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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

FARKLI BIiTKiLERDEN ELDE EDIiLEN ESANSIYEL YAGLARIN BiTKi
PATOJENLERI UZERINE ETKIiLERI

Dilan YURTDAS

Mus Alparslan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Ana Bilim Dah

Damisman: Dog. Dr. Sedat BOZARI

Tarimsal arazilerde hasat 6ncesi déonemde bitki patojenleri hasar verimini olumsuz etkileyen en
onemli etkenlerdendir. Bakteri veya mantar kaynakli hastaliklarin 6niine gegmek icin kullanilan kimyasal
savunma yontemlerinden, sentetik kimyasal kaynakli olanlarin yan etkilerinin oldugu bilinmektedir. Bu
kimyasallar yerine dogal bilesenlerin kullanimi sik¢a Onerilmektedir. Bundan yola ¢ikarak mevcut
caligmada Lamiaceae bitki familyasmna ait Satureja hortensis, Mentha longifolia ve Cupressaceae
familyasina ait Thuja orientalis bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin alti farkli bitki patojenine karsi
antimikrobiyal etkileri incelendi. Satureja hortensis tiiriiniin tim organizmalara kars1 6nemli aktivite
gosterdigi belirlenirken (MIC degeri 5uL/mL) Mentha longifolia (MIC degeri 5-20 uL/mL) ve Thuja
orientalis (MIC degeri 10-160 pL/mL) ucucu yaglarinin diisiik seviyede aktivite gdsterdigi tespit edildi.
Ugucu yaglarin biber fidelerinde olusturulan bakteriyel aktiviteleri nleme ve giderme ¢alismalarinda yine
Satureja hortensis tiiriiniin 6nemli etkileri tespit edildi. Fizyolojik olarak dl¢iilen klorofil a-b, total klorofil
ile karotenoid i¢eriginde ise 6nemli degisimler gozlenmedi. Sonug olarak, uygulanan ugucu yaglarin biber
fidelerinde bakteriyel yilikii azalttigi, morfolojik degisimlere neden olabilecegi ancak fotosentetik
pigmentler {izerine dnemli etkilerinin olmadig: belirlendi.

2023, 56 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Bitki patojenleri, Biyopestisit, Fitotoksisite, Fotosentetik pigment, Ugucu
yaglar



ABSTRACT

MS THESIS

THE EFFECTS OF ESSENTIAL OILS OBTAINED FROM DIFFERENT
PLANTS AGAINST PLANT PATHOGENS

Dilan YURTDAS

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Biology

Advisor: Assoc. Prof. Sedat BOZARI

The pre-harvest period of the agricultural lands, plant pathogens are one of the most important
factors that negatively affect the yield. It is known that synthetic chemical-based the chemical defense
methods used to prevent bacterial or fungal diseases have side effects. It is often recommended to use
natural ingredients instead of these chemicals. Based on this knowledge, in the present study, the
antimicrobial effects of essential oils obtained from Satureja hortensis, Mentha longifolia belongs to
Lamiaceae and Thuja orientalis of the Cupressaceae family were investigated against six different plant
pathogens. It was determined that the essential oils of Satureja hortensis (MIC value 5uL/mL) showed
significant activity against all tested organisms, while the essential oils of Mentha longifolia (MIC value 5-
20uL/mL) and Thuja orientalis (MIC value 10-160uL/mL) showed low activity. A significant effects of
Satureja hortensis essential oil were detected in the prevention and elimination of bacterial activities of
essential oils in pepper seedlings. No significant physiological changes were observed in the chlorophyll a-
b, total chlorophyll, and carotenoid contents. As a result, it was determined that the applied essential oils
decreased the bacterial load in pepper seedlings, and could cause morphological changes but did not have
significant effects on photosynthetic pigments.

2023, 56 Page

Keywords: Biopesticide, Essential oils, Phytotoxicity, Photosynthetic pigment, Plant pathogens
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1. GIRIS

Tarim, insanlarin bir kisminin isttihdamini sagladigi, besin ihtiyaglarini karsilayan,
endiistriye hammadde saglayan, milli gelirin bir kismini olusturan bir ugrasi alanidir
(Bayar, 2018). Endiistriyel tarim uygulamalar1 ile verim artarken yapilan bazi
uygulamalar insan sagligi ve c¢evre igin pek ¢ok olumsuz etkiyi de beraberinde
getirmektedir. Bu durum carpik kentlesme, tarim alanlarinin tahribi, endiistriyel
faaliyetlerin yok edilmesi, yeriisti ve yeralti kaynaklarin asir1 tiiketimiyle
sonuglanmaktadir. Bununla beraber biyogesitliligin azalmasi, kiiresel 1sinma, g¢evre
kirliligi, ozon tabakasinin delinmesi gibi geri doniisiimsiiz sonuglara da neden
olabilmektedir (Giiler ve Boriiban, 2019). Ote yandan artan niifusun bir sonucu olarak
insanoglunun tarim {iriinlerinden elde edilen besine olan talebi de artis gostermektedir
(Eryilmaz ve ark., 2019). Besin ihtiyacin1 karsilamak i¢in mevcut tarim alanlarinin
veriminin artirilmasi makul bir segenektir. Konvansiyonel (endiistriyel) tarim bu
verimliligi arttirsa da gevre kirliligi ve insan saglig1 yoniinden birgok olumsuz durumun
da ortaya ¢ikmasina neden olmustur (Giiler ve Boriiban, 2019). Diinyadaki ekilebilir
arazilerin %99 unun bu yontemlerle kullanildigi (Demir, 2016) g6z oniine alindiginda
tiretilecek trlinlerin toplum ve cevre sagligi agisindan Oonemi daha da artmaktadir.
Tarimsal uygulamalarda kimyasallarin kullanim amacinin, {riinlerin yetistiriciliginde
karsilagilan hastalik ve zararlilara karis1 miicadele oldugu goriilmektedir. Kimyasallarin
kullanimindan kaynakli olusan olumsuzluklar dikkate alindiginda alternatif miicadele
yontemlerinin arastirilmasi veya mevcut miicadele yoOntemlerinin gelistirilmesi

gereksinimi artmistir (Topuz, 2005).

Cevre dostu bir yaklagim olan organik tarim; hayvansal ve bitkisel {iretimlerde,
iretimin tiim evrelerinde yapay kimyasal giibrelerin, ilag ve hormonlarin kullanilmasina
izin vermeyen, lretimden iriiniin tiiketimine kadar her basamagi kontrol ederek
sertifikasyona tabi tutan bir iiretim anlayisidir. insanlarin sandiginin aksine organik tarim
“ilagsiz ve giibresiz tarim” veya “dogal tarim” degildir. Organik tarim; triinlerin hasad,
pazarlanmasi ve ¢iftligin yonetilmesi gibi kendine has uygulamalar1 ve prensipleri olan
stirdiiriilebilir bir tarim sistemi olarak disiiniilebilir (Demiryurek, 1999; Borek¢i ve
Akinci, 2019).

Organik tarim tanimlandiginda genellikle stirdiirtilebilirlik kelimesi 6n plandadir.

Siirdiirtilebilir tarim denildiginde, verimliligin devamini saglamak ve dogal kaynaklari



korumakla birlikte sosyal, ekolojik ve ekonomik agidan dengeli tarim akla gelmektedir
(Francis ve ark., 1991). Organik tarim; insan, ekosistem ve toprak sagliginin
siirdiiriildiigii bir {iretim bigimidir. Uretimi olumsuz ydnde etkileyen bilesenlerin
kullanim1 yerine; yerel kosullara, ekolojik stireglere ve biyolojik ¢esitlige uyum saglayan
stireclerdir. Organik tarim, i¢inde yasadigimiz ekosistemdeki canlilara saglikli yasam
saglamakla birlikte dogal ¢evrenin yarari igin bilim, yenilikler ve gelenekleri bulusturur
(Emir ve ark., 2012). Cevreyi koruma ve ¢evresel degisikliklere dayaniklilik, sosyal
kapasiteyi gelistirme ve istihdam olanaklarini artirma gibi avantajlarin yani sira diistik
verim, toprak besin iceriginin zayif kalmasi, {iretilen triinlerin sertifikalandirilmasi ve
pazaryeri bulamama gibi dezavantajlara sahiptir (Jouzi ve ark., 2017). Tarimsal ve
biyolojik ¢esitlilige onemli katkisi olan organik tarim bunu dis girdileri sinirlayarak
saglamistir. Geleneksel tarimin aksine, kimyasal giibrelerin, bocek ve yabanci bitki
ilaclartyla genetigi degistirilmis organizmalarin kullanimini siirlayarak dogal dengenin
minimum diizeyde bozulmasimni ve yiiksek kalitede {iriin gelistirilmesini hedefler
(Mondelaers ve ark., 2009). Canli habitatlarinin tek tip ya da bozulmasina neden olabilen
geleneksel tarim yontemleri, biyogesitliligin bozulmasina miiteakip ekosistemde uzun
vadede geri doniisii olmayan bozulmalara neden olabilir (Fuller ve ark., 2005).
Yasanabilir bir diinya i¢in ekosistemdeki tiim canliligin yararina aksiyonlarin alinmasi
organik tarim ile miimkiin goériinse de hizli artan insan niifusu geleneksel tarimi
kacinilmaz kilmistir. Yiiksek verim, hizli iiretim giiniimiizde kaginilmaz iken tarimsal
arazilerde bu hedeflere varmak i¢cin yeni yontemlerin gelistirilmesi de bir o kadar

elzemdir.

Ornegin; tarimsal alanlara zarar veren mikroorganizma, bdcek ve yabanci otlar
icin geleneksel tarim sistemi bakterisit, fungisit, insektisit ve herbisit kullanirken organik
tarim sisteminde bunun tersine kanatlilari, zarar veren bocekleri yok edecek bazi
bocekleri kullanmayi, kimyasal madde kullanmak yerine haserelerin ¢iftlesmelerini
engellemeyi tercih etmektedirler (Muscanescu, 2013). Gozle goriilebilen canlilarla
miicadele, nispeten kolay iken mikroorganizma kaynakli saldirilara kars1 onlem almak
cogu zaman zorlayici olmustur. Organik tarimda toprak kaynakli hastaliklarin ¢ogu dogal
olarak bastirilirken, yaprak hastaliklar1 bazen problemli olabilir. Sadece ciddi bir hastalik
salgini beklendiginde organik tarim igin onaylanmis pestisitler kullanilir (van Bruggen ve

ark., 2016). Genisletilmis biyogesitlilik de dogal miicadele yontemleri arasina alinabilir.



Bitki-bitki, bitki-hayvan veya bitki-mikroorganizma etkilesimleri bagvurulabilecek

yontemler arasinda olabilir (Bozari, 2011).

Birgok bakteri grubunu ihtiva eden bitki ve gidalardan kaynaklanan hastaliklar,
gerek bitkinin kendisine gerekse onlar1 tiiketen canlilarda sorunlara neden olmaktadir
(Shelef, 1984). Bu sorunlara kars1 ¢6ziim olarak birgok iilke genellikle yapay pestisitler,
katki maddeleri ve antibiyotikleri kullanmaktadir. Fakat bu yaklasimlar neticesinde
pestisitlere, katki maddeleri ve antibiyotiklere direngli bitki ve gida patojenleri ortaya
cikmistir. Buna ilave olarak ¢evre ve insan sagligi iizerine olumsuz etkilerin goriilmesi
tizerine birgok iilke pestisitler, katki maddeleri ve antibiyotikleri kullanmada yasal
diizenlemeler getirmistir. Cogu Avrupa iilkesi ve Tiirkiye, bitki ve gida patojenlerine
kars1 miicadelede konvansiyonel yontemlerin disinda baska yontemlere yonelmektedir.
Her gegen gilin 6nemli maddi kayiplara neden olan fungal (Shuping ve Eloff, 2017),
bakteriyel bulaglar ile eklembacaklilardan omurgalilara kadar (Wink, 1988) birgok
predatdriin saldirilarint 6nlemek i¢in biyolojik ajanlardan bitki tiirevli bilesenlerin

kullanildig1 ve 6nemli bir kisminin caydirici nitelikte oldugu goriilmektedir.

Bitkilerce iretilen metabolitler temelde ii¢ gruba ayrilmaktadir. Bunlar bitki
gelisiminde ve biiyiimesinde dogrudan rol alip yapiya katilan primer (birincil)
metabolitler (1), bitki ile bu bitkinin biyotik veya abiyotik c¢evresiyle iliskilerini
diizenlemeye yarayan sekonder (ikincil) metabolitler (IT) ve gerek fizyolojik gerekse
metabolik siireglerde rol alan bitki hormonlar1 veya diger bir deyimle biiylime
diizenleyicileri (IIT)’dir (Erb ve Kliebenstein, 2020). Bitki sekonder metabolitleri, ilk
kesiflerinde bitki i¢in her nekadar faydasiz bilesenler olarak tanimlansa da gliniimiizde
bu bilesenlerin bitkilerin ¢evrelerine adaptasyonuna yardimci olan, simbiyotik
yasamlarini diizenleyen, tohum ¢imlenmesinde gorev alan, allelopatik etkilesimde
bulunabilen gesitli molekiil gruplaridir (Makkar ve ark., 2007). Genel olarak, literatiirde
bu bilesik grubuna atifta bulunmak i¢in ikincil bitki bilesikleri, fitokimyasallar,
antinutrisyonel faktorler ve bitki ksenobiyotikleri terimleri de kullanilmistir. Bu
bilesenlerin de kendi aralarinda poliketidler ve yag asitleri, terpenoidler ve steroidler,
fenolikler, alkaloidler, 6zellesmis amino asitler ve peptidler ile 6zellesmis karbonhidratlar
seklinde siiflandirilmistir (James, 2003). Bazi kaynaklarda ise ayni bilesenler
alkaloidler, flavonoidler ve fenolik bilesenler seklinde siniflandirilmistir (Tiring ve ark.,
2020). Bu gruplardan en dikkat ¢eken grup terpenler olup, tasidiklari oksijen gruplarina

(terpenoit) ve hidrokarbonlara gore isimlendirilirler. Hemiterpenler (C5), Monoterpenler



(C10), Seskiterpenler (C15), Diterpenler (C 20), Triterpenler (C 30) ve
Tetraterpenler[ Karotenoidler (C40)] seklinde siniflandirilirlar(Guimaraes ve ark., 2019).

izopren (2-metil-1,3-biitadien) halka iceren terpenler esansiyel yag veya ugucu
yaglar olarak da bilinmektedir. Ucucu yaglarin diger sekonder bilesenlere gore daha
yiiksek oranda biyolojik aktivite gosterdikleri ve zararlilarin kontroliinde kullanilabilirligi
literatiirde tartigilmaktadir (Dadalioglu ve Evrendilek, 2004; Soylu ve ark., 2005). Daha
cok et ve et mamullerin bozulmasini dnlemek ve olusan kotii kokulart gidermek igin tercih
edilen bu bilesenlerin kullanimi1 insanlik tarihinin baglarima dayanmaktadir. Fakat
ilerleyen teknoloji ve gelisen gida koruma yontemleri bitkilerin bu amagla kullanimini
azaltmistir. Glinlimiizde ugucu yagca zengin bitkiler genellikle, gidalarin lezzetini
arttrmak amaciyla kullanilmaktadir (Con ve ark., 1998). Mikroorganizma gelisimi
izerine baskilayici etkisi bilinen ugucu yaglarin antimikrobiyal etkilerinin arastirilmasi
19. ylizyilin sonlarina dogru baslamis, 20. yiizyilda ise tibbi ve aromatik bitkilerin ugucu
yaglart ve bitki ekstraktlar1 hakkinda farkli ¢aligmalar yapilmistir (Coggins, 2001). Bu
ozelliklerinden yararlanmak suretiyle son zamanlarda bitkisel ekstraktlar ve bitkisel
ucucu yaglarin tarimsal liretimde karsilasilan hastalik ve zararlilara karsi miicadele i¢in
kullanimi iizerine yapilan ¢ok sayida arastirmadan umut verici sonuglar elde edilmistir
(Bayindir ve Birgiicii, 2020; Plata-Rueda ve ark., 2020; Alkan, 2020; Oyedeji ve ark.,
2020; Werrie ve ark., 2020).

