iran'm Hazar Denizi kiyisinda 35 ° - 40° kuzey enlemleri arasinda bulunan
Ghilan bolgesi oldugu kanisindandir. Cevizin dogal yayilma alan1 ise doguda Himalaya daglaridan Cin

topraklarina, batida Kafkas Daglari, Anadolu, Balkanlar ve Alp Daglarina kadar uzanmaktadir [11,12].

Ceviz, M.O. 750-500 yillarinda Romalilar tarafindan Iran'dan Avrupa'ya getirildigini
bildirmektedir. Cevizin meyvelerini Romalilar bolluk sembolii ve konuk armagani saymislar, agacinin
giizelligi, meyvesinin lezzetli ve besleyici olusu ve ayrica kerestesinin yiiksek ozellikleri dolayisiyla

cevize Jiipiter'in meyvesi (Jovis glans) veya kral cevizi (Juglans regia L.) adim1 vermislerdir [11].

Cevizin Avrupa'ya tamtilmasindan ¢ok 6nce Iran'la benzer ekolojik kosullara sahip Anadolu'ya
daha kolaylikla yayilabilecegi akla gelmektedir. Bu varsayimdan hareket edildiginde de Anadolu'da
yasayan insanlarin en az 3.000 yildir bu bitkiyi tanidiklari, bu bitkiden faydalandiklar1 diistiniilebilir
[11].

Tiirkiye'de Polath yakinlarindaki Gordiyon'da Kral Midas (I)'la gomiilen mobilyalarin
odun analizilerinde, mobilyalarin Juglans regia L. ve Taxus baccata L., Cedrus libani Loud.,
Juniperus foetidissima Willd., Buxus sempervirens L. ve Pinus sylvestris L.'den yap1ldigi
saptanmistir. Juglandaceae familyas: iiyelerine, Neolitik cagda Konya-Siiberde'de

rastlanmustir [10].

Bugiin Isvicre Alplerinin 1000-1200 m. yiiksekliklerine kadar cevizin yerlesmesinde gene
Romalilarin miladin ilk yiiz yillarinda kuzeye dogru siirdiirdiikleri yayilma ¢abalarinin etkileri olmustur

[12].
1.5. Ceviz Bitkisinin Sistematigi

Cevizin sistematikteki yeri Cizelge 1.1 de gosterilmistir. Baslica ceviz tiirleri ve

onemli 6zellikleri asagida belirtilmistir.



1.5.1. Bashca Ceviz Tiirleri
J. regia L.

J. regia, biitiin diinyada, ceviz yetistiriciligi yapilan bolgelerde kolay bulunabilen
bir ceviz tiiridiir. J. regia, giimiisi-gri govde rengi, 5-9 (bazen 13) yaprakeik sayisi, kalin-ince

kabuklu ve piiriizlii meyvesi ile tanimlanabilir [10].
J. hindsii Jeps.

J. hindsii 15-19 arasinda degisen dar yaprakgiklart ve yuvarlak¢a kalin kabuklu, 2.5-3.5
cm capinda meyveleri ile tammlanir. J. hindsii, ilk defa Hinds tarafindan 1837 yilinda, Asagi

Sacramento Irmaginda bulunmustur [10].
J. nigra L.

J. nigra L., Dogu siyah cevizi, Dogu ve Batt ABD'nin Bat1 New Hampshire -Georgia ve
Minnesota, Texas aras1 bolgenin tabii bitkisidir. J. nigra L., 17. YY. baslarinda Avrupa'ya hem
kerestelik ve hem de siis bitkisi olarak getirilmis ve Giiney Iskandinavya'nin daha kuzeylerine
kadar dikilmistir. Uzun boylu agaclan, 15-23 yaprakciktan olusan yapraklari, biiyiik diizensiz

cizgili 3-4 cm ¢apindaki meyveleri ile taninir [10].



Cizelge 1.1. Cevizin sistematigi

Sinif Dicotiledoneae
Takim Juglandales
Familya Juglandaceae
Cins Juglans

Tiir Juglans regia L.

Juglans australis Grisebach

Juglans boliviana Dode

Juglans californica S.Wats

Juglans cathayensis Dode

Juglans cinerea L.
Juglans ailantifolia Carr

Juglans ailantifolia coriformis (Max) Reh.

Juglans hindsii Jeps

Juglans jamaicensis C.D.C

Juglans major (Torr) Heller

Juglans mandshurica Maxim

Juglans microcarpa Berlandier
Juglans mollis Engeim

Juglans nigra L.
Juglans olanchana Standley and Williams
Juglans stenocarpa Maxim

J. californica S.Wats

Giiney Kaliforniya siyah cevizi, Santa Ynez ve Santa Ana daglarindan Giiney
Kaliforniya'ya kadar olan bolgede bulunur. J. californica, J. hindsii'den daha az sayida
yaprakc¢iklart (11-15 tane), daha kiiciik meyveleri, kiiciilk agaclan, ilkbaharda erken
yapraklanmasi ve agustosta erken yaprak dokiimii ile ayrihr [10].

J. cinerae L.

Georgia ve Arkansas’ tan New Brunswick'e kadar uzanan alanin dogal bitkileri
arasindadir. Bu tiirtin en 6nemli 6zelli§i Amerikan ceviz tiirleri arasinda soguga en

dayanikli tiir olmasidir [10].
1.5.2. Ulusal Ceviz Cesitlerimiz

Ulusal ceviz ¢esitlerimiz, Juglans regia L. tiiriine ait kiiltiir varyeteleridir.



Yaloval

Ortalama meyve agirlig1 15,5 g, i¢ agirlig 7.5 g, i¢ oram % 48 i¢ ceviz yag oram %70, i¢ ceviz
protein orani % 23 olup taze ve kuru tiikketimde kullanilabilen bir ¢esittir. Eyliil sonlarinda hasat
edilen cesidin ciceklenme tipi protandridir. Cesit i¢in tavsiye edilen tozlayicilar, Yalova 4 ve

Sebin ceviz cesitleridir [10]
Yalova 2

Ortalama meyve agirlig1 16,5 g, i¢ agirhigs 7,6 g, ic oram % 46 i¢ ceviz yag oran1 9768 i¢
ceviz protein oran1 % 18 olup taze tiikketimde kullanilabilen bir ¢esittir. Eyliil sonlarinda hasat
edilen ¢esidin ¢iceklenme tipi protogenidir. Bu ¢esitte fidan iiretimi Tarim Bakanlig: Yetkilileri'nin

ifadesine gore durdurulmustur [10]
Yalova 3

Ortalama meyve agirhg 12,1 g, i¢c agirhgr 6,4 g, ic oram1 % 53 ic ceviz yag oram1 %71, ic
ceviz protein oran1 % 21 olup kuru tiiketimde kullamlabilen bir ¢esittir. Eyliil sonlarinda hasat
edilen cesidin ciceklenme tipi protandridir. Cesit icin tavsiye edilen tozlayici gesit, Yalova 1'dir

[10].
Yalova 4

Ortalama meyve agirhigi 12,9 g, i¢c agirhigi 6,8 g, ic oram1 % 53 i¢ ceviz yag orant %73 i¢
ceviz protein oran1 % 17 olup kuru tiikketimde kullanilabilen bir ¢esittir. Eyliil sonlarinda hasat

edilen ¢esidin ¢iceklenme tipi homogamidir [10].
Sebin

Sebin ceviz cesidi Sebinkarahisar Ilgesi Kirkgéz mahallesi orijinlidir. Cesidin
orijinindeki ortalama meyve agirligi 9,40 g, i¢c agirlig1 6,60 g, i¢ randiman1 % 63 ve yag icerigi
ise % 69,40 olarak belirlenmistir . Cesidin Tokat I1i - Niksar Ilcesi Ekolojik Sartlarinda ortalama
meyve agirhg 11,36 g i¢ agirligr 7,44 g ic randimam1 % 65,14  ve yag icerigi ise ~ % 67
olarak saptanmistir. Eyliil ortalarinda hasat edilen cesidin ¢iceklenme tipi protantridir. Cesidin
agaclan yayvan bir ta¢ gelisimi sunar. Cesiticin tavsiye edilen tozlayici cesit Bilecik ceviz
cesididir. Sebin ceviz ¢esidinin kuraga ve giines yanikligina hassas olmasi nedeniyle, 6zellikle
Haziran-Eyliil arasinda i¢ ceviz kalitesi tizerine mutlak manada etki eden su sikintis1 ¢ekilen
yerlerde ilave sulamalara 6nem verilmelidir. Hasat zamaninin yesil kabugun kavlamaya hasladigi
zamana kadar geciktirilmesi i¢ cevizde 6nemli kalite kayiplarina neden olan kararmalara neden

olmaktadir. Sulama sikintisinin olmadig1 ve giines yamklhigi durumunun goézlenmedigi yerlerde,



Sebin ceviz cesidinin i¢ ceviz olarak degerlendirilmesi iyi bir secenek olacaktir, i¢ kurdu, sulama ve
giines yanikligina dikkat etmek sartryla Sebin cevizi ¢esidinin simdilik iyi 6zelliklere sahip ve karh
bir ¢esit oldugunu sdylemek miimkiindiir [10].

Bilecik

Ortalama meyve agirhig 10,4 g, i¢ agirhig 5,2 g, i¢ oran1 % 50 i¢ ceviz yag oranm1 % 62, i¢ ceviz
protein orant % 12 olup, kuru tilketimde kullanilabilen bir ¢esittir. Eyliil sonlarinda hasat edilen
cesidin ¢iceklenme tipi protogenidir. Bilecik ceviz ¢esidi iilkemiz ceviz yetistiriciliginde daha cok
Sebin ceviz ¢esidi i¢in tozlayici cesit olarak kullamlmaktadir. Cesit i¢ kurduna Sebin ceviz cesidine
gore daha dayanikhidir. Meyve kalitesi diistiktiir [10].

1.6. Juglon'un Allelopatik Etkileri

Juglon'un allelopatik etkilerine dair ilk kayitlardan yukarida kismen bahsedilmisti. Bu
raporlar 1920'li yillara aittir. Bundan sonra bu alandaki caligmalarda bir yavaslama olmug 1970l
yillardan sonra giiniimiize kadar tekrar bu alandaki calismalar yogunlasmustir. Juglon'un cesitli
bitkiler {izerindeki allelopatik etkileri daha c¢ok c¢imlenme ve fide biiyiimesi {izerinde
aragtirilmigtir. Terzi ve Kocagaligkan (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada, ceviz yaprak oziitlerinin ve
juglonun domates, tere, hiyar bitkileri tizerinde olumsuz, kavun iizerinde ise olumlu etkileri tespit
edilmistir. Yine ceviz yaprak oziitleri ile juglonun etkileri arasinda pozitif korelasyon tespit

edilmistir [13].

Juglon'un kozalakl bitkilerde fide bilyiimesi iizerine olan etkisi arastirildiginda bazi tiirlerde
olumsuz bazilarinda da olumlu etki yaptig1 ve bu etkinin konsantrasyona gore degistigi belirlenmistir
[14]. Bir bagka calismada kozalakli bitkilerden Norveg¢ ladin'i (Picea abies) iizerinde Juglon'un
etkileri arastirilmig ve juglonun olumsuz etkisinin oldugu ancak bu etkinin ¢imlenme sonrasi fide
bilylimesinde daha acikca goriildiigii tespit edilmistir [15]. Benzer sekilde, 16 bitki tiirii ile yapilan bir
calismada, Juglon'un 10° M konsantrasyonu kuvvetli inhibitor etki gostermistir. [15] Bu etki bilhassa
cimlenme sonrasi biiylime {izerine daha kuvvetli olmustur. Baz1 bitki tiirleri ise Juglon'a kars1 ¢ok
hassas olup 10° M gibi diisiik bir konsantrasyonda bile zarar gormiislerdir. Bu tiirler sunlardir:

(Lonicera maackii, Lespedeza cuneata, Trifolium incarnatum, Alnus glutinosa, Elaeagnus

umbellata). Buna mukabil bir kag tiir iizerinde 10 M juglon biiyiimeyi artirict etki gostermistir [5].

Bitki tiirlerinin Juglon'a olan hassasiyetleri ¢ok farkhidir [16]. Juglon'a en hassas bitkilerin
basinda; domates, yonca, elma, armut, bogiirtlen, kizil cam ve beyaz ¢am gelir. Juglon'a toleransh
bitkiler ise; Trifolium, Ranunculus, Primula, Poa, Iris, Lilium, Helleborus, Gentiana, Vitis,

Ouercus, Juniperus gibi bitkilerdir [17].



Ceviz agaclarnin (Juglans regia L.) ksilem ekstidatlarindaki juglon'un ceviz agilama
calismalarin1 olumsuz olarak etkiledigi ve asilama bolgesindeki kambiyum dokusunun hiicrelerini

oldiiriip kallus dokusunun olusumunu engelliyerek bu basarisizliga sebep oldugu belirlenmistir [18,19].

Juglon'un biiylime inhibitorii olarak etki mekanizmasinin nasil oldugu ¢ok az arastirilmistir. Bu
hususta bir ka¢ caligma mevcuttur. Bu ¢alismalara gore Juglon domates ve bakla yaprak diskleri ile
kesilmis misir koklerinin O, alimimi ve dolayisiyla solunumu azaltarak biiyimeye ket vurmaktadir
[20,21]. Bir baklagil bitki olan Vida villosa Roth. iizerinde juglon'un biiyiime engelleyici etkisi, bu
bitkinin koklerinde nodul olusumunu azaltarak dolayisiyla azot fiksasyonunu kisitlayarak olmustur [22].
Soya fasulyesi ve Lemna minor bitkisinin biiylimesindeki azalma, bu bitkilerin klorofil miktar1 ve net

fotosentezlerindeki azalmayla dogru iligkili bulunmustur [23].
1.7. Juglon’un Mikroorganizmalar Uzerine Etkileri

Krajci ve Lynch (1978) yaptiklar calismada, juglon ve ceviz oziitlerinin (ethanol, hexane, su,
DMSO c¢oziiciileri ile hazirlanan) cesitli mikroorganizmalar tizerindeki inhibisyon etkilerini arastirmustir.
Aragtirmacilar juglonu cesitli konsantrasyonlarda (1.0-0.5-0.25-0.125-0.0625-0.0313-0.0156 mg/ml) ve
ceviz Oziitlerini de cesitli ¢oziiciiler (ethanol, hexane, su, DMSO) kullanarak mikroorganizmalara
uygulamuslardir. Ceviz 6ziitleri kullamlan mikroorganizmalarin ¢ogunda etkili olmus, fakat juglonun
kullanilan biitiin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal etki gostermistir [24].