Sebzeler, saglikli ve dengeli beslenmede vazgecilemez besin gurubundadir.
Ancak cogunlukla geleneksel yontemlerle iiretilen sebzeler, yetistirilme asamasinda
hastaliklarla miicadele ve zararlilar1 engelleme amaciyla oldukga fazla sentetik kimyasala
maruz kalmaktadirlar. Bilingsiz yapilmasinin yaninda yogun kimyasal pestisit
uygulanmasi, insan saghigini olumsuz yonde etkilemesi (karsinojen, teratojen ve
mutajen), hayvan ve bitki ¢esitlerinin yok etmesi ve yeralti sularina karistiginda asil
olarak hedef zararlilar disindaki organizmalar1 etkilemesi gibi sonuglari ortaya ¢ikarir.
Ekolojik dengenin olugmasinda ¢ok 6nemli gorevleri olan canlilarin zarar gérmelerinin
veya yok olmalariin yani sira nceleri bir sorun olusturmayan canlilarin, zararli olarak
ortaya ¢ikmasi kimyasallarin kullanimindan kaynaklanmaktadir (Ersoy ve ark., 2011).
Temel besin maddelerinde c¢esitli hastaliklara neden olabilecek zararlilarin ¢ogalmasi

toplumlarin hemen hepsini etkilemektedir.

Tahil iiriinleri basta olmak {lizere domates, biber, patlican, patates gibi giinliik

tiiketilen besinlerin hem {iiretimleri hem de tiikketimleri diger gidalara oranla fazladir.



Ornegin, birgok bitki patojenine maruz kalabilen domates, iilkemizin iliman kusakta
olmasi nedeniyle Karadeniz Bolgesi’nin ¢ok yagish alanlari disinda diger biitiin
bolgelerde yetistirilmektedir (Akat, 2008). Gida sanayinde sal¢a, dondurulmus iiriin,
tursu, ketcap, konserve gibi bircok iiretim ve tiiketim cesidinin olmasina ek olarak
insanlarin vazgecilemez bir besin kaynagi olmasindan diinyadaki tarim {irtinleri ticareti
icindeki payr olduk¢a fazladir. 2018 yilinda Cin’in 61,631,581 ton domates {iretimi
gerceklestirmesiyle diinya domates iiretimindeki payr %33,82 olarak hesaplanmistir.
Ulkemiz ise 12,150,000 ton domates iiretimiyle diinya domates iiretiminin %6,67’sini
elinde tutmaktadir (FAO, 2022). Domatesin hasat oncesi ve sonrasinda ortaya ¢ikan

hastalik ve zararlilar, iirlin kaybina ve {iriiniin kalitesinin diigmesine sebep olmaktadir.

Domates bitkisinde goriilen bakteri kaynakli hastaliklar; govde 6z nekrozu,
bakteriyel leke hastaligi, bakteriyel benek ve bakteriyel yaprak ciiriikliigii ile bakteriyel
kanser ve solgunluk hastaliklar1 akla ilk gelen hastaliklar olarak siralanabilir (Akat, 2008)
(Sekil 1.1). Bu hastaliklar i¢cinde 6nemli derecede ekonomik kayba sebep olan bitkinin
kanser ve solgunlukla kargi karsiya kalmasina neden olan C. michiganensis subsp.
michiganensis’nin neden oldugu hastalik olduk¢a fazla zarara neden olmaktadir
(Cetinkaya Yildiz, 2007).

a b

Sekil 1.1 Domateste Clavibacter sp. (a) ve Pseudomonas sp. (b) kaynakli hastaliklar (Wikipedia, 2022)

Sebze olarak tiiketilen bir diger bitki olan biber (Capsicum annuum L.),
Solanaceae familyasina mensup bir kiiltiir bitkisidir. Tropikal Amerika’dan tiim diinyaya
yayilan biberin en fazla Brezilya’da yetistiriciligi yapilmaktadir. ilk olarak Ispanya’ya
giren biber Ispanya’dan 1548 tarihinde Ingiltere’ye ve oradan da kalan Avrupa iilkelerine
yayilmistir. Balkanlardan sonra iilkemize, Kuzey ve Orta Afrika’ya yayilmistir (Sahin ve

Kiisrek, 2015; Anonim, 2022). Diinyada ve iilkemizde c¢esitli sekillerde ve yogun bir



sekilde tiiketilen biber, diinyada bir¢ok farkli iklim ve ¢evre kosullarinda yetistirilen
cesitlere sahiptir. Ulkemizde de her bdlgede yetistiriciligi yapilmaktadir. Biberin gida
sanayisinde biber tozu, kézlenmis biber, kurutulmus biber, dondurulmus biber, biber
tursusu, biber salcas1 gibi bir¢ok iiretim ve tiiketim sekli mevcuttur. Ekonomik olarak

tiretilen biber tiirii Capsicum annum’dir (Alveroglu, 2014).

Biber iiretimi ve verimi biyotik ve abiyotik bir¢cok etmenden etkilenmektedir.
Viriis kaynakli hastaliklar biber yetistirmedeki veriminin ve iirlin kalitesinin azalmasina
yol agan biyotik faktorlerden biri olarak goriilmektedir. Viriis kaynakli hastaliklarin biber
tizerindeki belirtileri mozaik, yapraklarda hafif beneklenme, halkali lekeler, renk solmast,
¢esitli nekrozlar, damar bantlasmasi, sekil bozukluklari, tim bitkide siddetli bodurlasma
olarak siralanabilir. Bitkinin ¢i¢eklerinin ve koklerinin de viriis kaynakli hastaliklardan
etkilendigi sdylenebilir (Oztiirk ve Baloglu, 2019). Biberde bakteri kaynakli olan leke
hastaliginin ortaya ¢ikmasinda nemin etkili oldugu goriiliir (Sekill.2). Toprak ve
tohumdan kaynaklanan hastalik konuk bitkide, toprak ve hatta bitki kalintilarinda
canliligini1 devam ettirir (Mirik, 2005).

b

(I

Sekil 1.2 Biberde Clavibacter sp. (a) ve Pseudomonas sp. (b) kaynakli hastaliklar (Tarim Bakanligi,
2023)

Domates ve biber iilkemizde tarimi yapilan temel gidalar olup cogunlukla iireticiler
tarafindan tercih edilmektedirler. Bu bitkilerin maruz kaldig: bitki patojenleri de ¢ogu

zaman ortak patojenler olmustur.

Saglikli bir yasam i¢in giinliik tiiketilmesi gereken gidalarin basinda bitkisel
kaynakli gidalar gelmektedir. Ozellikle son yillarda saglikli yasam bigimleriyle beraber

insanlarin yagam standartlarini iyilestirmeye yonelik ¢calismalarin oldugu sdylenebilir. Bu



caligmalarin biiyiik bir kisminin gida giivenligiyle alakali oldugu soylenebilir. (Ju ve ark.,
2019). Hizla artan insan popiilasyonu ile uzun siireli klimatik degisimlere bagli olarak
diinyamizin geri doniisiimsiiz bir sekilde gida sikintis1 ¢ekecegi korkusu her gegen giin
artmaktadir (Valdes, 2019). Bu tarz problemlerle basa ¢ikmak igin 6zellikle insanoglu
tarafindan uygulanan bir¢ok ydntemin uzun vadede olumsuz sonuglar dogurdugu
bilinmektedir (Bridges, 2000; Hernandez ve ark., 2013; Uwizeyimana ve ark., 2017).
Geleneksel tarimda kisa silirede etki gosterdigi ve uygulama teknolojilerinin
gelismigliginden  dolayr tercih  edilen sentetik  kimyasallar; uygulandiklar
mikroorganizmalarda dayaniklilik olusturarak yeni problemlerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir (Yigit, 2005).

Insan saghgini dogrudan etkileyen organik tarimi destekleyen yeni yaklasimlara
her zaman ihtiya¢ duyulmaktadir. Zararlilarla miicadele i¢in kolay bir sekildede kompoze
olabilen, birgok biyolojik aktiviteye sahip dogal bilesenleri kullanmak uzun vadede insan
sagligi i¢in 6nem arz etmektedir. Ozellikle biber (Capsicum sp.), domates gibi gidalarda
hastalik yaparak iiriin ve hasat miktarinda 6nemli sayilabilecek oranda azalmalara sebep
olan birgok mikroorganizma mevcuttur. Mikroorganizma kaynakli bu hasarlara karsi
dogal bitki bilesenlerinin etkili olabilecegi bir¢ok c¢alismada vurgulanmistir. Bu
bilgilerden yola ¢ikilarak mevcut c¢alismada; Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Erwinia carotovora subsp. caratovora, Pseudomonas corrugate,
Pseudomonas syringae, Xanthomonas vesicatoria, Xanthomonas axonopodis
patojenlerinin  biber bitkisinde meydana getirebilecekleri hasarlara karsi, Satureja
hortensis, Thuja orientalis ve Mentha longifolia bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin

koruyucu etkilerinin belirlenmesi amaglanmastir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

Tarim driinleri  yetistirilirken bircok hastaliga ve patojenlere maruz
kalabilmektedirler. Gerek sera kosullarinda gerek agik alanlarda yetistirilen trtinlerde
kalite ve verim kaybinda biyotik ve abiyotik faktorlerin onemli Ol¢iide etkisi
bulunmaktadir. Etkisi agisindan en 6nemli biyotik etmenler virtisler, bakteriler, funguslar,
nematodlar, kemirgenler ve boceklerdir (Elci ve Unlii, 2019). Gida iiriinlerinin igerdikleri
besin farkliliklarina bagli olarak farkli zararlilar tarafindan tehdit edildiklerini sdylemek
miimkiindiir. Ornegin iilkemizde Konya ve gevresinde yetistirilen bugday gibi tahil
tirtinlerinde stine/kimil canlis1 tarafindan yiiksek oranda tahribat olustugu bunun yani sira
mikrobiyal kaynakli pas, septorya, kok ¢liriikliigli gibi hastaliklara da rastlandig1 rapor
edilmistir (Ozbek ve Fidan, 2015). Ic Anadolu’da durum bdyleyken iilkemizde kiyt
kesimlerinde yetistirilen kivi ve c¢ay bitkilerinin de nemli bdlgelerde 6nemli Olciide
gelisim gosteren Pestalotiopsis tiirlerinin etkisinde kaldigi soylenebilir (Ertas ve
Karakaya, 2018). Hastalik yapan bakteri ve fungus gibi organizmalarin yani sira viriislere
de rastlamak miimkiindiir (Sevik, 2015). Viral hastalik etmenlerinin beklenenin aksine
sert kabuklu bitkilerde dahi hastalik olusturdugu onceki caligmalarda vurgulanmistir
(Sipahioglu ve ark., 2004). Viral hastaliklara antibiyotik etken maddelerin etkili olmadig1
sOylenebilir ancak bakteriyel, fungal veya kiigiik bocekler tarafindan verilen hasarlar
antibiyotik uygulamalarla giderilebilir. Ornegin domateste kiillenme hastaligina sebep
olan Leveillula taurica adli fungus (Sirel ve Maden, 2006), potasyum silikat gibi
maddelerle muamele edilmesi onerilmistir (Yanar ve ark., 2011). Oysa dogal olmayan
yontemlerin veya kimyasallarin kisa ve uzun vadede sebep olabilecegi c¢evresel
kirlenmeler, canlilarda toksisite gibi olumsuz etmenler géz 6niinde bulunduruldugunda
hem f{ireticinin hem de tiliketicinin bu yontemlerden ka¢indigi gergegini Oniimiize

koymaktadir.

Ozellikle organik iiriin yetistirme ve tiiketme amac1 giiden kisi ya da kuruluslar,
sentetik kimyasallarin neden oldugu muhtemel toksik etkilerden siyrilmak i¢in dogal
mekanizmalara ya da iirlinlere yonelmektedir. Bu durum g6z oniine alinarak dogal
bilesenlerin sentetik kimyasallara alternatif olarak kullanilabilecegine dair ¢aligmalar
yiiriitiilmiistiir. Ornegin; Rosa damascena bitkisel ugucu yagmimn domates ve biberde
hastalik olusturan Xanthomonas axonopodi subsp. vesicatoria bakteriyel patojenine karsi

potansiyel bir biyoajan olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Dadasoglu, 2016). Ote



yandan Eucalyptus citriodora , Hypericum perforatum L., Dianthus caryophyllus L.,
Pimpinella anisum L. ve Brassica nigra L. (Koch) bitkilerinden elde edilen esansiyel
igeriklerin domateste patojen kaynakli kanser ve solgunluk hastaligi {izerine etkili
olabilecegi vurgulanmistir (El¢i ve Unlii, 2019). Mentha piperita L. (nane) ucgucu
yaglarinin da benzer sekilde Candida albicans' a karsi inhibisyon zonlar1 olusturdugu
gozlenmistir. Bu zonlar1 olusturan maddenin mentol olabilecegi vurgulanmistir (Akkurt,
2011). Bazi g¢alismalarda aymi tiirler kullanilmasina ragmen etki miktarinin farklilik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu durum, s6z konusu aromatik bilesenlerin mikrobiyal
aktivitelerinin, metabolitin elde edildigi bitki tiirii disinda, ekstraksiyon sekli, bitkinin
hasat edildigi zaman ve kullanilan kismu, bitkinin yetistigi ¢evresel sartlar, uygulanan test
gibi faktorlerle degisebileceginden kaynaklanmaktadir. S6z konusu patojenlerin etkisini
tarimsal alanlarda minimize etmek igin basvurulan pestisitlerin akiimiilasyonlar
sonucunda bu gidalarla beslenen canlilarda farkli rahatsizliklarin tetiklenmesini sagladigi
bilinmektedir. Bu nedenle organik tarim, iyi tarim uygulamalar1 gibi dogal uygulamalarin

gelistirilmesi 6nem kazanmistir. (Y1lmaz ve ark., 2014).

2.1. Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar bitkinin kok, meyve, yaprak ve kabuk boliimlerinden elde edilen
oda sicakliginda akigkan halde bulunan, kolay bir sekilde kristallesebilen genel olarak
acik sar1 veya renksiz, ugucu, keskin kokulu dogal iiriinlerdir. Kokusunun giizel olmasi
yaga, esans veya eterik denilmesine neden olmustur. Yaglar gibi su ile
karigsmadiklarindan yag olarak tanimlanmis olsalar bile sabit yaglardan farkliliklar1 vardir
(Kilig, 2008). Ugucu yaglar dogada ¢abuk dekompoze olmalari, kalinti olusturmamalari
nedeni ile ozellikle organik yetistiricilikte hastalik ve zararli yonetiminde 6n plana
cikmaktadirlar (Yilmaz ve ark., 2014). Ugucu yagca zengin bitkilerden elde edilen soz
konusu igerikler ecza, parfiimeri sektorleri yaninda gida sanayinde onemli Olciide
kullanilmaktadir. Bununla birlikte ugucu yaglar biyoaktif maddeler olduklarindan bu
yaglarin elde edildigi bitkilerin sadece yemeklere aroma vermesinin yani sira halk
hekimliginde belirli hastaliklarla miicadelede de kullanilmistir. Bir besin olmalarindan
cok insan saglig1 lizerine etkileri dikkate alindiginda, 6nemi giin gegtikce artan ugucu
yaglar, icinde bulundurduklari bilesenlerin tiirleri ve oranlar1 bu yaglarin kalitelerini
belirleyen en 6nemli etmenlerdir. Bu baglamda ugucu yaglarin kompozisyonuna etkide
bulunan etmenler; ugucu yagimn elde edildigi bitkinin yetistirildigi bolgenin iklimi ve

topragin Ozelligi, yetistirildiginde uygulanan yontemler ve bitkinin genotipi olarak
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siralanabilir (Baydar, 2013; Mammadov, 2014; Alizadeh, 2015). Ucucu yaglarin
dogadaki ¢oziimlenmeleri oldukga hizli olmasi tasidiklar1 izopren halkasiyla alakalidir.
Icerisinde bulunan birgok bilesenden dolay1 bakteriyel etmenlerin bir savunma
gelistirmeleri zayiftur (Yilmaz, 2014).

Esansiye yaglar yapilarindaki bilesenler sayesinde zararlilar ve hastalik yapan
mikroorganizmalar {izerine ¢esitli sekilde etki ederek gelisimlerini durdurabilmektedir.
Bitkilerin sekonder metabolitleri sentezlenip nematod, fungus ve bakteri gibi
mikroorganizmalara karsi barikat gérevi olusturarak bitkiye direng vermektedir. Ayni
zamanda igerdikleri allelokimyasallardan dolayi tretildikleri bitkiyi herbivorlara karsi
korunmus olur. Dokularda bulunan esansiyel yaglarin hiicreler arasinda bilgi tasimada rol
oynadigi da bilinmektedir. Yapisinda esansiyel yag bulunduran bitkilerin savunma
sistemlerinin diger bitkilere gore daha gelismis oldugu vurgulanmistir (Nohutgu ve ark.,
2021). ikincil metabolit olan ugucu yaglar bitkinin hiicre ¢eperinin 6zel bir tabakasinda,
protoplazma, salgi kanallarinda, salgi tiiylerinde, salgi ceplerinde ve salgi hiicrelerinde
sentezlenir. Boceklere karsi savunma ugucu yaglarin sentezlenmesinin baslica nedenidir.
Bunun disinda bitkinin su kaybin1 Onleme, atiklarin bitkiden uzaklagtirilmasi,
tozlasmanin gergeklesmesi ugucu yaglarin sentezlenmesinin diger nedenleri olarak
siralanabilir. Bitkinin kendine 6z kokusunun ve lezzetinin kaynagidir. Diizenli
monoterpen, iridioidler ve diizensiz monoterpen gibi birgok kimyasal bilesen icerirler.
Uzun zaman bekletildiginde renklerinde koyulasma, oksitlenme ve reginelesme
goriilmektedir. Kimyasal yapilari 1s1, 151k ve hava gibi dis etmenlerden olumsuz sekilde
etkilenip Ozelliklerini kaybederler. Bu tiir kimyasal bilesenlerin doldurulacag kap
aliminyum veya renkli cam olmalarinin yaninda kab1 sikica kapali ve agzina kadar dolu
olacak sekilde serin bir ortamda muhafaza edilmeleri gerekir (Baser, 2009).

Son yillarda dogal koruyucu ajan olarak kullanilan ugucu yaglarin hastalik
etmenleri iizerine etkileri incelenmistir. Dogal olarak elde edilmeleri, dogaya zarar
vermemesi ve insan sagligin1 korumasindan dolay: sentetik pestisitlere bir alternatif
olacagi diisiiniilmektedir (Szczerbanik ve ark., 2007). Ugucu yaglar iizerine yapilan
aragtirmalarda bazi funguslar iizerine spor ve miselyum gelisimi engellendigi
saptanmustir (Tripathi ve ark., 2009). Ornegin, Tymbra spicata var spicata 'dan iiretilen
ucucu yaglarin, Erwinia amylovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
(CMM) Agrobacterium tumefaciens, E.caratovora pv. caratovora, Pseudomonas

syringae pv. syringae, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria gibi bitki patojenleri
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tizerindeki etkisi incelenmek i¢in denenmis ve ¢alismanin sonuglarinda ugucu yaglarin

antibakteriyel etkisinin var oldugu ortaya ¢ikmistir (Altundag ve Aslim, 2005).

2.2. Satureja hortensis

Satureja cinsi Lamiaceae familyasina ait geyik otu, yalanci kekik gibi isimlerle
bilinen aromatik igerik¢e zengin bir cinstir. Plant List (2010)’ gére Satureja cinsi igin tiir
siralamasina sahip 498 bilimsel bitki ad1 bulunup bunlarin 52'si kabul edilen tiir adlaridir.
Satureja tiirlerine ait ekstraklar ve bunlardan elde edilen ugucu yaglar antimikrobiyal
ektilerinden dolay1r ekonomik olarak onemlidir (Deans ve Svoboda, 1989; Regnault-
Roger ve ark., 2004; Pavela, 2006).

Sturaje hortensis bitkisi giiniimiizde sarma, salata ve bazi etli yemeklerde ¢esni
ve baharat olarak ¢aya ve sabun ¢esitlerine koku katmak amaciyla, ayrica ilag ve kozmetik
endiistrisinde kullanilmaktadir. Satureja bitkisi siis bitkisi olarak kullanilmasmin yani
sira, arilar iginde cezbedici bir bitki oldugundan polen kaynagidir. Bundan dolay1 kaliteli
bal elde etmek i¢in ariciliktada yararlanilmaktadir. Diger taraftan hayvanlarin bu bitkiyle
otlatildiklarinda siit iiriinlerinin kalitesinin arttigi kaydedilmektedir. Satureja bitkisinin
balgam soktiiriicii, uyarici, gaz giderici, oksiirtik disiiriicti, ates distiriicii, agr1 kesici olup
kramplar, bagirsak rahatsizliklari, hazimsizlik, mide rahatsizliklar1 diyabet ve kanser
hastaliklarini tedavi etmede de kullanilmaktadir. Ugucu yagin antiparazitik antioksidan,
antimikrobiyal ozelliklere sahip oldugu, eczacilik alanin yani sira gida sanayisinde,
icecek sanayisinde ve parfiimeri endiistrisinde kullanilir (Fierascu ve ark., 2018). Son
zamanlarda tiiriin ¢i¢ekli halde veya ¢igeklenmeden toplanmasi bitkinin populasyonunu
tehdit etmektedir. Bu durum bitkinin verimini ve ugucu yag kalitesini diisiiriip tohum
kalitesini de olumsuz etkilemektedir. Satureja hortensis ugucu yagmin temel kimyasal
bilesenlerinin (y)-terpinene, karvacrol, a- terpinene, p-simen oldugu bir¢ok arastirmaci
tarafindan belirlenmistir (Ghannadi, 2002; Sefidkon ve ark., 2006; Gormez ve ark., 2015).

Satureja hortensis L. ugucu yaglarinin mikrobiyal etkilerinin belirlenmesi i¢in
yapilan bir¢ok ¢alisma mevcut olup bu bilesenlerin mantar, Gram (+) ve Gram (-)
bakterilere karsi etkilerinin oldugu ve gidalarin korunmasma ek olarak bitkilerin
hastaliklarina ve insanlarin tedavilerinde tibbi olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikmistir
(Katar, 2015).

Satureja hortensis ‘e ait ekstraklar, klinik bakterilerin yani sira bitki patojenlerinin
de aralarinda oldugu 55 adet bakteriye uygulanmis, uygulama sonuglarinda bitki

ekstraktinin klinik bakterilere kars1 daha etkili olugu, tedavi amacli ve ilag iiretimi igin
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kullanilabilecegi saptanmistir. Fakat bitki patojeni bakterilerden Xanthomonas,
Pseudomonas ve Clavibakter tiirlerine karsi 6nemli bir sonu¢ alinmadig1 vurgulanmistir
(Altundag ve Aslim, 2005).

2.2. Mentha longifolia

Lamiaceae familyasina ait olan Mentha Tiirkiye’de 46 cins ve yaklasik 600 tiire sahiptir
(Sonmez ve Kose, 2008). Mentha cinsi nane-yabani nane olarak bilinip yiiksek oranda
igerdigi limonen, menton ve mentol bilesikleri ile karakterizedir (Lawrence, 2006). Asya
iilkelerinde birden fazla tiirle ifade edilen cinse ait bircok ¢alisma mevcuttur. Plant list
(2010) verilerine gore cinse ait 1.086 bilimsel kayit bulunup bunlardan 38 tanesi kabul
edilen tiir isimleridir. Bu tiirlerden biri de sulak alanlarda kolay yetisebilen Mentha
longifolia’dir. Mentha longifolia tiirii soguk alginligindan itihapli rahatsizliklara, sindirim
sistemi rahatsizliklarindan adet bozukluklar1 gibi genis yelpazedeki rahatsizliklara karsi
geleneksel tedavi amach kullanilmistir (Farzaei ve ark., 2017). Icerdigi piperitenon gibi
bilesenlerin bocek kovucu, antilarvasidal etki gosterdigi rapor edilmistir (Kavallieratos
ve ark., 2022). Yiiksek oranlarda uygulandiklari bitkilerde mantar misellerinin gelisimini
%100 oraninda inhibe edebilecekleri vurgulanmigtir (Ali ve ark., 2021). Kozmetik, gida,
hijyen ve ila¢g gibi alanlardaki faydalarina ek olarak soguk alginligi, bogaz agrisi,
sakinlestirici, hazimsizlik ve mide bulantisina karsi da kullanildig1 belirtilmistir (Biswas
ve ark., 2014). Mentol yoniinden zengin olan M. longifolia’nin ugucu yagi, bulantilarda
ve mide rahatsizliginda hastanin rahatlamasini sagladigindan nane sekeri ve nane sakizi
tiretiminde fazlaca tercih edilmektedir (Gedik ve ark., 2022). Tiiriin ugucu yag bilesimi,
aromas1 ve kalitesi yetistigi kosullarca belirlenmektedir (Kokkini, 1992; Ozgiiven ve
Kirici, 1999).

Mentha longifolia ugucu yag bilesenlerinin yogunlukla; piperiton oksit, karyofilen,
limonen, selinen, menthan, nepetalactone oldugu bildirilmistir (Abbas ve ark., 2022;
Shazdehahmadi ve ark., 2022; Kiling ve ark., 2022). Bu igeriklerin sivrisinek kovucu
aktivitelerinin (Abbas ve ark., 2022), karyojenik bakterilere karsi antimikrobiyal
aktivitelerinin (Shazdehahmadi ve ark., 2022), Fusarium cinsi mantarlarin misel geligsimini

engelledigi belirtilmistir (Davari ve Ezazi, 2022).
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2.3. Thuja orientalis

Mazi olarak da bilinen Thuja cinsi Cupressaceae familyasina ait olup odunu igin
veya siis bitkisi olarak yetistirilmektedir. Plant List (2010) verilerine gére Mazi cinsi igin
60 adet bitki adi mevcut olup bunlardan 5 tanesi kabul edilen tiir isimleridir.