Clark ve arkadaslart (1990) juglonun antimikrobiyal aktivitesini arastirmstir. iki dermatofit olan
Microsporum gypseum ve Trichophyton mentagrophytes tiirlerini kullanarak juglonun MiK degerlerini,
diger ticari fungal ajanlar (clotrimazole, triacetin, tolnaftate, griseoflavin, zinc undecylanate, selenium
sulfide) ve fungal antibiyotikler (liriodenine ve liriodenine methiodide) ile karsilagtirmah olarak tespit
etmistir. Juglonun MIK degerleri diger ticari fungisitler (zinc undecylanate, selenium sulfide) kadar etkili
oldugunu gostermistir. Ayrica bu ¢ahsmada, juglonun MIK degerleri gesitli bakteriler, (Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis, Mycobacterium smegmatis) mayalar (Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae, Cryptococcus neoformans) ve funguslar (Aspergillus flavus ve Aspergillus fumigatus)
kullanarak tespit edilmistir.En diisiik MIK degeri Saccharomyces cerevisiae0.39 pg/ml olurken, en
yiiksek MIK degeri Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis tiirleri igin 12.5 pg/ml olmustur [25].

Didry ve arkadaglart (1994) yaptig1 calismada, antrakinonik ve naftakinonik materyallerin oral
bakteriler iizerine etkilerini arastirmustir. Juglon, rhein, emodin, aloe emodin, sensoide A, sensoide B,
chrysophonic asit gibi naftononik ve antrokinonik materyallerinin Streptecoccus mutans, St. sabrinus, St.
rattus, St. cricetus, St. mitis, St. sanguis 1-2, S. milleri, Peptostreptecoccus constellatus, Prevotella oris, P.

bucea, P. intermedia tiirleri iizerindeki etkilerini ve MIK degerlerini tespit etmistir. Juglon’un MIK



10

degerleri 125 pg/ml — 500 pg/ml arasinda degismektedir [26].

Akhtar ve arkadaglar1 (1997) yaptiklar1 arastirmada Xanthomonas campestris pv. campestris
tizerinde 228 bitki ekstraktlarmin antibakteriyel aktivitelerini caligmustir. Bitki difiisatlarim  cesitli
konsantrasyonlarda (50-20-10-5 mg/ml) X. campestris pv. citri tirii XC-100 iizerinde denemistir.
Juglans regia’nmin 2 mm gibi inhibisyon zonu ol¢tilmiistiir [27].

Alkhawajah (1997) yaptig1 calismada, ceviz (Juglans regia L.) Oziitlerinin antimikrobiyal
aktivitesini calismistir. Bu calismada, cevizden hazirlanan 6ziitleri gesitli konsantrasyonlarda (10-50-100-
200-300 pg/ml) ve cesitli antibiyotikleri (tobramycin, gentamycin, spectinomycin, erythromycin,
doxyecyline, ampicilin ve cholorampicilin) kullanarak Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeroginosa, Streptococcsus aeroginosa, Streptococcus mutans
ve Candida albicans bakteri ve mayalar {izerinde etkilerini tespit etmistir. Inhibisyon zonlar1 0.20-3.1 cm
arasinda degismektedir. Sadece uygulanan ceviz Oziitleri Salmonella typhimurium tiriinde etki

gostermemistir [28].

Stayeh ve Ghadeib (1999) bitki ekstratlarmin dematofitler tizerinde antifungal etkisini
inceledikleri ¢aligmada, cevizin sulu oOziitlerini kullanmustir. Dermotofit olan Microsporum canis,
Trichophyton mentagrophytes, T. violeceum funguslan iizerinde ceviz Oziitlerinin yaklagik %98 gibi bir
inhibitor etkisi tespit edilmistir. MIK degerleri M. canis icin 3 ug/ml, T. mentagrophytes ve T. violeceum
icin 0.6 pg/ml olarak bulmustur [29].

Mansouri (1999), yaptign arastirmada, Iran’da yetisen bitkilerden hazirlanan ekstratlarn .
aureus ftiirleri iizerine inhibitér etkilerini tespit etmeye calismistir. Calismanin sonucunda, ceviz

oOziitlerinin (30 mg/ml) S. aureus tiirleri izerinde antimikrobiyal etkisinin olmadig tespit edilmistir [30].

Mehrabian ve arkadaslari (2000), bazi havasal mikroorganizmalar iizerinde ti¢ bitkinin (Rubia
tinctorium, Carthamus tinctorius, Juglans regia) antimikrobiyal etkilerini arastirmustir. Bu ¢aligmada, ti¢
bitkiden su, methanol ve kloroform ile hazirladiklan 6ziitlerin antimikrobiyal aktiviteleri Bacillus subtilis,
B. cereus, B. Mycoides, Aspergillus niger, Penicillium expandasum ve Geotrichium candidum tiireri
kullanlarak belirlenmistir. Oziitler 200 ug/ml konsantrasyonda uygulanmus ve kloroform ve sulu oziitler
en az antimikrobiyal etkiyi gostermistir [31].

Hadacek ve Greger (2000), Botrytis cinerea, Cladosporium hebarum, Fusarium avaneceum
fungus tiirleri iizerinde juglon ve falcarindiol (Peucedanum cervaria tiiriinden izole edilen madde)
antifungal etkilerini arastirnmstir. Degisik yontemlerle juglon ve falcarindiol’'un MIK degerlerini tespit
etmis ve juglonun falcarindiolden daha etkili oldugunu bulmustur [32].

S. Omar ve arkadaslan (2000), Kuzeydogu Amerika’da yetisen sert kabuklu agaclardan
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hazirlanan ekstratlarin ve geleneksel ilaglarin antimikrobiyal aktivitesini arastrmustir. Ceviz kabugu
(Juglans cinerea) ve Kuzeydogu Amerika’da yetisen 14 adet tiirden hazirlanan ekstraktlarin, Candida
albicans, Saccharomyces ceravisiae, Cryptococcus neoformans, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum gypseum ve Aspergillus fumigatus tiirleri iizerindeki antimikrobiyal etkileri belirlenmistir.
Ceviz kullanilan bu tiirler iizerinde genis bir inhibisyon etkisi gostermistir. Ayrica, kullanilan ekstratlarm
antimikrobiyal aktivitesi gram pozitif bakterilerinki gram negatiflerden, funguslarm ki de
mayalarinkinden daha iyidir [33].

Lopez ve arkadaglarni (2001) yaptiklani calismada, Kolombiya’da yetisen tibbi bitkilerinin
antiviral ve antimikrobiyal aktivitelerini arastrnustir. Kolombiyada yetisen ceviz (Juglans neotropica) ve
diger bitki tiirlerinden methanolle hazirlanan ekstratlar viriis olarak HSV ve RNA poliviriis, gram pozitif
bakteriler Bacillus subtilis, Streptococcus faecelis, Staphylococcus aureus methiciline direngli, gram
negatif bakteriler Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeroginosa (wild), Salmonella
typhimurium, Mycobacterium phlei ve maya tiirii olarak Candida albicans tizerindeki etkileri incelemis,

ceviz mayalar ve bakteriler tizerinde genis bir anitmikrobiyal ve antiviral etki gostermistir. [34].

Mouhajir ve arkadaslar1 (2001) yaptiklarnt ¢ahismada, Fas’ta yasayan Berberilerin kullandig
endemik tibbi bitkilerin ¢cok yonlii olarak antiviral etkilerini aragtirmustir. Metanolle hazirlanan 75 adet
Fas’a endemik bitki Oziitiiniin aydinhik ve karanhk ortamda Sindbis virusu, Herpes simplex virusu ve
Polio virusu tizerindeki etkilerini ¢aligmustir. Cevizin (Juglans regia L.) yaprak ve kabuk kismindan
hazirlanan 6ziitlerinin siniizit, soguk alginligi, deri enfeksiyonlar1 kurdesen ve mide rahatsizliklarina karst
tedavi edici Ozelliginin oldugunu bulmustur. Ayrica cevizin; HSV virusu i¢in 1.5 pg/ml karanlik ve
aydinlik ortamda; SINV virusu i¢in 1.5 pg/ml aydinhkta, 12.5 pg/ml karanlikta, Polio virusu icin 25
ug/ml hem karanlik hem de aydinlik ortamdaki MIK degerlerini tespit etmistir [35].

Arora ve arkadaglan (2003) yaptiklan caligmada, Hindistan’da yetisen bazi tibbi bitkilerin
antimutajenik aktivitesini bulmak icin, Salmonella typhimurium’un TA 98 ve TA 100 strainleri
tizerindeki etkilerini aragtirmistir. Bu calisgmada Cevizin kabuk kismindan su, aseton ve kloroform ile
ekstratlar hazirlanmig ve konsantrasyonlarda S. typhimurium strainlerine uygulamustir. Cevizin asetondan
hazirlanan ekstratlarin TA 100 strainine karst %98 lik bir inhibisyon etkisi gosterdigini tespit etmistir
[36].

Shahidi Bonjar ve arkadaslar1 (2004) yaptiklari calismada, fran’in giineydogusunda yetisen tibbi
bitkilerin antibakteriyal ve antifungal etkilerini arastirmistir. Metanolle hazirlanan 93 familyaya ait 225
bitki eksrakti, 11 bakteri tiirii ve 3 fungus tiirti kullamlmstir. Ceviz (Juglans regia) cicek kismindan
hazirlanan ekstratlar Bacillus pumilis tiirtinde 10 mm, Staphylococcus aureus tiiriinde 9 mm ve B. ceraus

tiirtinde ise 9 mm inhibisyon zonu gostermistir [37].
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1.8. Arastirmanin Amaa ve Onemi

Bu calismanin amaci, cevizden salgilanan Onemli bir allelokimyasal madde olan
juglon’un bazi1 bakteri ve fungus tiirleri iizerine olan antibakteriyel ve antifungal aktivitesini
ortaya koymaktir. Ceviz agaclar iilkemizde oldukc¢a yaygin olarak bulunmaktadir. Calisilan
bakteri ve funguslar ise cogunlukla toprakta yasiyor ve bakterilerin bir kismi, funguslarin ise
tamamu bitkilerde hastalik yapan mikroorganizmalardir. Dolayisiyla bu calisma, hem dogadaki
juglon-mikroorganizma allelopatisini aydinlatacak, hem de fitopatojen mikroorganizmalar icin

dogal bir ilag olarak juglon’un kullanimi1 yolunda bir fikir verecektir.



2. MATERYAL VE METOT

2.1.Materyal Temini

13

Calismamizda Juglans regia L. tiiriine ait Sebin, Yalova 2, Yalova 3, Yalova 4, 1974-7

ortamda, kullanilana kadar muhafaza edilmistir.

varyeteleri kullanilmustir. Bu tiire ait aac yapraklart Agustos ayinda Uludag Universitesi Bahge

Bitkileri Aragtirma bahgesinden toplamip etiiv de 70°C de 48 saat kurutularak kuru ve serin bir

Calismada, gram pozitif, gram negatif bakteriler ve ilaveten funguslar kullanilmistir.

Kullanilan bakteri ve funguslar Cizelge 2.1 de verilmistir.

Cizelge 2.1. Test organizmasi olarak kullanilan bakteri ve fungus tiirleri.

Bakteriler Funguslar
Escherichia coli Gram negatif Aspergillus niger
Salmonella typhimuirum Gram negatif Aspergillus flavus
Enterecoccus faecalis Gram pozitif Aspergillus fumigatus

Bacillus cereus

Gram pozitif

Aspergillus parasiticus

Staphylococcus aureus

Gram pozitif

Geotrichium candidum

Staphylococcus epidermidis

Gram pozitif

Fusarium graminearum

Yersinia enterocolitica

Gram negatif

Fusarium solani

Proteus vulgaris

Gram negatif

Botrytis cinerea

Streptecoccus faecium

Gram pozitif

Candida albicans

Pseudomonas gingeri

Gram negatif

Pseudomonas syringae pv.phaseolica

Gram negatif




2.2. Besiyerleri

Besiyeri 1. Nutrient Agar (NA)

Et ekstakti 30¢g
Pepton 50¢g
Agar 120¢g
Saf su 1000 ml

Otoklavda 121 °C 'da 15 dakika sterilize edilmistir.

Besiyeri 2. Mueller Hinton Agar (MHA) (pH 7.4)

Beef infusion 300,0 g
Casamino asit 175¢
Nisasta 15¢
Agar 170 g
Saf su 1000 ml

121 °C’de 1.1 atm basingta 15 dk siire ile steril edilmistir.

Besiyeri 3. Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (pH 8.6)

Pepton 100 g
Glikoz 400 ¢g
Agar 150¢g
Saf su 1000 ml

121 °C’de 1.1 atm basingta 15 dk siire ile steril edilmistir.

14
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Besiyeri 4. Potato Dextrose Agar (PDA)

Patates infiizyonu 40¢g

D (+) glikoz 200 ¢g
Agar 150¢g
Saf su 1000 ml

121 °C 'da otoklavda 15 dakika sterilize edilmistir.

Besiyeri 5. Yeast Malt Agar (YMA)

Malt ekstrat 30g
Maya ekstrakti 30¢g
Dekstroz 10,0 g
Pepton 50¢g
Agar 20,0 g
Saf su 1000 ml

0.4 M KOH ve 1 N H,SO, ile pH 7.5+0.2’ye ayarlanarak otoklavda 121 °C’de 1.1 atm

basingta 15 dk siire ile steril edilmistir.
2.3. Cozeltiler
Cozelti 1. Serum fizyolojik
NaCI 0,85
Saf su 100 ml
Hazirlanan ¢ozelti otoklavda 121 °C’de 1.1 atm basingta 15 dk siire ile steril edilmistir.
Cozelti 2. Mc farland Standart Cozeltisi
BaCly(%1.175 ,0.048 M) 0.5 ml
H,S04(%1, 0.18 M.) 99.5 ml

BaCl, ve H,SO, karistirildiginda elde edilen bulanik ¢ozelti spektrofotometre de 625nm
dalgaboyunda okutulmustur. Bu dalga boyunda absorbans degeri 0.08-0.10 aralifina denk
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gelmigstir. Bu deger 0.5 Mc Farland standard1 olarak kabul edilmistir Standardin bulaniklilig: ile
bakteri siispansiyonlarinin bulaniklilig1 ¢iplak goz ile karsilastirilarak ayarlanir. 0,5 Mc Farland
standardi ml de 10 bakteri varligmi gostermistir. Standart, karanlikta oda sicakliginda

saklanmustir. 3 ayda bir tekrar hazirlanmalidir [38].
Cozelti 3. %01 TritonX 100

Triton X100 1 ml

Distile su 1000 ml
121°C’de 15 dakika siire ile steril edildi.
2.4. Ceviz Yapraklarindan Oziit Hazirlama

Kurutulmus ceviz yapraklarindan 6ziit hazirlama isleminde su ve alkol ¢oziicii olarak
kullanilmistir.10 g ceviz yapragi 100 ml etil alkol ve saf su icinde blenderde pargalanarak
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenat tiilbentten siiziilmiig, 20000 rpm hizinda 5°C de
10 dakika santrifiijlenmistir. Olusan supernatant kismi1 alinmistir. Su ile hazirlanan 6ziitlerdeki
su, Anadolu Universitesi BIBAM (Bitki Ila¢ Bilimsel Arastirma Merkezi)’da bulunan
liyofilizatorde uzaklastirilmistir. Alkolle hazirlanan 6ziitlerdeki alkol ise, evaporatdrde

uzaklastirilarak su ve alkol ekstreleri elde edilmistir.