Dogu mazist olarak da bilinen Thuja orientalis L., Platycladus orientalis adiyla
da bilinip diger Thuja sp. tiirlerine kiyasla oldukga kiigiiktiir. 5 ile 12 m arasi olup ¢ok
govdelidir. Dallar1 dikey olarak yayilir. Kozalaklari mazi tiirlerine gore oldukca biiyiik
olup ¢ap1 1 cmile 1,5 cm arasinda degisen geriye kivrik ve mahmuzludur. T. orientalis
bahge bitkileri, ormancilik ve peyzaj i¢in kullanilan ¢ok degerli bir agactir (Ahn ve ark.,
2019). Siirekli yesil olan ve dokiilmeyen yapraklari sayesinde bahge, park ve peyzajda
kullanilmasi, hasadinin budanarak yapilmasi yiiksek ekolojik isteklerinin olmadigindan
kolay yetistirilmesi gibi durumlar ucucu yag elde edilmesinde avantaj saglamistir.
Bitkiden elde edilen ugucu yag verimliliginin diisiik olmas1 dezavantaj olarak gosterilse
de (Karsandi6zii, 2019) ugucu yag veriminin yiiksek oldugu ¢alismalar da mevcuttur (Seo
ve ark., 2019).

T. orientalis'in meyve ve yapraklariin distilasyonunda farkli verim ve igerikte ugucu
yaglar tespit edilmistir. Iceriklerin yogunlukla; o-pinen, Karen, a-sedrol, B-phellandren,
limonen, B-myrecene, terpinol, karyofilen, humulen oldugu gozlenmistir (Guleria ve ark.,
2008; Moawad ve Elham, 2019; Pradhan ve ark., 2021). Bitkinin; insaat kazig1, miizik aleti,
kano ve travers gibi Uiriinlerin yapilmasinda kullanildig: diger taraftan tibbi amaglar i¢in;
bronsiyal nezle, sistit (idrar yolu enfeksiyonu), homeopati, sedef hastaligi, eniirezis (alt
1slatma), romatizma, uterus nomalar1 gibi hastaliklar1 tedavi etmede ve geleneksel ilaglari
elde etmek i¢in kullanildigi bilinmektedir (Biswas ve ark., 2011; Srivastava ve ark.,
2012). Ote yandan yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarm zehirli oldugu
bilinmektedir. Elde edilen bu ugucu yaglar ile ben, kanser, parazitik kurtlar, mantar
enfeksiyonlart gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Kamal ve ark., 2016).
Gram pozitif bakterilere nazaran gram negatif bakterilere kars1 aktivite gosterdigi ifade
edilen s6z konusu bitki bilesenlerinin (Khubeiz ve ark., 2016) her iki bakteri grubunda

ayn1 etkiye neden oldugu da savunulmustur (Shah ve Qadir, 2014).
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2.4. Bitkilerde Sik¢a Karsilasilan Bakteriyel Hastaliklar

2.4.1. Clavibacter michiganensis kaynakh hastaliklar

Bitkilerin hastalanmasina sebep olan bakteriler ¢ogunlukla Gram (-) olan
bakterilerdir. Buna karsin Gram (+) olan bakterilerde bitkiler i¢in ciddi sonuglar
dogurabilecek hastaliklara yol agabilir. Bu bakterilerden biri olan bitkide kanser ve
solgunluk hastaligina sebep olan Clavibacter michiganensis (Gartemann ve ark., 2003),
ilk olarak 1909 yilinda ABD’nin Michigan eyaletinde Grand Rapids’de kesfedildi. Bu
hastalig1 tespit eden Erwin F. Smith, hastaliga Bacterium michiganense ismini vermistir.
Hastalik bulundugu bolgeden dolayt Grand Rapids olarak da anilmistir. Sonra
Aplanobacter michiganense, Phytomonas michiganensis, Mycobacterium michiganensis
olarak isimlendirilen tiir daha sonra Corynebacterium michiganense ismiyle anilmistir.
Tiir; 1980 yillarinin sonlarinda hiicre duvartyla ilgili ¢calismalar neticesinde bugiinkii adi
olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis adin1 almig ve iilkemizde domates
bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig1 olarak adlandirilmistir (Gleason ve ark., 1993).
CMM ’nin patojen olmayan formlarida bulunup bitkide hastalik yapabilmesi i¢in iki farkl
plazmit tasimasi gerekmektedir. Plazmitlerde bulunan CelA (seliilaz) ve Pat-1 (Serin
proteazi) genlerinin her ikisinin bulundugu durumlarda viriilens aktivite goriillmektedir
(Gartemann ve ark., 2003). Domates bitkisinde hastalik yapmasiyla bilinse de biber (Oh
ve ark., 2016), misir, ¢ali fasulyesi, bakla, kolza ve bezelyenin (Van der Wolf ve ark.,

2005) toprak iistii kisimlarindan da izole edilmistir.

2.4.2. Pseudomonas corrugate kaynakh bitkisel hastaliklar

Ik defa Ingiltere domates seralarinda domates gévde nekrozunda tespit edilen
Pseudomonas corrugata Scarlett ve ark. (1978) tarafindan yapilan ¢alismalarda rapor
edilmistir. Hastalia neden olan bakteri izole edilerek biyokimyasal, fizyolojik ve
morfolojik 6zellikleri dikkate alinarak Pseudomonas corrugata olarak isimlendirilmistir
(Baki, 2014).

Ulkemizde de domates yetistirme faaliyetlerinde oldukea sik karsilasilan domates
6z nekrozu hastaligina neden olan Pseudomonas corrugata’nin varligi iizerine yapilan ilk
calisgma Demir (1990) tarafindan yapilmis olup, calismada kimyasal, morfolojik ve
patojenistelere bakilarak hastaliga sebep olan organizmanin Pseudomonas corrugata’nin
oldugu tespit edilmistir (Baki, 2014). Antifungal bilesenlere sahip tiiriin misir yetistirilen
topraklardan izole edilebildigi (Pandey ve Palni, 1998), iirettigi antifungal bilesenlerin ise
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uygulamalarda zon olusturmadan mantar gelisimini inhibe ettigi dolayistyla ugucu
karakterde bilesenlere sahip oldugu vurgulanmistir (Trivedi ve ark., 2008). Domateste
olusturdugu hastalikla bilinen bu gram (-) patojenin bunun disinda (Catara, 2007) biber
(Lopez ve ark., 1994), misir (Kumar ve ark., 2007) gibi bitkileri de enfekte edebilecegi

vurgulanmigtir.

2.4.3. Pseudomonas syringae kaynakh bitkisel hastahklar

Domates bakteriyel benek hastaligi etmeni Pseudomonas syringae gram negatif
aerobik bir bakteridir. Bakteriyel benek hastaliginin en uygun gelisme sicakligi 20 ile 25
°C olmakla birlikte maksimum 33 °C bulmaktadir. Bu sicakliklar, domatesin yetistigi
mevsim sicakliklarina yakin sicakliklardir. Hastaliga neden olan mikroorganizma sadece
bitki biinyesinde kalmayip topraga karisan organik bitki atiklar1 ile topraga gegip burada
1-2 yil canliligi1 koruyabilmektedir. Bodylece sonraki yil tekrar bitkiye
bulasabilmektedir. Cigeklenme doneminde hastaligin meydana gelmesi meyve tutumunu
etkileyeceginden iiriin kaybi1 onemli Ol¢iide olmaktadir (Altundag ve Ashim, 2005).
Bitkiye acik yaradan veya stomalardan girip epifit olarak yasayabilen s6z konusu
bakterinin bir¢ok bitkiyi etkiledigi bilinmektedir. Bitki hiicresindeki efektdr transloke
proteinleri etkileyen, hiicre duvarini degrede eden enzimler sentezleyen ya da bitki
hormonlarini bloke edebilen farkli viriilens 6zelliklere sahip s6z konusu organizma (Xin
ve ark., 2018) domates disinda fasulye (Taylor ve ark., 1996), biber (Buonaurio ve
Scortichini, 1994), boriilce ve misir gibi (Gross ve DeVay, 1977) bitkilerde de etkili
olabilmektedir.

2.4.4. Erwinia carotovora kaynakh bitkisel hastaliklar

Erwinia caratovora, patates bakteriyel yumusak ¢iiriikliigii hastaligina neden olan
gram negatif fakiiltatif anaerob bir bakteridir. S6z konusu mikroorganizma kaynakli
hastaligin olusma sicakligi 36 -42 °C arasindadir. Enterobacteriaceae familyasina ait tiir,
bitki hiicre duvarimi ve orta lameli pargalayan peptolitik enzimler salgilar. Boylece
bitkinin toprakla birlestigi bolgede ciiriikler olusturarak bitkinin kopmasina sebep olur.
Hastalik bulagmis yumrularin saglikli olanlarla depolandiginda iiriin kaybina neden olur
(Altundag ve Aslim, 2005). T4 faj lizozimi olarak bilinen baz1 bakteriyolitik enzim
tretebilen transgenik bitkilerin s6z konusu organizmaya kars1 koruma saglayabildigi

vurgulanmistir (Diiring ve ark., 1993). Tiiriin patates disinda biber (Hadas ve ark., 2001),
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domates (Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2004) ve yosun gibi bitkleri (Ponce de Leon ve
ark., 2007) de enfekte ettigi bilinmektedir.

2.4.5. Xanthomonas axonopodis kaynaklh bitkisel hastaliklar

Gram (-) bir bakteri olan X.axonopodis’in ¢ogu ekonomik agidan 6nemli tahil
grubu olmak tizere 400°den fazla bitkiyi konak olarak kullanip hastalik yapabilecegi ifade
edilmistir (Mhedbi-Hajri ve ark., 2013). Gelistigi optimum sicaklik 29°C’dir. Bulastig
tohumlarla topraktaki varligimi siirdiirebilen tiir, tohum disinda hastalik yaptigi bitki
artiklariyla topraga gecebilmekte 2-3 yil arasinda canlii@ini siirdiirebilmektedir.
Enfeksiyonlar fide ve bitkilerde kavruk bir hal olusturup olusan hastalik iiriinde verim
kaybina neden olmaktadir (Aydemir, 2008).

Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, tropik bdlgelerden 1liman bolgelere kadar
yetisen bitkilerde adi yaprak yanikligi hastaligi olarak bilinen hastaliga sebep olur.
Arazideki verimi diisiirme kapasitesi ve tohum kaynakli olmasi nedeniyle, diinya
genelinde ekonomik bakimdan domates bitkisini olumsuz etkileyen bir
mikroorganizmadir (Candemir, 2022). Domates disinda en etkili oldugu bitki tiirleri
arasinda fasulye (Mahuku ve ark., 2006), manyok (Restrepo ve ark., 2000) nar (Sharma
ve ark., 2012) gibi bitkiler sayilabilir.

2.4.6. Xanthomonas vesicatoria kaynakh bitkisel hastahklar

Domates bakteriyel leke hastaligi gram (-) kaynakli bakteriyel bir hastaliktir. Bu
hastaligin en uygun gelisme sicakligi 29 °C’dir. Hastalik etmeni bakteri diger 6rneklerde
oldugu gibi bitkinin sadece tohumunda kalmamakta, bitkinin atiklari ile topraga bulagarak
2-3 yil canliligin1 koruyabilmektedir. Erken enfeksiyon belirtileri geng bitki ve fidelerde
kavrulmus gibi bir durum gozlenmektedir. (Altundag ve Aslim, 2005). Domates, biber ve
tiitlin bitkilerine uygulanan s6z konusu mikroorganizmaya karst her bir bitkinin duyarl
oldugu vurgulanmistir (Cook ve Stall, 1969). Bakteriyi kontrol altina almak igin
oksitetrasiklin, bakir oksiklorid, hidrojen peroksit ve karanfil yagi gibi bilesenler
uygulanmisg bakirli bilesenlerin 6nemli derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigi
belirlenmistir (EI-Fiki ve Eman, 2022). Biberde hastalik yapabilen tiiriin  bakir
bilesenleriyle kontroliine alternatif yontemlerin bulunmasi da onerilmistir (Hernandez-

Huerta ve ark., 2021).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki materyali

Calismada kullanilan esansiyel yaglarin elde edildigi bitkilerden Satureja
hortensis, Bingdl ili Geng ilgesi kirsalindan toplanmistir. Thuja orientalis ve Mentha
longifolia ise Mus Alparslan {iniversitesi kampiisiinden toplanmistir. Ugucu yaglarin

uygulandigi biber tohumlar1 (igburun) ise ticari olarak satin alindi.
3.1.2. Kullamilan mikroorganizmalar

Calismada kullanilan bitki patojenleri, Erzurum Teknik Universitesi Molekiiler
Biyoloji ve Genetik bolimii laboratuvarindan temin edildi. Kullanilan

mikroorganizmalarin detayl bilgileri Cizelge 3.1° de sunulmustur.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan bitki patojenleri ve kaynaklari

No Mikroorganizma Adi izole edildigi bitki
1 Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis Domates

2 Erwinia carotovora subsp. Caratovora Domates

3 Pseudomonas corrugate Domates

4 Pseudomonas syringae Domates

5 Xanthomonas vesicatoria Domates

6 Xanthomonas axonopodis Biber

3.1.3. Kullamilan ekipmanlar

Calisma, Mus Alparslan Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Laboratuvari ile Teknik Bilimler MYO Gida Laboratuvarlarinin altyapilar

kullanilarak gerceklestirildi. Kullanilan ekipman listesi Cizelge 3.2°de sunulmustur.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlar

No Kullamlan Cihazlar Marka

1 Blender Waring

2 Buzdolabi, Derin Dondurucu Argelik, Vestel
3 Clevenger Borosil

4 Calkalayict Thermoshake
5 Steril Kabin Mikrotest

6 Otoklav Niive

7 Hassas Terazi And GR-200 Japon
8 Inkiibator Niive

9 Otomatik Pipetler THERMO

10  Manyetik Karistirici Niive

11  Mikrodalga Firin Arcelik

12 Saf Su Cihaz1 Niive

13 Santrifiij Centrion

14 Sogutmali Santrifiij
15  Spektrofotometre Shimadzu,
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3.3.4. Bitki besin soliisyonu

Bitki gelisimi i¢in ticari olarak satilan tartes bitki besinleri (A ve B) temin edildi.
A soliisyonunun igeriginde %1,6 amonyum azotu, %8,7 nitrat azotu, %7,5 potasyum
oksit, %8,6 kalsiyum, %0,3 demir bulunurken B soliisyonunun igerigi ise %2,1 nitrat
azotu, %06,4 fosforpentaoksit, %11,6 potasyumoksit, %0,1 ¢inko, %0,03 bor, %0,003
bakir, %0,004 molibdenden olusmustur. Besin soliisyonu steril edilmis 1 litre saf suya 2

ml Soliisyon A, 2 ml Soliisyon B eklenerek hazirlandi.
3.2. Yontem

3.2.1. Ucucu yaglarin elde edilmesi

Satureja hortensis, Thuja orientalis ve Mentha longifolia bitkileri toplandiktan
sonra golgelik alanda kuruyuncaya kadar bekletildi. Kurutulan 6rnekler blender ile toz
haline getirilip her bir 6rnekten yaklasik 50 g tartilarak clevenger aparatina yerlestirildi
(Sekil 3.1). Hidrodistilasyon yontemiyle 12 saat boyunca elde edilen ugucu yaglar
kullanilacagi zamana kadar +4 C’de bekletildi (Bozar1, 2011).