Bu oziitler antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde ve ince tabaka kromatografisinde
dogrudan kullanilmistir. Sulu oziitlerin 0,1 mg tartilip, 2 ml DMSO icinde c¢oziinmesi
saglanmis, alkol oziitleri ise 0,1 mg tartilip 1 ml DMSO i¢inde ¢oziinmesi saglanmustir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan saf juglon da 0,1 mg tartildiktan sonra 1 ml DMSO iginde

¢cOziilmiistiir.
2.5. ince Tabaka Kromotografisi (ITK)

Kromotografi, bir karistmin por6éz bir ortamda, hareketli bir ¢oziiciiniin etkisiyle
karisimi  olusturan bilesiklerin farkli hareketleri sonucu bilesenlerine ayrilmasi olarak
tanimlanabilir. Baglica silika ve aliminyum ile kaplanmis tabakalar yaygin olarak cam,
aliminyum veya plastik iizerinde kullanilir. Silika hafif asidik olup, hafif bazik aliminyuma
nazaran daha cok kullanilir. Ince tabaka kromotografisi islemleri sirasinda F,s4 (Merck, 0,25

um kalinliginda) ITK plag kullanilmistir.

Su ve alkol 6ziitleri alkolde ¢oziindiiriilerek plaga uygulanmustir. ITK plakasi levhanin

sagindan ve solundan 1 cm igeri, alt kissmdan da 2 cm olacak sekilde uygulanacak ornek
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sayisina gore esit sekilde kursun kalemle isaretlenmistir. Ornekler bu noktanin tam ortasina

gelecek sekilde 5 pl kilcal boru yardimi ile emdirilmistir. Bu islem en az 4 kez tekrar edilmistir.

Hareketli faz olarak Toluen: Etilasetat: Metanol: Butanal (29.1: 0.9: 5: 5) kullanilmustir.
Yiiriitme c¢ozeltisi (hareketli faz) ile doygun hale gelen tankin icine plaka diizgiin sekilde
yerlestirilmistir. Ornek uygulanan noktalarin sivi i¢inde kalmamasina ozen gosterilmistir.
Yiiriitme islemi plakanin iist kismindan 0,3 cm kalana kadar devam etmis ve siire sonunda tankin
icinden ¢ikarilan plakalar havada kurutulmustur. Plaka iizerinde olusan spotlar UV 15181 altina
gozlemlenmistir. Yiriitme sonunda coziiciiniin ve Orneklerin ilerledigi mesafe metrik bir
cetvelle olciilmiistiir. Her madde icin uygulama kosullar1 belirtilerek karakteristik bir deger

olan Ry ile ifade edilir [39,40,41].
R¢= Maddenin ilerledigi yol/Coziiciiniin ilerledigi yol
2.6. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
2.6.1. Antibakteriyal Aktivitenin Belirlenmesi

Elde edilen ceviz yaprag oziitlerinin antibakteriyal aktivitesinin belirlenmesinde “Agar
Kuyucuk Yontemi” kullamilmistir. Test bakteri kiiltiirlerini aktive etmek i¢in ilk 6nce insan
patojeni olanlar Nutrient agar (NA) besiyeri bulunan tiiplere, bitkilerde hastalik yapan bakteriler
ise yeast malt agar (YMA) besiyeri bulunan petrilere ekimleri yapilmis ve insan patojeni olanlar
37 °C de 24 saat, bitki patojenleri ise 25 °C de 72 saat inkiibasyona birakilmigtir. Bakteri
kiiltiirlerinin yogunlugu steril serum fizyolojik ile Mc Farland 0,5 (yaklasik 10® cfu/ml) tiipiine
gore ayarlanmistir. Steril petrilere 20 ml MHA besiyeri dokiilerek donmaya birakilmistir. Daha
sonra bu petri plaklarinin tizerine 100 pl kiiltiir iceren ve vorteks ile iyice karigmasi saglanmis
45 °C de siv1 halde korunan 5 ml MHA besiyeri ilave edilmis, yiizeye yayilmasi saglanmstir.
Daha sonra steril mantar delici (cork borer) yardimu ile aseptik kosullarda her bir petri plaginda

birbirinden mesafeli 10 mm ¢apinda ¢ukurlar agilmistir.

Hazirlanan ceviz oziitleri ve juglon c¢ozeltilerden petrilerde agilan ¢ukurlara 100 pl ilave
edilmis, daha sonra 30 dk buzdolabinda maddelerin difiize olmas1 icin bekletilmistir. Insan
patojeni olan bakteriler 37 °C de 24 saat, bitki patojenleri ise 25 °C de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyondan sonra cukurlarin etrafinda bakterilerin iireyemedikleri bolgeler

(zonlar) olusmustur. Bu zonlar kumpas yardimi ile 6l¢tilmiistiir.
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2.6.2. Antifungal Aktivitenin Belirlenmesi

Calismada kullandigimiz funguslart aktive etmek i¢in PDA besiyeri bulunan tiiplere
ekimleri yapilmig 25 °C de 72 saat inkbasyona birakilmistir. Daha sonra olugan sporlar %1 lik
Triton x 100 ¢ozeltisi ile besiyeri ylizeyinden kazinarak alinmis ve yogun spor siispansiyonlari
elde edilmistir. Spor siispansiyonlar1 Thoma lanmunda sayilarak 10° spor/ml olacak sekilde
ayarlanmugtir. Steril petrilere 20 ml SDA besiyeri dokiilmiistiir. 45 °C de sivi halde korunan 5 ml
SDA bulunan tiiplere 100 ul spor siispansiyonu ilave edilerek vortekslenmistir. Daha sonra

petrilere dokiiliip yiizeye yayilmasi saglanmstir.