Sekil 3.1 Clevenger hidrodistilasyon mekanizmasinda Thuja orientalis ugucu yaglarinin eldesi (solda)
(A) Ornegi, (B) Suyu, C) Soguk su giris ve ¢ikislarini, (D) Yogunlagsmamis gazlar i¢in havalandirma
deligini, (E) Ekstrakt biriktirme iinitesini (F) Ayirma vanasi (sagda)
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3.2.2. Antimikrobiyal aktivite tayini

3.2.2.1. Mikroorganizmalarin hazirlanmasi

Stok bakteri kiiltiirlerinden Triptik Soy Agar (TSA)’a ¢izgi ekim seklinde yayilan
mikroorganizmalar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra gelisen
mikroorganizmalardan tek diisen koloni alinarak Triptik Soy Broth (TSB)’a aktarilip 37
°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda gelisen mikroorganizmalar

calismaya hazir hale getirildi.

3.2.2.2. MIC (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) degerinin hesaplanmasi

Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIC) testi ile kullanilan ugucu yaglarin
test mikroorganizmalarina karst etkili olan en diigik miktarinin belirlenmesi
amaclanmistir. S6z konusu test antimikrobiyal maddenin etkinligini 6l¢gmektedir (Akarca
ve Tomar, 2018). Ugucu yaglarin etkili oldugu konsantrasyonlari belirlemek i¢in %10
(DMSO) gozeltisi ile baslangig diliisyonu 1/1 (v/v) hacim olacak sekilde seri diliisyonlar
seklinde hazirlandi. Sivi besiyerine 1/10 oraninda ekilen mikroorganizmalara farkli
dozlarda ugucu yag iceren ¢ozeltiden 1/9 oraninda soliisyon eklendi. Farkli dozlarda
ucucu yag iceren mikroorganizma kiiltiirleri 37 °’de inkiibe edildi. Mikroorganizmalarin
gelisim siirelerine gore 24-48 saat inkiibe edilen orneklerde gelisimin goriildiigii ilk

dozdan 6nceki doz MIC degeri olarak degerlendirildi (Dadasoglu, 2016).

3.2.2.3. Disk difiizyon yontemi

Satureja hortensis, Thuja orientalis ve Mentha longifolia’dan elde edilen ugucu
yaglarin antibakteriyel aktivitelerinin tayini i¢in se¢ilen mikroorganizmalara (Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia carotovora subsp. caratovora,
Pseudomonas corrugate, Pseudomonas syringae, Xanthomonas vesicatoria,
Xanthomonas axonopodis) uygulama disk difiizyon yontemiyle gergeklestirildi. Ugucu
yaglardan 640, 320, 160, 80, 40, 20, 10 pL/mL dozlarinda stok ¢6zeltiler hazirlandi. Daha
once canlandirilmis mikroorganizmalardan 100 pL sivi bakteri kiiltiirii alinarak uygun
kat1 besiyerlerine yayildi. Ayni besiyerlerine eklenen steril mm capindaki disklere
yukarida belirtilen yedi farkli dozda 5 pL/disk olacak sekilde ugucu yaglar emdirildi.
Negatif kontrol olarak Dimetilsiilfoksit (DMSO), pozitif kontrol olarak ise Eritromisin,
Kloramfenikol ve Tetrasiklin antibiyotikleri kullanildi. Tiim denemeler 3 kez tekrarlandi.

Calismalar steril kabinde gergeklestirildi.
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3.2.3. Biber tohumlarmn ¢imlendirilmesi

Ticari olarak temin edilen biber tohumlar1 %5°1lik sodyum hipoklorit (NaOClI) ile
5 dakika boyunca 1000 rpm de ¢alkalandi. Daha sonra tohumlar siizgeg ile alinip 3-4 kez
saf sudan gegirilerek yiizeysel sterilizasyona tabi tutuldu. 121°C 15 dakika otoklavda
steril edilmis perlit ¢gimlenme kaplarina (5x10x20cm) 500 ml olacak sekilde dolduruldu.
Daha sonra yaklasik 50 adet steril tohum pens yardimiyla ilk ¢imlenme icin kaplara
yerlestirildi. Tohumlarmn istii 250 ml perlitle ortiildii. 300 ml besin soliisyonu eklenen
ornekler 25°C’ye ayarlanmis etiivde ¢imlenmeye birakildi. 72 saat araliklarla tohum
orneklerine 50 ml besin soliisyonu ¢imlenme gerceklesinceye kadar eklendi. 21 giinliik
¢imlenme sonrasi gelisen biber fideleri 70 ml perlit igeren seffaf pet bardaklara ekildi.
Uygulama sonuna kadar ekimi yapilmis bitkiler florasan lamba altinda oda sicakliginda
(23 £2) tutuldu. 72 saatte bir her 6rnege 10 ml besin soliisyonu eklendi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Biber tohumlarmin gelisim siireci (a=1. giin, b=7.giin, c-d=21 giin)

3.2.4. Ugucu yaglarin bitki 6rneklerine uygulanmasi

Cimlenmis ve en az dort yaprakli hale gelmis biber fidelerine, ucucu yaglarin
mikroorganizma gelisimini 6nleme ve gidermeye yonelik etkilerini test etmek i¢in deney
diizenegi asagidaki gibi diizenlendi. Pozitif kontrol olarak kullanilan bakteri &rnekleri
genglestirilmis stoklardan alind1 (10). Negatif kontrol icin tween 20 igeren saf steril su
kullanildi. Uygulanan ugucu yaglarin konstrasyonlar1 MIC degerlerine gore belirlendi.

Mic degerlerinin iizerinde yapilan 6n uygulamalarda ugucu yaglarin bitki fide




21

yapraklarinda yaniklara neden oldugu ve belirli bir siire sonra bitki 6liimlerinin meydana

geldigi belirlendi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. MIC degeri iizerindeki S. hortensis ugucu yaglariin uygulandig: fide drneklerinin birinci giinii

(Ustte) ile yedinci giin (altta) gérselleri

MIC degerlerine gére uygulamalar ise asagidaki gibi gerceklestirildi.

1) Kontrol i¢in en iisteki dort yapraga 5 ul Tween+ steril su uygulanip kurutuldu.

2) Onleme icin en iisteki dort yapraga 5 ul yag igeren soliisyon uygulandi
kuruduktan sonra 5ul bakteri uygulandi.

3) Giderme i¢in en iisteki dort yapraga once Sul bakteri uygulanip kuruduktan
sonra Sul yag iceren soliisyon uygulandi.

4) Sadece yag uygulamalari i¢in en listeki dort yapraga Sul yag uygulandi.

5) Sadece bakteri i¢in en {istteki dort yapraga 5 ul bakteri uygulandi.

6) Ugulanan soliisyonlarin herbiri steril ¢ubuklu pamukla yaprak yiizeyine
yayildu.

7) Calismalar her bir bakteri ve yag 6rnekleri i¢in ii¢ tekrarli yapildi.
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8) Ornekler aralarinda en az 20’ser cm’lik araliklarla oda sicakliginda (23+2C°)

stirekli 151k altinda bir haftalik gelisim periyoduna birakildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.4. S. hortensis ugucu yaginin uygulandigr bitki 6rnekleri (Sirasiyla E. caratovora, P. syringea, C.
michiganensis, X. vesicatoria, X. axonopodis, P. corrugate gorselleri yukardan asagiya dogru

siralamanmigtir)
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3.2.5. Fide uygulamalarinda ucucu yaglarin bakteriler iizerine etkisinin tespiti

Mikroorganizma ve ugucu yag uygulanan drnekler, 1 haftalik gelisim siirecinden
sonra parametrelerin belirlenmesi igin hasat edildi. Siire¢ su sekilde planlandi: Ugucu yag
ve mikroorganizma uygulanan Orneklerin 1 haftalik periyottan sonra bakterilerin
canliliklarimin test edilebilmesi i¢in bitki 6rneklerinden ayrilmasi saglandi. Bunun i¢in
uygulama yapilan en tiisteki 4 yaprak steril makasla kesilip hassas terazide tartimlari
yapilarak deney tiiplerine konuldu. Yaprak orneginin agirligmin 9 kati kadar deney
tiiplerine pepton (steril) eklendi. Daha sonra 6neklerin bulundugu tiipler 10 saniye
vortexlendi. Boylece mikroorganizmalarin soliisyona gegisi saglandi. Sonraki siiregte
bakteri igeren soliisyonlarin uygun besiyerlerinde g¢ogalmalari saglanip sayilacak
kolonilerle bakteriyel yiikler hesaplandi. Yapilan 6n denemelerde, dogrudan yikanan
orneklerle yapilan ekimlerde Thuja orientalis ile Mentha longifolia uygulamalarinda
diisiik antimikrobiyal aktivitelerinden dolay: diliie (10#) edilme ihtiyac1 hasil oldu.
Satureja hortensis ugucu yaglariin uygulandigi 6rneklerde ise diliisyon yapilmadan en
yogun bakteri sollisyonuyla ekimler yapildi. Bakteri iceren soliisyonlardan 100 pl ilgili
besiyerine yayma seklinde ekim yapildi. Ornekler 24-48 saat 37°C’deki etiivde bekletildi.
Ekimden 24-48 saat sonra koloni sayimi yapildi. Pepton i¢indeki bitki 6rnekleri +4 °C’
de klorofil tayini igin kullanildx.

3.2.6. Fotosentetik pigment miktari tayini

Ayni bitki 6rnekleri fotosentetik pigment miktarinin hesaplanmasi i¢in kullanildi.
Ornekler 0,1 gram yaprak drnegine 4 ml aseton olacak sekilde ¢oziicii eklenerek havanda
ezilip homojen hale getirildi. Homojenize edilen 6rnekler 15°C’de 10 dakika 7000 rpm’de
santrifiij edildi. Siipernatant kismi spektrofotometrede 470, 645 ve 662 nm dalga
boylarinda 6l¢tildii.

Fotosentetik pigment miktarlari;

Klorofil a i¢in; Kl-a mg/g=[(12.25xA663.2)-(2.79x A646.8)]x V/W,

Klorofil b i¢in; KI-b=[(21.50xA646.8)-(5.10x A663.2)]x V/W

Total Klorofil i¢in; KI-T = [(7.15xA663.2)+(18.71x A646.8)]x V/W ve

Karotenoid miktarlar1 i¢in Karotenoit=[(1000xA470)-(1.82xKl-a)-(85.02xKI-
b)/198]x V/W formiilleri kullanilarak gergeklestirildi.

V= Kullanilan aseton hacmi (mL)

W= Kullanilan bitki agirligi (mg) (Sahin, 2020)
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3.2.7. lstatistiksel analiz

Istatistiksel analiz icin SPSS V22 paket programi kullanildi. Ornekler arasindaki
anlam dereceleri One Way ANOVA ile test edildi. Veri gruplar1 arasindaki 6nemli

diizeydeki (P<0,05) farkliliklar ise Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari

Yedi farkli dozda alti farkli mikroorganizmaya uygulanan Satureja hortensis
ucucu yaglarmin pozitif kontrollere goére Onemli derecede antimikrobiyal aktivite
gosterdigi gozlendi. Xanthomonas vesicatoria disindaki diger mikroorganizmalarin
tiimiinde kontrole gore daha iyi aktivite gosteren ucucu yaglarin 5 pL/mL’nin tizerindeki
tim dozlarda aktivitesi tespit edildi. En yiiksek aktivite Erwinia carotovora subsp.
caratovora’ya karsi gozlenirken en diisiik aktivite Pseudomonas syringae’ye karsi
belirlendi (Cizelge 4.1, Sekil 4.1).

Bir bakteri (Streptomyces spp) tarafindan {iretilen tetrasiklin antibiyotigi
aminoacil-tRNA kompleksini inhibe ederek translasyonu onleyen bakteriyostatik
aktiviteye sahip bir bilesiktir. Test edilen her mikroorganizmaya karsi, diger
antibiyotiklere gore daha etkili oldugu goriilen tetrasiklin antibiyotigi ile
karsilastirildiginda 640 ve 320 uL/mL dozlarinda uygulanan S.hortensis ugucu yaglarinin
istatistiksel olarak benzer etkilere neden oldugu belirlendi.

Yine bir Streptomyces spp. tiiriinden elde edilen benzer sekilde ribozomun 50S
alt birimine baglanmak suretiyle translasyonu ihibe eden kloramfenikol ile uygulanan
ucucu yaglarin yiiksek dozlarmin istatistiki agidan benzer etkilere neden oldugu gozlendi
(Cizelge 4.1).

Bir diger Streptomyces spp. tiiriinden izole edilen eritromisin de Tetrasiklin ve
kloramfenikol antibiyotiklerinin etki mekanizmasina benzer etki sergilemektedir. S6z
konusu antibiyotik, hem 50S alt birimin 30 S alt birimle kompleks kurmasini1 engeller
hem de aminoagil-tRNA kompleksinin translokasyonunu engelleyerek aktivite gosterir.
Xanthomonas tiirleri ile P. corrugate ‘ye uygulanan ilk ugucu yag dozlarinin bu
antibiyotige gore daha fazla etki ettigi ve olugan farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugu

gozlendi.



Cizelge 4.1 Satureja hortensis ugucu yaglarinin farkli mikroorganizmalara karsi olusturdugu inhibisyon zonlari (mm)
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Bakteri 640 pL/mL

Clavibacter 13,00+1,52
michiganensis d
subsp.michiganensis

Erwinia carotovora 15,0+0°
subsp. Caratovora

Pseudomonas corrugate 14,33+0,66°

Pseudomonas syringae 10,0009
Xanthomonas vesicatoria 11,7340,33¢
e

Xanthomonas axonopodis ~ 12,33+0,33f

320 pL/mL

12,001,159

15,0+0°
14,00+£1,0°

9,00+0¢
7,66+1,20¢

10,66+2,60°

160 pL/mL
10,0043,05¢
d

15,0£0°
14,33+1,2°
5,00+1,52°
6,00£1,52°¢

9,00+1,15¢¢

80 pL/mL
5,66+1,76°
c

15,0+0°¢
12,3343,17
2,66+0,33°
2,830,16"

4,000

40 pL/mL
3,66+0,33
b

3,33+0,33¢

2,33+0,44°

2,16::0,33

2,16+0,16
ab

1,83+0,62
b

20
pL/mL

2,5+0,28%
b

2,5+0,28°

2,16+0,16
a

1,00+0,28
ab

1,66+0,16
ab

0,70+0,32

10
pL/mL

1,33+0,16
ab

1,5+0°
1,540,282
0,83+0,16
ab
1,33+0,16
ab

0,53+0,26
a

NK
Tween
20(10%)
Oa

02
Oa
Oa
0@

Oa

PK
ER CL TET
8,5+0,5¢¢  9,00+0°¢ 10,00+0,5¢¢
2,7+0,25¢ 0?2 16,25+0,25°
3,25+0,25  15,00+1,0° 14,00+0°

a
9,00+0¢ 6,5+0,5°¢ 9,5+0,5¢
1 1,0331,0 10,5+0,5¢ 13,00+1,0°
6,50£0,5%  6,25+0,25% 5,75+0,25%

MIC
Kon

5 uL/mL

5 uL/mL
5 uL/mL
5 uL/mL
5 uL/mL

5 uL/mL

Ayni satirda ayni harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gore p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur

Kon:Konsantrasyon, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol,ER: Eritromisin, CL: Kloramfenikol, TET: Tetrasiklin
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Sekil 4.1 Saturaje hortensis esansiyel yaginin uygulandigi mikroorganizmalarda zon olugumu (E.

caratovora, P. syringea, C. michiganensis, X. vesicatoria, X. axonopodis, P. corrugate bakterileri soldan

saga gorseldeki siralamaya gore yazilmstir)

Satureja hortensis ugucu yaglarinin gosterdigi etkinin ¢ok altinda aktivite
gosteren Mentha longifolia ugucu yaglari, Erwinia carotovora subsp. caratovora’ya
uygulanan 640 uL/mL dozunda Eritromisin antibiyotigine gore daha fazla antimikrobiyal
zon olustururken bunun disindaki tiim dozlarda pozitif kontrollere gore istatistiki olarak
anlamli ve diisiik aktivite gosterdigi belirlendi. Ugucu yag uygulanan en yiiksek dozlar
ile en diisiik dozlar arasinda ¢ogunlukla 6nemli farklar gbézlenmedi. MIC (Minimum
Inhibitér Konsantrasyonu) degerlerinin de farkli mikroorganizmalarda farkli degerlerde

seyrettigi tespit edildi (Cizelge 4.2, Sekil 4.2).



Cizelge 4.2 Mentha longifolia ugucu yaglarinin farkli mikroorganizmalara karsi olusturdugu inhibisyon zonlar1 (mm)

Bakteri 640 320 160 80 pL/mL 40 20 10 NK PK MIC
pL/mL pL/mL pL/mL pL/mL pL/mL pL/mL Tween 20(10%) Kon
ER CL TET
Clavibacter michiganensis 1,5+0° 1,0£020¢ 1,0£0,52°  0,4+0,12°  0,1+0,05° 0? 0? 0? 8,5+0,5¢ 9,0+0¢ 10,0+£0,5¢ 20 pL/mL
subsp.michiganensis £
Erwinia carotovora subsp. ~ 3,33+0,88¢  1,83+0,16®  0,83+0,16* 1,0£02P 0,66+0,16  0,66+0,16 0,5+02 0? 2,75+0,25°  16,25+0,25f 14,00+0¢ 5 uL/mL
Caratovora P 2 2 d
Pseudomonas corrugate 1,00£0°  1,16£0,16°  1,00+0,28  1,33+0,16  0,83+0,16 0,53+0,26  0,5+02° 0?2 3,2540,25  15,0£1,0° 14,0£0¢ 5 uL/mL
b b ab ab c
Pseudomonas syringae 1,33+0,16°  1,00£0°¢  0,83+0,16  0,53+0,26°  0,5£0°°  0,16+0,16 0° 0° 9,00+0¢ 6,5+0,5° 9,5+0,5° 10 pL/mL
bc b a
Xanthomonas vesicatoria 1,540,228  1,33+0,16°  1,0£0®°¢  1,16+0,16° 0,5+0%®°¢ 0,33+0,16 0,16+0,16 02 11,0+1,08 10,5+0,5¢ 13,0£1,0f 10 pL/mL
d dc abc ab
Xanthomonas axonopodis 1,4+0,30°  1,0£0,28°°  0,86+0,40  0,66+0,33  0,66+0,16 0,5+0,28%  0,16%0,16 0?2 6,5+0,59  6,25+0,25¢ 5,75+0,25¢ 10 pL/mL
abc abc abc bc ab

Ayni satirda ayni harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gore p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur
Kon:Konsantrasyon, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol,ER: Eritromisin, CL: Kloramfenikol, TET: Tetrasiklin



29

Sekil 4.2 Mentha longifolia esansiyel yaginin uygulandigi mikroorganizmalarda zon olusumu (E.

caratovora, P. syringea, C. michiganensis, X. vesicatoria, X. axonopodis, P. corrugate bakterileri soldan
saga gorseldeki siralamaya gore yazilmistir)

Thuja orientalis ugucu yaglarinin uygulandigi dozlarin tiimiinde zayif antimikrobiyal

aktivite gostermistir. Uygulanan ii¢ farkli ugucu yag iceriginden en diisiik MIiC 160

uL/mL degerile bu 6rnekte tespit edildi. Cogu bakteride uygulanan dozlar arasindaki fark

onemli olmay1p en yiiksek aktivitenin Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis’e

kars1 gosterildigi tespit edildi (Cizelge 4.3 ve Sekil 4.3).



Cizelge 4.3 Thuja orientalis ugucu yaglarinin farkli mikroorganizmalara kars1 olusturdugu inhibisyon zonlar1 (mm)

30

Bakteri 640 320
pL/mL pL/mL

Clavibacter michiganensis 2,16£0,44  1,16:0,16
subsp.michiganensis ¢ b

Erwinia carotovora subsp. 0,5+0° 0,33+0,16
Caratovora a
Pseudomonas corrugate 0,36+0,31  0,2+0,15?
a
Pseudomonas syringae 1,66+0,16° 1,13+0,16
b
Xanthomonas vesicatoria 1,0+0? 1,0+0,282

Xanthomonas axonopodis 1,33+£0,16°  0,53+0,26
a

160 80
pL/mL pL/mL

0,53+0,26®  0,36+0,13
a
0,33+0,162 0®
b
0,83+£0,16%  0,66+0,33
a
1,16£0,16°  0,16+0,16
a
0,4+0,32 0,66+0,16
a

0,23+0,13 2 0?

40 20 10
pL/mL pL/mL pL/mL
0® 0® 0®
0® 0® 0?

0,240,152 0,16::0,16 0
0® 0® 0®
0,23+0,13 0*® 0,16+0,16
o e o

NK
Tween 20(10%)

0?2

0?2

Oa

02

02

Oa

PK
ER CL TET
8,5+0,5¢ 9,0£0¢ 10,0+0,5¢
2,75+0,25° 16,25%0,25 14+0¢
3,2%0,25 15,0£1,0¢ 14,0£0°¢
9,0+0¢ 6,5+0,5° 9,5+0,5¢
11,0£1,0°  10,5+0,5° 13,0+1,0°
6,5£0,59  6,25+0,25¢ 5,75+£0,25°¢

MIC
Kon

40 uL/mL
80 uL/mL
20 pL/mL
40 uL/mL
10 pL/mL

160 pL/mL

Ayni satirda ayni harfle gésterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gére p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur

Kon:Konsantrasyon, NK: Negatif Kontrol, PK: Pozitif Kontrol,ER: Eritromisin, CL: Kloramfenikol, TET: Tetrasiklin
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Sekil 4.3 Thuja orientalis esansiyel yaginin uygulandigi mikroorganizmalarda zon olugsumu (E.
caratovora, P. syringea, C. michiganensis, X. vesicatoria, X. axonopodis, P. corrugate bakterileri soldan

saga gorseldeki siralamaya gore yazilmistir

4.2. Ucucu Yaglarin Mikrobiyal Etkiye Onleme ve Giderme Sonuclari

Ug fakli aromatik bitkiden elde edilen ugucu yaglar in vitro ortamda bitki
patojenlerine uygulanarak olasi antibakteriyel aktiviteleri ile MIC degerleri belirlendi.
Ugucu yaglarin uygulama kosullarindaki etkilerinin belirlenmesi i¢in ise in vivo sartlarda
uygulamalar gerceklestirildi. Bunun i¢in ugucu yaglarin test mikroorganizmalarina kargi
aktivite gosteren en diisiik dozlar1 belirlendi. Tohumdan ¢imlendirilerek yetistirilen biber
fideleri in vivo galismalar i¢in kullanildi. Her biri ti¢ tekerriirlii olacak sekilde hazirlanan
diizenege su uygulamalar yapildi: En az dort yapragi gelismis biber fide yapraklarina; 1)
negatif kontrol olarak Tween 20 igeren saf su, i1) pozitif kontrol olarak belirlenen ugucu
yag dozu, iii) sadece bakteri siispansiyonu, iv) giderme islemi (6nce belirlenen bakteri

siispansiyonu yapraklara uygulanip 5-10 dk kurumasi beklendi. Daha sonra belirlenen
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ucucu yag konsantrasyonu ayni drneklere tatbik edildi), v) 6nleme iglemi (6nce belirlenen
ucucu yag konsantrasyonu yapraklara uygulanip 5-10 dk kurumasi beklendi. Daha sonra
belirlenen bakteri siispansiyonu ayni orneklere tatbik edildi) uygulandi. Uygulanan
mikroorganizmalarin zararli etkilerini Onleyici ve giderici etkileri gram basina diisen
koloni sayist Olgiilerek gerceklestirildi. Degerler kob/ml (Colony Forming Unit/gram)
seklinde hesapland1 (Cizelge 4.4).

Yapilan uygulamalar sonunda fidelerin gelisimlerine devam etmesi i¢in belirli
araliklarda bir hafta boyunca besin igeren soliisyonla sulama gergeklestirildi. Daha sonra
uygulama yapilan ornekler peptonla yikanip olasi bakterileri elde edilerek uygun

besiyerlerine ekimleri gergeklestirildi. 24-48 saat sonra gelisen koloniler sayildi.

Satureja hortensis u¢ucu yaglarinin giderme ve dnleme agisindan 6nemli farklara
neden olmadigi gozlendi. Uygulama yapilan 6rneklerden sadece bakteri uygulamast,
onleme uygulamasi ile karsilastirildiginda gelisen koloni sayisinin P. syringae ve X.
vesicatoria’nin 6nleme uygulamasinda daha fazla oldugu goriilmiis ancak bu fazlaligin
P. syringae i¢in anlamli, X. vesicatoria’ da ise dnemsiz oldugu belirlenmistir. Giderme
caligmalarinda ise E. Carotovora ile P. syringae ornekleri arasinda onemli fark
bulunurken diger uygulamalardaki fark onemsiz bulunmustur. Giderme ve Onleme
caligmalar1 karsilastirildiginda C. michiganensis’e karsi ugucu yaglarin Onleme
faaliyetinin daha yiiksek oldugu (daha az koloni gelismesi goriildiigii) ve aradaki farkin
istatistiksel olarak onemli sayilabilecegi gozlendi. Diger organizmalardaki giderme ve
Onleme faaliyetleri arasinda istatistiki olarak bir fark tespit edilemedi (Cizelge 4.5).
Ucgucu yag ve saf su uygulamarinda ise herhangi bir bakteriyel gelisme gézlenmemistir.
S6z konusu yagin CMM ve E. carratovora i¢in muhtemel aktivite gosterebilecegi
belirlendi.

Cizelge 4.4 Farkli mikroorganizmalarin uygulandigi biber fide yapraklarinda Satureja hortensis ugucu
yaglarinin 6nleyici ve giderici etkisi

Satureja hortensis

Mikroroganizma Onleme Giderme Sadece bakteri Sadece ug¢ucu yag Saf su +DMSO
(log CFU/qg) (log CFU/g) (log CFU/qg) (log CFU/qg) (log CFU/qg)

Clavibacter michiganensis 2,54+1,28" 5,17+0,22°¢ 5,28+0,68 ¢ 0? 0?
subsp.michiganensis

Erwinia carotovora subsp. 2,5441,2% 1,241,22 4,33+0,28° 0?2 0?
Caratovora

Pseudomonas corrugate 2,35+1,18% 2,41+£1,22% 3,73+0,13° 0?2 0?2
Pseudomonas syringae 3,97+0,05¢ 4,12+0,21° 3,38+0,24° 0? 0?
Xanthomonas vesicatoria 4,95+0,34° 4,86+0,39° 4,92+0,33° 0?2 02
Xanthomonas axonopodis 3,82+0,28° 4,43+0,66° 4,10+0,36" 0?2 02

Ayni satirda ayni harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gére p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur
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Thuja orientalis ugucu yaglarmin etkisinin incelendigi 6rneklerde, sadece C.
michiganensis ile X. vesicatoria’nin uygulandigi o6rneklerin giderme ve Onleme
uygulamasimna gore daha fazla gelistigi ve aradaki farkin anlamli oldugu goézlendi.
Pseudomonas spp. orneklerinde ise onleme ve giderme uygulamasinda daha fazla
mikroorganizma gelistigi ve aradaki farkin yine anlamli oldugu belirlendi. Diger
uygulamalar arasinda anlamli farklar tespit edilemezken sadece yag uygulanan
orneklerde bakteri gelisimi de gozlendi (Cizelge 4.6). T. orientalis ugucu yaglarinin C.

michiganensis ile X. vesicatoria’ya karsi kullanilabilecegi gozlendi.