Ceviz oziitleri ve juglondan hazirlanan ¢ozeltilerden petrilerde agilan cukurlara 100 pl
ilave edilmis, daha sonra maddelerin difiize olmas icin 30 dak buzdolabinda bekletilmis ve 25
°C de 72 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra cukurlarin etrafinda bakterilerin
iireyemedikleri bolgeler (zonlar) olusmustur. Bu zonlar kumpas yardimi ile mm cinsinden

Olciilmiistiir.
2.7. Minimal inhibitor Konsantrasyonu (MiK)’nun Belirlenmesi

Juglon ve Sebin varyetesine ait oziitlerin Pseudomonas gingeri, Staphylococcus aureus
bakterileri ve Candida albicans fungusu icin MIK degerleri tespit edilmistir. MIK degerinin
tespiti icin 2 mg juglon ve Sebin varyetesine ait Oziitten tartilmis ve 5 ml DMSO iginde
coziilmiistiir. Miiller Hinton Broth besiyeri hazirlanmistir. Bu besiyerinden kiiciik tiiplere 400 ul
koyulmustur. flk tiipe 400 pl juglon ve 6ziit ilave edilmistir. Daha sonra 2. tiipe ise 1. tiipden
400 pl aktarilmistir. Bu sekilde devam edilerek 11. yani son tiipden 400 pl alinip disartya
atilmistir. Boylece biitiin tiiplerde esit madde olmasi saglanmistir. Daha sonra her bir tiipe
yogunlugu 0,5 Mc Farland ile ayarlanmus (yaklasik 10° cfu/ml) bakteri ve fungus
siispansiyonlarindan 20 pl ilave edilmistir. Ps. gingeri 27 °C de 24 saat S. aureus ve C. albicans
ise inkiibasyona birakilmistir. Bulaniklik olusan tiiplerde iireme oldugu kabul edilerek,

bulanikliligin olusmadig1 en yiiksek konsantrasyon MIK olarak belirlenmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Ceviz Oziitleri ve Juglon’un iTK Sonuclari

Ince tabaka kromatografi sonuclarina gore ceviz yapraklarindan hazirlanan oziitlerde
juglon varligr tespit edilmistir. Sekil 3.9 da goriildigi gibi juglon Rf = 0,9 da sar1 renkli

benekler halinde belirmistir. Bu bolge tiim 6ziitlerde de bulunmaktadir.

[b]

Sekil 3.1. Ceviz oziitlerinin ve saf juglonun kormatografi plagindaki genel goriintiisii.
[a] Kromatografi plaginin yiiriitme tankindaki goriintiisii, [b] Plaktaki oklar juglonun bulundugu
yerleri gostermektedir. Sag kenardaki tek benek saf juglona aittir. Ayn1 hizadaki diger benekler

ise oOziitlerde bulunan juglona aittir.
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3.2. Ceviz Otziitleri ve Juglonun Bakteriler Uzerine Etkisi

Ceviz oziitleri ve juglon allelokimyasali kullanilan bakterilerin yaris1 tizerinde
inhibisyon etkisi gostermistir. Kullanmis oldugumuz 6ziitler denemede kullanilan 11 bakteri
tiriiniin 5 tanesini inhibe etmistir. Ay sekilde, juglon allelokimyasali da 5 bakteri tiirii
iizerinde etkili olmustur. Yani bakterilerin iiremelerini engellemistir. Ceviz yapragindan
hazirlanan 6ziitlerden etil alkol ile hazirlananlar su ile hazirlanan oziitlere oranla daha fazla

inhibisyon gostermistir (Cizelge 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.4.)

Alkollii oziitler Staphylococcus aureus bakterisi lizerinde diger bakterilere gore daha
etkili olmus, bu bakterinin alkollii 6ziitlere kars1 duyarli oldugu bulunmustur. Alkollii 6ziitlere
kars1 genel itibari ile etki gosteren bakteri tiirlerinin {izerinde az duyarli veya duyarli olduklari
tespit edilmistir. Kullanilan bakteri tiirlerinin ¢ogunlugunun sulu 6ziitlere karsi direngli
olduklar1 bulunmustur. Sulu 6ziitlerden 1974/7 varyetesinden hazirlanan 6ziit, S. aureus ve B.
cereus lizerinde yiiksek derecede antibakteriyel etki gostermistir. Juglon allelokimyasali ise etki
goziiken tiirler iizerinde 6nemli derecede inhibisyon etkisi gostermistir. Etki goziiken bakteri
tiirlerinin taman juglona kars1 duyarlidir. Oziitlerle juglon karsilastirildiginda juglon oziitlere
gore daha etkili bulunmustur. Ilging olarak, Y. enterocolitica bakterisi alkollii oziitlere karst
duyarli veya az duyarh iken sulu oziitlere karsi tamamen direncli bulunmustur. Streptococcus
Jaecium, Streptococcus epidermidis, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris, Escherichia

coli bakteri tiirleri ise hem juglona hem de 6ziitlere kars1 direngli bulunmustur (Cizelge 3.1.).

Calismamizda hem juglon hem de oziitlere karst en duyarli bakteri Staphylococcus
aureus ve ikinci sirada Pseudomonas gingeri olmustur. Alkollii oziitler, S. aureus bakterisine
sulu oziitlerden daha etkili iken, sulu 6ziitler ile alkollii 6ziitlerin Ps. gingeri lizerine etkisi

arasinda bir farklilik goriilmemistir (Sekil 3.3. ve Sekil 3.5.).
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Cizelge 3.1. Ceviz oziitleri ve juglonun antibakteriyel etkisi (ortalama inhibisyon zon

caplar1 (mm), n=3, ¢ukur ¢ap1 10 mm)

Alkollii Oziitler (0,1 mg/ml)

Sulu Oziitler (0,05 mg/ml)

JUGLON
BAKTERILER (0,1 mg/
Yalova|Yalova | Yalova Yalova | Yalova | Yalova ml)
Sebin 1974/7 | Sebin 1974/7
2 3 4 2 3 4
1. Ps. gingeri 14,6 | 14,3 15,0 14,3 14,0 | 14,0 | 12,6 13,0 13,0 | 14,0 29,3
2. Ps. phaseolica | 12,0 | 17,3 15,0 14,6 14,6 | 13,3 | 12,0 13,0 13,0 | 12,6 21,6
3. S. auereus 20,3 | 21,0 18,3 19,6 18,6 | 13,6 | 13,0 14,3 13,3 15,0 29,3
4. B. cereus 18,0 | 17,6 18,3 16,0 | 15,6 | 143 | 12,6 13,6 14,0 | 15,3 29,0
S. Y.
18,0 | 17,6 18,0 15,0 | 16,0 0 0 0 0 0 28,3
enterocolitica
6. St. faecium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7. S.epidermidis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8. S. typhimurium| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0. P. vulgaris 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10. E. coli 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10. E. faecalis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Cizelgedeki degerler mm olarak oOlgiilen inhibisyon zon c¢aplaridir. Rakamin yiiksek

olmasi inhibisyonun yiiksekligini

gostermektedir.

Zon c¢ap1

14 mm den kiigiik ise

mikroorganizma direngli, 14-17 mm arasinda ise az duyarli, 17 mm den biiyiik ise az duyarh ve

17 mm den biiyiik ise duyarli olarak kabul edilmistir (Cetin 1973).
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Sekil 3.2. Ceviz oziitleri ve juglonun S. aureus bakterisi lizerine etkisi

[a] [b]

Sekil 3.3. Ceviz oziitleri ve juglonun S. aureus bakterisi tizerine inhibisyon etkisinin

genel goriiniisii [a] Alkollii oziitler (kenarda) ve juglon (ortada), [b] Sulu 6ziitler.
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Sekil 3.4. Ceviz oziitleri ve juglonun P. gingeri bakterisi iizerine etkisi

[a] [b]

Sekil 3.5. Ceviz oziitleri ve juglonun P. gingeri bakterisi iizerine etkisi [a] Alkollii

oziitler (kenarda) ve juglon (ortada), [b] Sulu 6ziitler.
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3.3. Ceviz Otziitleri ve Juglonun Funguslar Uzerine Etkisi

Kullanilan ceviz oziitleri ve juglon allelokimyasali, kullandigimiz fungus tiirleri
tizerinde inhibisyon etkisi gostermistir. Kullandigimiz 9 fungus tiirtintin tiimii, 6ziitler ve juglon
allelokimyasali tarafindan inhibe edilmistir. Yani funguslarin iiremelerini ve gelismelerini
engellemistir. Alkollii 6ziitler ile sulu Oziitler arasinda antifungal etki yoniinden 6nemli bir fark

goriilmemistir (Cizelge 3.2, Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.)