Cizelge 4.5 Farkli mikroorganizmalarin uygulandigi biber fide yapraklarinda Thuja orientalis ugucu
yaglarinin 6nleyici ve giderici etkisi

Thuja orientalis

Mikroroganizma Onleme Giderme Sadece bakteri Sadece ucucu yag Saf su+DMSO
(log CFU/qg) (log CFU/g) (log CFU/qg) (log CFU/qg) (log CFU/qg)

Clavibacter michiganensis 2,30+0,05° 2,11+0,2° 3,86+0,61°¢ 2,1440,03° 0?2
subsp.michiganensis

Erwinia carotovora subsp. 2,41£0,33° 2,65+0,25° 2,50+0,39° 2,14+0,31° 0?
Caratovora

Pseudomonas corrugate 3,15+0,15¢ 2,4540,15°¢ 1,6240,15° 2,1440,31° 0?2
Pseudomonas syringae 2,69+0,15¢ 2,45+0,15 ¢4 1,15+0,15° 2,14+0,03°¢ 0?2
Xanthomonas vesicatoria 2,00+0,39° 2,21+0,01° 3,1940,34°¢ 2,1440,03° 0?2
Xanthomonas axonopodis 2,65+0,37° 2,10+0,19° 2,4140,33° 2,1440,31° 0?2

Ayni satirda ayni harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gore p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur

Mentha longifolia ugucu yaglarmin uygulandigi C. michiganensis, E. carratovora
ve Xanthomonas tiirlerine karsi giderme faaliyetlerinin uygulanabilir oldugu gozlendi.
Bakteri ve giderme uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlendi. Ote yandan sadece Xanthomonas axonopodis uygulamasinda &nleme
faaliyetlerinin bakteri uygulamalarina nazaran daha az sayida mikroorganizma gelisimine

1zin verdigi ve aralarindaki farkin da anlamli oldugu belirlendi (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.6 Farkli mikroorganizmalarin uygulandigi biber fide yapraklarinda Mentha longifolia ugucu
yaglarinin 6nleyici ve giderici etkisi

Mentha longifolia

Mikroroganizma Onleme Giderme Sadece bakteri Sadece ug¢ucu yag Saf su +Tween
(log CFUI/g) (log CFU/g) (log CFU/g) (log CFU/g) 20 (log CFU/g)

Clavibacter michiganensis 2,8240,13°¢ 1,55+0,77° 3,28+0,68 ¢ 0? 0®
subsp.michiganensis
Erwinia carotovora subsp. 1,4140,85%® 0,33+0,332 2,33+0,28° 0?2 0?
Caratovora
Pseudomonas corrugate 2,33+1,2° 3,08+0,04° 1,7340,13 2P 0?2 0?2
Pseudomonas syringae 3,01+0,47° 2,141,052° 1,3840,24 2P 0?2 0?2
Xanthomonas vesicatoria 2,64+0,34¢ 1,7240,42° 2,92+0,33°¢ 0? 0?
Xanthomonas axonopodis 0,82+0,43 2 0,33+0,33° 2,1+0,36° 02 0?

Ayni satirda ayni harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gore p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur



34

4.3. Fotosentetik Pigment Miktarlar:

Ugucu yaglarin uygulandigi biber fidelerinde 6n degerlendirme siirecinde
morfolojik degisimler gdzlendi. Ozellikle yiiksek dozlarda uygulanan ugucu yaglarin
biber fide yapraklarinin solmasina ve zamanla fidenin 6liimiine neden oldugu goézlendi
(Sekil 3.3). S6z konusu morfolojik degisimlerin fizyolojik etkilerinin belirlenmesi i¢in
fotosentetik pigment miktarlarinin 6l¢timi yapildi. Uygulama yapilan bitki 6rneklerinin
yapraklarindan Klorofil a-b, Toplam klorofil ve karotenoid miktarlar1 6lgtildii.

S. hortensis ugucu yaglari ile Pseudomonas syringae organizmasinin uygulandigi
orneklerde klorofil a ile total klorofil miktarindaki degisimlerin Onemsiz oldugu
belirlendi. Klorofil b miktarinin ise giderme ve yag uygulamalarinda, 6nleme ve bakteri
uygulamalarina gore anlamli sayilabilecek farkliliklara neden oldugu go6zlendi.
Uygulanan diger bakteri tiirlerinde ise fotosentetik pigment oranlarinda Onemli
degisimler gozlenmedi (Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8). Sekil 4.4’te de belirtilen

deformasyonlarin bir haftalik periyotta pigmentasyona etkisinin olmadig1 gézlendi.



Cizelge 4.7 Farkli mikroorganizmalarin uygulandigi biber fide yapraklarinda Satureja hortensis ugucu yaglarinin fotosentetik pigment iizerine etkisi (a)

Satureja hortensis

Mikroroganizm Pseudomonas syringae Xanthomonas vesicatoria Xanthomonas axonopodis
a
Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr

Saf su+DMSO 36+172 4247920 82490 174+£3123° 36+17° 42+792 82490 174£3122 36+17°2 42+792 824902 174+3122
Onleme 40+5° 7£1720 56+7° 98+332P 543 14+40° 19+30° 41+138° 264142 106+43° 1244562 409+156°
Giderme 51+122 394294 28+41% 140£105° 25+0,97 % 72+8% 94+8 2 264+502 14+16° 18+71°2 344422 85+264°2
Sadece bakteri 12+82 487+£275" 43942492 1871x10552 9+10°2 106182 81+2°2 3724762 254332 1594912 170£38°¢ 59543562
Sadece yag 21+0,04° 60+962 26+842 252+364° 21+0,04 % 60+96 2 26+842 25243642 21+0,042 60+96 2 26+842 25243642

Ayni siitunda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gore p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur
Kl-a=Klorofil-a, Kl-b=Klorofil-b, T-Kl=Total Klorofil, Kr=Karotenoid miktari

Cizelge 4.8 Farkli mikroorganizmalarin uygulandig: biber fide yapraklarinda Satureja hortensis ugucu yaglarinin fotosentetik pigment iizerine etkisi (b)

Satureja hortensis

Mikroroganizma Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis Erwinia carotovora subsp. caratovora Pseudomonas corrugate

Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a KI-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr
Saf su+DMSO 36+172 424792 82490 174£3112% 36+172 42+792 824902 174+3122 36+17° 42+792 824902 17443122
Onleme 31+16° 4+10? 34+10° 0,16+54% 23+0? 48+109? 70+95¢2 183+414°2 28+1% 25+46% 124412 99+166?
Giderme 15+52 42+6° 56x12% 185+402 24162 40+532 65+542 12242162 48+1% 108+612 1540+£512 413£240*
Sadece bakteri 33+4% 56642 90+492 21142442 42+6° 19+352 68+38° 60+120? 30+322 11+56° 60+882 427+189*
Sadece yag 21+0,04° 60+£96° 26+84° 25243642 214+0,04*2 60+£96° 26+84° 252+364% 21+0,04° 60+£96° 26+84? 25243642

Ayni siitunda ayn1 harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gore p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur
Kl-a=Klorofil-a, KI-b=Klorofil-b, T-KlI=Total Klorofil, Kr=Karotenoid miktari
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Mentha longifolia ugucu yaglari ile uygulanan alti farkli bitki patojeninin biber
fidelerinde meydana getirdikleri fotosentetik pigment miktarindaki degisimlerin 6nemli
olmadig1 gozlendi (Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10). Sekil 4.5’te de goriildiigii gibi
morfolojik degisimlerin bu ugucu yaglar igin oldukea diisiik oldugu gozlendi.

Sekil 4.4. S. hortensis ugucu yaginin uygulandig: fide yapraklarinda meydana gelen deformasyonlar

Sekil 4.5. M. longifolia ugucu yaginin uygulandigi fide yapraklarinda meydana gelen deformasyonlar

Sekil 4.6. Thuja orientalis ugucu yaginin uygulandig: fide yapraklarinda meydana gelen deformasyonlar



Cizelge 4.9 Farkli mikroorganizmalarin uygulandigi biber fide yapraklarinda Mentha longifolia ugucu yaglarinin fotosentetik pigment iizerine etkisi (a)
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Mikroroganizma

Clavibacter michiganensis subsp.michiganensis

Mentha longifolia

Erwinia carotovora subsp. caratovora

Pseudomonas corrugate

Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr
Saf su+DMSO 36+172 424794 82+90° 17443122 36+172 424794 82+90? 17443122 36+172 42+79° 82+90° 1744312%
Onleme 178+1612 81123 1484902 30944382 28+10? 23+182 15+29° 764852 1352 74+1232 81+400? 253+5022
Giderme 1784302 3442142 742238 130+8332 58+4°2 23+11% 914+4% 100+63 2 8+6°2 4+0,94° 6+7°2 27+112
Sadece bakteri 33442 56+64° 90+492 211+2442 42462 194352 68+38% 60+£1202 30+322 1114562 60+882 427+189*
Sadece yag 44+92 144282 67x122 45+1622 4449* 14+£282 67+12°2 45+1622 4449* 144282 67+12°2 45+1622
Ayni siitunda ayni harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gore p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur
Kl-a=Klorofil-a, KI-b=Klorofil-b, T-KI=Total Klorofil, Kr=Karotenoid miktari
Cizelge 4.10 Farkli mikroorganizmalarin uygulandigi biber fide yapraklarinda Mentha longifolia ugucu yaglarimin fotosentetik pigment iizerine etkisi (b)
Mentha longifolia
Mikroroganizma Pseudomonas syringae Xanthomonas vesicatoria Xanthomonas axonopodis
Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr
Saf su+DMSO 36+172 424792 824902 17443122 36+17° 424792 82+90° 174+312°2 36172 42+792 824902 174+312°2
Onleme 43+15% 1324682 169+402 4954+267% 44202 1732 20+21% 70+92 28+14¢ 87+0,09° 111£172 336+20?
Giderme 23+82 242+173% 240+161° 873+6972 13+172 44+19° 55+42 1524992 8+12° 40+21°2 24+342 282+2572
Sadece bakteri 12482 487+275% 43942492 1871£1055% 10+90°2 96+7% 96+17% 3324362 25+332 1594912 1704382 59543562
Sadece yag 44+92 14428 67+12° 45+1622 44+49% 144282 67+12% 45+1622 44+92 14+282 67122 45+1622

Ay siitunda ayni1 harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gore p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur

Kl-a=Klorofil-a,

KI-b=Klorofil-b,

T-KI=Total Klorofil, Kr=Karotenoid miktar1
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T. orientalis ugucu yaglar1 ile CMM uygulamasinda, sadece yag uygulanan
ornekler ile diger uygulamalar arasinda klorofil a pigmenti arasinda istatistiki fark
gozlendi. Ayni bitkide, E. carotovora organizmasina karsi yine klorofil a miktarinin
bakteri ve yag uygulanan 6rneklerde farklilik gosterdigi bu farkliligin istatistiki olarak
onemli sayilabilecegi gozlendi. Pseudomonas syringae uygulamasinda sadece yag
uygulamasinin klorofil b, Total klorofil ve karatenoid pigmenlerinde diger uygulamalara
gore anlamli farklilik gosterdigi gézlendi. (Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12). Sekil 4.6°da de
belirtilen deformasyonlarin bir haftalik periyotta pigmentasyona etkisinin oldugu

gbzlendi.



Cizelge 4.11 Farkli mikroorganizmalarin uygulandigi biber fide yapraklarinda Thuja orientalis ugucu yaglarinin fotosentetik pigment iizerine etkisi ()
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Mikroroganizma

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Thuja orientalis

Erwinia carotovora subsp. caratovora

Pseudomonas corrugate

Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr
Saf su+DMSO 36+17° 424794 82+902 17443122 36+172P 424794 82+90? 174431272 36+17% 42+79% 82+90? 1744312%
Onleme 6+530 444732 46692 17042772 24+92° 75422 96+26° 278+1442 14+0,97° 2022 0,430,772 77142
Giderme 40£1° 15+13% 63492 494482 234930 47x112 11+21°2 186+57°2 10+3°2 55+£58°2 354552 208+2142
Sadece bakteri 33+4b 56+64° 90+49? 21142442 42+6° 19+35° 68+38? 60+120? 30+32° 111562 60+88? 427+189*
Sadece yag 2482 31£16° 29432 108+72°2 2482 31£16° 29432 108+72°2 2482 31£16* 29432 110+74%
Ayni siitunda ayni harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gére p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur
Kl-a=Klorofil-a, KI-b=Klorofil-b, T-KI=Total Klorofil, Kr=Karotenoid miktari
Cizelge 4.12 Farkli mikroorganizmalarin uygulandigi biber fide yapraklarinda Thuja orientalis ugucu yaglarinin fotosentetik pigment iizerine etkisi (b)
Thuja orientalis
Mikroroganizma Pseudomonas syringae Xanthomonas vesicatoria Xanthomonas axonopodis
Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr Kl-a Kl-b T-KI Kr
Saf su+DMSO 36172 42+793b 8249020 174+£3123P 36+17° 424792 824902 174+3122 36+17% 424792 824902 17443122
Onleme 15+36° 172 17£37°° 2423" 162 96152 85+212 37467% 16+17° 214482 1£63° 93+181°2
Giderme 29+14% 51+520 80£122P 197172 25+6° 60+13° 82+202 2284532 2+19? 52+102 43+152 2274382
Sadece bakteri 12+8°2 487+275" 439+249° 1871£10552 10+£92 96+7% 96+172 3324362 25+332 1594912 170+382 595+356°2
Sadece yag 2482 31+16° 20+3% 408+72° 2482 31+16% 29432 108+722 2+82 31x162 29+32 108+722

Ay siitunda ayni1 harfle gosterilen degerler arasinda Duncan’s multiple range testine gore p < 0,05 seviyesinde anlamli fark yoktur

Kl-a=Klorofil-a, KI-b=Klorofil-b,

T-KI=Total Klorofil, Kr=Karotenoid miktar1
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5. TARTISMA ve SONUC

Yesil kimya “kimyasal iiriinlerin dizayni, tiretimi ve kullanim alanlarinda insan
ve ¢evre saghigi i¢in tehlike olusturan materyallerin kullanim1 ve ortaya ¢ikisini elimine
eden veya azaltan prensipler” olarak tanimlanmistir (URL-1, 2020). Bu tanimin dikkate
alinarak yeni metot ve liriinlerin gelistirilmesi hem ¢evre hem de toplum sagligi agisindan
onem arz etmektedir. Tarimsal iiriinlerde hasat kaybina neden olan zararlilarin tespiti ve
bu zararlilarla dogal yollarla miicadele edilmesiyle ilgili olduk¢a degerli calismalar
mevcuttur. Distik girdili organik tarimla birlesince s6z konusu yontemlerin degeri bir kat
daha artmaktadir. Uygulamadan uzak varsayimsal verilere dayali yontemlerin organik
tarim i¢in bir dezavantaj oldugu sdylenebilir (Cacek ve Langner, 1986). Ciinkii uygulama
alanlarinda beklenmeyen sorunlar, toprak yapisi, iklim, biyotik faktorler gibi farkli
degiskenler varsayimsal hipotezlerin destekledigi verileri desteklemeyebilir. Bundan
dolayr in vitro kosullarda gerceklestirilen g¢alismalarin uygulamadaki etkinliginin
goriilebilmesi igin saha ¢aligmalar1 6nem arz etmektedir.