Kullandigimiz 9 fungus tiiriinden 6 tanesi alkollii ve sulu ceviz o6ziitlerine kars1 direncli
bulunmustur. Sulu ve alkollii 6ziitler, Aspergillus niger, A. fumigatus, A. parasiticus, Fusarium
solani ve F. graminearum tiirleri zayif bir antifungal aktivite gostermislerdir. Bu tiirler ceviz
oziitlerine direncgli bulunmustur. Alkollii ve sulu oziitler, Geotrichium candidum, Botrytis
cinerea ve Candida albicans tiirleri iizerinde ise daha etkili olmuslardir. Bu ii¢ tiiriin ceviz
oziitlerine kars1 az duyarli ve duyarl olduklari tespit edilmistir. flging olarak, A. niger fungusu
alkollii oziitlere kars1 direncli bulunmus yani zayif bir inhibisyon etkisine rastlanmis, fakat sulu

oziitlerde ise hi¢bir inhibisyona rastlanmamustir.

Calismamizda kullandigimiz fungus tiirlerinden hem ceviz oOziitlerine hem de juglona
kars1 en duyarl tiir Candida albicans, daha sonra da Botrytis cinerea ve Geotrichium candidum
tirleri gelmektedir. C. albicans tiiriinde alkollii oziitlerin sulu oOziitlere oranla daha etkili
olduklar1 goriilmektedir. Botrytis cinerea ve Geotrichium candidum tiirlerinde ise alkollil
oziitler ile sulu Oziitler arasinda ©nemli derecede bir fark goriilmemektedir. Juglon
allelokimyasali ise bu ii¢ tiirde de alkollii ve sulu oziitlerden daha fazla inhibisyon etkisi

gostermistir (Sekil 3.6., Sekil 3.7, Sekil 3.8., Sekil 3.9. ve Sekil 3.11.).

Juglon allelokimyasal1 kullanilan tiim fungus tiirlerini inhibe etmistir. Kullanilan biitiin
fungus tiirleri juglon allelokimyasalina karst duyarli bulunmustur. Juglonun en etkili inhibisyon
gosterdigi tiir ise Aspergillus niger’dir (Sekil 3.10.). Oziitlerle juglon karsilastirildiginda,
juglonun oziitlere oranla daha etkili oldugu bulunmustur. Juglon Oziitlere oranla daha fazla

antifungal aktivite gostermistir.
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Cizelge 3.2. Ceviz oziitleri ve juglonun antifungal etkisi (ortalama inhibisyon zon

caplar1 (mm), n=3, ¢ukur ¢ap1 10 mm)

Alkollii Oziitler (0.1 mg/ml)

Sulu Oziitler (0.05 mg/ml)

FUNGUSLAR JUGLON
(0.1 mg/
Yalova | Yalova | Yalova Yalova | Yalova | Yalova ml)
Sebin 1974/7| Sebin 1974/7
2 3 4 2 3 4

1. Aspergillus flavus | 13,3 13,6 14,6 13,3 13,6 | 11,3 11,3 12,6 12,6 12,6 32,6
2. Aspergillus

12,0 | 13,0 12,0 12,0 12,3 | 12,6 | 12,3 14,0 12,6 12,6 28,6
fumigatus
3. Aspergillus niger | 12,0 | 12,0 13,3 12,0 12,0 0 0 0 0 0 33,3
4. Aspergillus

12,3 12,6 12,6 12,0 12,3 | 12,0 | 13,0 12,6 12,6 12,3 28,0
parasiticus
5. Fusarium solani | 13,3 | 12,3 14,0 12,0 12,0 | 12,3 12,0 12,0 12,0 12,0 29,3
6. Fusarium

12,6 | 14,0 12,6 12,3 13,3 | 13,3 12,0 12,3 12,0 12,6 22,7
\graminearum
7. Geotrichium

156 | 153 14,0 15,3 16,0 | 16,6 | 16,0 17,0 16,3 17,3 28,6
candidum
S. Botrytis cinerea 16,6 | 16,6 18,0 20,0 16,3 | 16,6 | 18,6 18,0 18,6 16,6 26,6
9. Candida albicans | 24 22,3 24,3 23,7 20.7 | 19,0 | 20,7 21,7 18,3 17,7 28,7

Cizelgedeki degerler mm olarak oOlgiilen inhibisyon zon c¢aplaridir. Rakamin yiiksek

olmasi inhibisyonun yiiksekligini gostermektedir. Juglon allelokimyasali kontrol olarak

kullanilmistir. Zon ¢ap1 14 mm den kiigiik ise direngli, 15-16 mm arasinda ise az duyarli, 17 mm

biiyiik ise funguslar duyarl olarak kabul edilmislerdir (Cetin 1973).
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Sekil 3.6. Ceviz oziitleri ve juglonun G. candidum fungusu iizerine etkileri

[b]

Sekil 3.7. Ceviz oziitleri ve juglonun G. candidum fungusu iizerine etkisinin genel

goriiniisti [a] Alkollii 6ziitler (kenarda) ve juglon (ortada) [b] Sulu 6ziitler.
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Sekil 3.8. Ceviz oziitlerinin ve juglonun C. albicans iizerine etkisi

[a] [b]

Sekil 3.9. Ceviz Ooziitlerinin ve juglonun C. albicans {lizerine etkisi

[a] Alkollii oziitler (kenarda) ve juglon (ortada) [b] Sulu 6ziitler.
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Sekil 3.11. Ceviz 6ziitlerinin ve juglonun B. cinerea iizerine etkisi
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Juglon ve Sebin varyetesinden elde edilen oziitin MIiK degerleri Cizelge 3.3 de

verilmigtir. Calismada, Sebin 6ziitii ve juglon allelokimyasalinin 2 bakteri ve bir fungus tiiriine

ait MiK degerleri tespit edilmistir.

Cizelge 3.3. Juglon ve Sebin oOziitiniin mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon

etkisi gosterdigi minimum konsantrasyon degerleri (MiK)

JUGLON SEBIN OZUTU
MIKROORGANIZMALAR
(ng/ml) (ng/ml)
Pseudomonas phaseolica (Bakteri) 6.250 50
Staphylococcus aureus (Bakteri) 6.250 50
Candida albicans (Fungus) 3.125 25
50
o 407
2
= ]
o 30 B P. phaseolica
D
=]
2 20 W S. Aureus
= O C. albicans
=
101
0_

Juglon Sebin Oziitii

Sekil 3.12. Juglon ve Sebin 6ztiiniin mikroorganizmalar tizerinde inhihisyon gosterdigi

minimum konsantrasyon degerleri (MIK).
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4. TARTISMA

Bu calismada, ceviz Oziitlerinin ve juglon allelokimyasalinin bazi bakteri ve fungus
tiirleri {izerinde inhibisyon etkisi arastirllmistir. Hem juglon hem de ceviz yaprak oziitleri
kullandigimiz bakterilerin yarisinda ve fungus tiirlerinin ise tamaminda biiyiime ve iiremelerini
engelleyici bir etki gostermislerdir. Allelokimyasal maddelerin gerek bitkiler gerekse
mikroorganizmalar iizerinde ¢ogunlukla inhibisyon etkisi yaptigi, nadiren de olsa bilyiimeyi
tesvik edici etki gosterdigi bilinmektedir [2,3,4]. Bu durum allelokimyasal maddenin ¢esidine,
konsantrasyonuna ve mikroorganizmanin tiiriine gore degismektedir. Calismamizda
kullandigimiz ceviz 6ziitleri ve juglon allelokimyasali kullandigimiz mikroorganizmalar
iizerinde genelde inhibisyon etkisi gostermis veya hicbir etki gdstermemis, ancak hi¢ birisinde
olumlu etki goziitkmemistir. Juglon ve ceviz Oziitlerinin kullandigimiz mikroorganizmalar

iizerinde olumlu etki gosterdigine dair literatiirde herhangi bir bilgiye rastlanmamustir.

Daha once yapilan c¢alismalarda da juglonun ve ceviz Oziitlerinin degisik
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu antifungal ve antibakteriyel aktivitesinin oldugu tespit
edilmistir. Krajei ve Lynch yaptiklar1 calismada juglon ve ceviz Oziitlerini cesitli
konsantrasyonlarda uygulamis (1,0 - 0,0156 mg/ml araliginda), kullandiklar1 biitiin
mikroorganizmalarda juglonun ve ceviz Oziitiiniin inhibisyon etkisinin oldugunu tespit
etmiglerdir [25]. Caligmamizda ise ceviz yapraklarindan hazirladigimiz alkollii 6ziitleri ve
juglonu 0,1mg/ml, sulu o6ziitleri ise 0,05 mg/ml olacak sekilde kullanarak inhibisyon etkisi
tespit edilmistir. ki calisma arasindaki farklilik kullanilan konsantrasyonlarin farkliligindan
kaynaklanabilir. Adulaziz M.Alkhawajah yaptig1 calismada dietil eterle hazirlanan ceviz
(Juglans regia L.) oziitlerini cesitli konsantrasyonlarda, E. coli, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeroginosa, Streptococcus aeroginosa, Streptococcus mutans ve Candida
albicans tiirleri tlizerinde antibakteriyel ve antifungal etkileri tespit etmistir. Salmonella
typhimurium bakterisi iizerinde inhibisyon etkisi goriilmemistir [29]. Arastirmamizda S.
typhimurium, E. coli, C. albicans tiirleri kullanilmustir. C. albicans ve S. typhimurium tiirlerinde
benzer sonuclara rastlanilmistir, fakat E.coli tiiriinde ¢alismamizda higbir etki goriilmemistir.
Bunun sebebi olarak da kullanilan ceviz oziitiindeki konsantrasyon farki ve ¢oziicli olarak
kullanilan maddelerdeki farkliliktan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Sedigheh Mehrabian ve
arkadaslari, bazi havasal mikroorganizmalar iizerinde ii¢ bitkinin (Rubia tinctorium, Carthamus
tinctorius, Juglans regia) antimikrobiyal etkilerini arastirmistir. Bu ¢alismada, tic¢ bitkiden su, methanol
ve kloroform ile hazirladiklart oziitleri, Bacillus subtilis, B. cereus, B. mycoides bakteri tiirleri ve
Aspergillus niger, Penicillium expandasum ve Geotrichium candidum fungus tiirleri {izerine

uygulamustir. Oziitleri 200 ug/ml uygulanus ve kloroformik ve sulu oziitler en az antimikrobiyal etkiyi
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gostermistir [32]. Calismanuzda da genel olarak, sulu oziitler alkollii Oziitlere oranla daha az etki
gostermistir. G.H. Shahidi Bonjar ve arkadaslar yaptiklan ¢alismada, fran’in giineydogusunda yetisen
tibbi bitkilerin antibakteriyal ve antifungal etkilerini arastirmustir ve ceviz (Juglans regia L.) cigek
kismindan metanolle hazirlanan oziitler Bacillus pumilis tiirinde 10 mm, S. aureus tiiriinde 9 mm ve B.
cereus tiirtinde ise 9 mm inhibisyon zonu gostermistir [38]. Calismanmizda ceviz yaprak Oziitlerini
kullandik, S. aureus bakterisi iizerinde 9 mm den daha yiiksek zon caplan belirlenmistir. Adi gecen
calismada ise cicek Oziitlerinin kullamlmig olmasi, yapraga gore cicekte daha az juglon bulunduguna

isaret edebilir.

Alice M. Clark ve arkadaglar yaptiklar1 caligmada, juglon ve ticari fungal ve bakteriyel
ajanlarin inhibisyon etkilerini arastirmislar ve MIK degerlerini belirlemislerdir. S. aureus
bakterisi i¢in 12,5 pg/ ml, C. albicans fungusu iginse 0.78 pg/ ml olarak MIK degerlerini
bulmuglardir [26]. Bizim ¢alismamizda juglonun S.aureus i¢in 3,125 pg/ ml, Candida albicans
icinse, 6.25 pg/ ml olarak tespit edilmistir. MIK degerleri arasindaki farklilik deneyde

kullanilan bakteri strainine ve deneyin yapilis kosullarindan kaynaklanmis olabilir.

Calismamizda kullandigimiz Pseudomonas gingeri ve P. phaseolica bakteri tiirleri bitki
patojeni bakterilerdir. Juglon ve ceviz Oziitlerinin bu bakteriler {izerinde inhibisyon etkisinin
oldugu tespit edilmistir. Ayrica calismamizda P. phaseolica tiirii i¢in belirlenen Sebin 6ziitiiniin
ve juglonun MIK degerlerine iliskin verilere daha once literatiirde rastlanmamistir. MIK
degerleri karsilastirildiginda juglon allelokimyasalinin  oziite gore on kat daha diisiik bir
konsantrasyonda P. phaseolica bakterisini inhibe etmistir. C. albicans fungusuna kars1 ise, 6ziit
etkisi juglonla mukayese edildiginde arada yedi kat civarinda bir konsantrasyon farki vardir.
Dolayis1 ile ceviz oziiti  juglonla kiyaslandiginda juglon allelokimyasali daha diisiik

konsantrasyonlarda hem bakteriler hem de funguslar tizerinde etkili olmustur.

Sonu¢ olarak calismamizda ceviz oOziitlerinin ve juglonun bakteriler ve funguslar
iizerinde antibakteriyel ve antifungal etkileri tespit edilmistir. Bakterilerden ziyade funguslar
iizerinde daha etkili sonuglar elde edilmistir. Bazi bakterilerin direngli olmasi,
allelokimyasallarin tipik Ozelliklerinden birisidir. Bu calismada kullanilan Ps. gingeri, Ps.
phaseolica, S. aureus, B. cereus, Y. enterocolitica, bakteri tiirleri juglona duyarli bulunmustur.
Bu bakteriler ayn1 zamanda ceviz Oziitlerine kars1 da duyarli yada az duyarli bulunmustur.
Dolayist ile juglon veya ceviz oziitleri gelecekte yapilacak daha genis capli arastirmalarla bu
bakterilerin sebep oldugu hastaliklar ile miicadelede biyolojik kokenli bir ilag olarak
kullanilabilir. Ayn sekilde juglon ve ceviz yaprak oziitlerinin genis spektrumlu antifungal etki

gostermesi sebebiyle gelecekte yapilacak ileri bir aragtirmayla fungus ilaci (fungusit) olarak



kullanilma potansiyeline sahip oldugu anlasilmaktadir.
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