Tarimsal arazilerdeki verim kaybina neden olan gerek biyotik gerekse abiyotik
faktorlere karsi birgok model dnerilmistir. Tarim tirlinlerini hastaliklardan korumak igin
geleneksel yontemlerin, biiylik 6l¢iide sentetik kimyasallara bagvurdugu bilinmektedir.
Insektisit ve pestisitlerin yan1 sira fungisit ve fumigantlarin da kullanildig: bilinmektedir.
Tiketiciler ve dogal ¢evre icin oldukc¢a zararli olabilen bu bilesikler atmosferi kirlettigi,
toprakta kalintilar biraktig1 ve tekrarli kullanimlarda hedef organizmalar arasinda direngli
suslarin gelismesine yol agabildigi i¢in uzun vadede ekonomik degildir (Vinale ve ark.,
2008). Kimyasal yontemler yerine, sahip olduklart dezavantajlara ragmen dogal
yontemler uzun vadede daha kullanilabilir yontemler olacaktir. Bu dogal yontemlerin
basinda bitkilerden elde edilen organik ekstreler gelmektedir. Konuyla ilgili literatiirde
oldukca fazla ¢alisma mevcuttur. Ornegin; Dolichos kilimandscharicus ile Maerua
subcordata koklerinden ve Phytolacca dodecandra meyvelerinden elde edilen ekstrelerin
sentetik kimyasallara erisimi sinirli olan Etiyopya ciftcileri tarafindan bazi mantarlara
kars1 kullanildigi Tegegne ve Pretorius (2007) tarafindan ifade edilmis ve bu ekstrelerle
yapilan gerek in vivo gerekse in vitro ¢alismalarda test edilen alti mikroorganizmadan
ticline kadar antifungal aktivite gosterdikleri belirtilmistir. Benzer sekilde Sclerotinia
sclerotiorum, Monilinia fructigena ve Alternaria solani’ye karsi kullanilan farkli bitki
ekstrelerinin gerek in vivo gerekse in vitro kosullarda antifungal aktivite gosterdikleri

belirlenmistir (Onaran ve Yanar, 2016). Kullanilan dogal bitki ekstrelerinden ugucu



41

karakterdekilerin organik ekstrelere gore daha etkili olduklart gerek in vivo gerekse in
vitro ¢alismalarla ortaya konmustur (Bajpai ve ark., 2010).

Bitki patojenleri bulunduklar1 canlilarda ¢esitli hastaliklara neden olabilen viriis,
viroid, bakteri, mantar ve nematod gibi canlilardir. Bitkide meydana gelen her fizyolojik
degisiklik patojen kaynakli olmayabilir. Bu degisimler besin eksiklikleri, mineral
fazlaligina bagli toksisite, toprak neminin eksikligi veya fazlaligi, asir1 sicaklik, 151k,
oksijen, hava kirliligi, toprak pH'sindaki degisikliklerden kaynakli olabilir. Bulasici
olmayan bu degisimlerin aksine viral, bakteriyel ve fungal patojenlerin bulasiciligi
oldukga yiiksektir (Narayanasamy, 2001).

Tarimda kullanilan hemen her bitkiyi enfekte eden onlarca patojenin oldugu
bilinmektedir. Sofralarimizda sikga tiikettigimiz domates bitkisini enfekte eden 80
mantar, 11 bakteri, 16 viriis ve birka¢ nematod tarafindan enfekte edildigi bilinmektedir.
Elma ve patates gibi gidalarin ise yaklasik 200 patojen tarafindan enfekte oldugu
bildirilmistir (Narayanasamy, 2001; Agrios, 2005). Tarimsal arazilerdeki bitkilerin bu
kadar fazla sayida patojene maruz kalmalarinin sebepleri arasinda nébetlese ekim, riizgar,
sulama ve canlilar sayilabilir. Bu sebeple herhangi bir alanda bulunan mikroorganizmanin
asil konak disinda farkl bitkilerde goriilmesi ¢ogu zaman kaginilmaz olacaktir.

Anadolu mutfaginin énemli ve vazgegilmez sebzelerinden olan biber de birgok
bitkiyle sirali ya da yan yana iiretilebilen bir sebzedir. Ozellikle domatesle beraber gerek
tiretim gerekse tliketim asamasinda sik¢ca yan yana gelmektedir. Dolayistyla birgok
patojene agik oldugu da s6ylenebilir. Biberin tarla siirecinde kars1 karsiya kaldigi patojen
bakterilere karsi harici savunma sistemlerinin belirlenmesine yonelik ¢alismamizda ¢
farkli bitkiden elde edilen ugucu yaglarin patojen enfeksiyonlarina karsi gosterdikleri
aktiviteler Ol¢iildii. Calismada in vivo ortamda Satureja hortensis, Thuja orientalis ve
Mentha longifolia bitkilerinden elde edilen ugucu yaglar 640, 320, 160, 80, 40, 20, 10
uL/mL dozlarinda Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Erwinia carotovora
subsp. caratovora, Pseudomonas corrugate, Pseudomonas syringae, Xanthomonas
vesicatoria, Xanthomonas axonopodis patojenlerine uygulandi.

Antimikrobiyal aktivite Ol¢limlerinde 6nemli sayilabilecek biyolojik aktivite
gosteren Satureja hortensis ugucu yaglarinin uygulandigi mikroorganizmalarin gelisimini
kontrole oranla 6nemli dl¢iide azalttig1 gézlendi. Bu bitkinin organik ¢6ziiciilerinden elde
edilen ekstrelerle 150’ye yakin mikroorganizma ile yapilan ¢alismalarda klinik ve bitki
patojenlerini de igeren %83’liikk kismina karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigi

belirtilmistir (Sahin ve ark., 2003). Aktivite gosteren igeriklerin ise karvacrol, terpinen ve
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timol gibi saf olarak elde edilen bilesikler Pseudomonas ve Erwinia tiirlerinin de oldugu
patojen mikroorganizmalarla beraber faydali mikroorganizmalar1 da elemine edebilecegi
vurgulanmistir (Mihajilov-Krstev ve ark., 2009; Kotan ve ark., 2013; Abou Baker ve ark.,
2020). Fide uygulamalarinda C. michiganensis’e kars1 S. hortensis ugucu yaglarinin
Oonleme faaliyeti gozlendi. Literatiirde de benzer in vitro calismalara rastlamak
miimkiindiir (Kotan ve ark., 2013; Ichim ve ark., 2017). Ozellikle Xanthomonas
campestris disinda CMM, P. syringae ve M. Phaseoli’ye kars1 6nemli antimikrobiyal
sonuglar elde edilmistir (Kizil ve Uyar, 2006). Total klorofil, karotenoid ve klorofil b
miktarini etkilemeyen ucgucu yaglarin klorofil b miktarin1 etkiledigi gozlendi. Farkli
tirlerden elde edilen esansiyel yaglarin uygulandiklar1 bitkilerde klorofil miktarini
diistirdiikleri onceki ¢alismalarda da mevcuttur (Benchaa ve ark., 2018). S. hortensis
ucucu yaglarmin uygulandig1 yapraklarda meydana getirdikleri lezyonlar Sekil 4.4’te
belirtildi. Yaprak yiizeyinde solmayla baslayan nekrotik yangilarin, gaz formuna gegen
ucucu yapilarin stomalardan bitki dokusuna gecerek meydana geldigi soylenebilir.
Fotosentetik pigmentlerin yogun oldugu yapraklarda olasi hiicre Oliimleri pigment
miktarin1 da etkileyebilir. Ugucu yaglarin etki mekanizmasi incelendiginde etkili
olmalarmin ¢ogunlukla hidrofobik o6zelliklerine dayandirilmigtir. Bu nitelige sahip
bilesenler hiicre zarmin gecirgenligini artirarak hiicre sivist basta olmak iizere diger
yapilarin doku arasina sizmasina neden olur (Faleiro, 2011). Aktivite tespit edilen S.
hortensis ugucu yaglarinin da benzer bir aktivite gosterdigi soylenebilir.

Diger taraftan Mentha longifolia ugucu yaglarinin uygulandigi patojen
mikroorganizmalara karsi diisiik seviyede de olsa aktivite gosterdigi belirlenirken bu
aktivitenin kontrole gore oldukca diisiik oldugu gozlendi. Insan ve hayvan patojenleriyle
yapilan ¢alismalarda bu tiirden elde edilen esansiyel yaglarin antimikrobiyal aktivite
gosterdigi vurgulanmistir (Hafedh ve ark., 2010). Uygulama dozlar incelendiginde s6z
konusu caligmalarda aktivite gosteren dozun mevcut ¢alismada kullanilan dozdan 1.5 kat
daha fazla oldugu belirlenmistir. /n vitro kosullarda uygulanan yiiksek dozlarm in vivo
calismalarda kullanilabilirligi diisiik oldugundan s6z konusu dozlar g¢alismamizin
uygulama asamasinda kullamlmamustir. Igerisinde Clavibacter, Pseudomonas ve
Xanthomonas tiirlerinin de oldugu mikroorganizma grubuna uygulanan M. Longifolia
ucucu yaglarinin benzer sekilde bu organizmalara kars1 aktivite géstermedigi onceki
calismalarda da ifade edilmistir (Gulluce ve ark., 2007). Bir diger ¢calismada da Al-Bayati
(2009) insan patojenlerine kars1 s6z konusu bitkinin ugucu yaglarinin oldukga yiiksek

oranlarda aktivite gosterdigini ancak Pseudomonas aeruginosa’ya karsi herhangi bir
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aktivite gostermedigini tespit etmistir. Mikroorganizmalarin sahip oldugu savunma
mekanizmalarindan veya kazandiklar1 direnglerden dolayr ucucu yaglarin aktivite
gostermedigi sOylenebilir. Antimikrobiyal aktivitesi diisiik olan M. longifolia’nin C.
michiganensis, E. carratovora ve Xanthomonas spp. patojenleriyle enfekte edilen bitki
yapraklarindan elemine edilmesi i¢in MIC degerlerinde uygulanabilecegi belirlenmistir.
Fotosentetik pigment miktarinda anlamli farklara neden olmayan bu bilesenlerin organik
tarim i¢in uygulanabilirligi s6z konusu olabilir. Uygun olmayan dozlarinin tohum
¢imlenmesini ve genetik degisikliklere neden oldugu (Bozar1 ve ark., 2021) ifade edilen
bu bilesenlerin diisiik konsantrasyonlarda uygulanmadiginda beklenmeyen sonuglar

dogurabilecegi gbz ardi edilmemelidir.

Calismamizda Thuja orientalis ugucu yaglarimin diger yaglardan daha az
antimikrobiyal aktivite sergiledigi gdzlendi. 160 uL/mL olarak hesaplanan MIC degeri
ucucu yaglar icin oldukg¢a yiiksek bir oran olarak saptandi. Literatiirde bu degerin
bakteriden bakteriye ve bolgeden bolgeye 1.32 ile 18 mg/mL arasinda olabilecegi
vurgulanmistir (Sharma ve Sharma, 2016). Bazi ¢alismalarda da 500 mg/mL dozlarinda
aktivitenin oldugu goriilmektedir (Elsharkawy ve Ali, 2019). Alternaria alternata
tirtiniin Thuja cinsinde hastaliga neden oldugunu belirten ¢alismalarin (Smagulova ve
ark., 2022) yanisira antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilen ¢alismalar (Kumar ve
Majid, 2018) da mevcuttur. Mevcut c¢alismada tespit edilen diisiik antimikrobiyal
aktivitenin muhtemel sebebi bitkinin yag icerigine ve test edilen mikroorganizmalarin
farkliligina dayanmaktadir. Test edilen patojenlerin bitki patojeni olmalar1 bitkisel
metabolitlere kars1 diren¢ kazanmis olma ihtimallerini ortaya koymaktadir. Kullanilan
ugucu yaglarin in vitro ortamda uygulandigi mikroorganizmalara kars1 diisiik aktivite
gostermeleri in vivo ve saha c¢aligmalarinda da yansimistir. Fide uygulamalarinda C.
michiganensis ve X. vesicatoria’da giderme ve 6nleme uygulamasina gore sadece bakteri
uygulamasmin daha fazla gelistigi ve aradaki farkin anlamli oldugu belirlendi.
Fotosentetik pigment miktarinda da sadece E. carotovora ile P. syringae’de 6nemli
sayilabilecek farkliliklarin olustugu belirlendi. Yapilan galismalarda bu bitkiden elde
edilen ugucu yaglarin farkli yabanci bitkilere karsi tohumun ¢imlenme oranina ve fide
gelisimine etkisi oldugu ve yabani ot kontroliinde (Ismail ve ark., 2015) kullanilabilecegi,
Tetranychus urticae gibi akarlarin hem yumurtalarinin gelisimini inhibe ettigi hem de
yetiskin bireylerine karsi repellent aktivite gosterdigi vurgulanmigtir (Mozaffari ve ark.,
2012).
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Sonug olarak her ii¢ bitkiden elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivite
gosterdigi, en yiiksek aktiviteyi S. hortensis’in en diisiik aktiviteyi ise T. orientalis’in
gosterdigi belirlendi. /n vitro kosullarda goriilen antimikrobiyal aktivitenin in vivo
uygulamalarda tam karsilik bulmadigi gozlendi. Muhtemel sebebin, siirecte farkli
degiskenlerin rol almasi oldugu diisiiniilmektedir. Onleme giderme ile fotosentetik
pigment miktarlarinda degisimler olmakla beraber fideleri tam anlamiyla
mikroorganizmalardan koruyan veya mikrop bulasini engelleyen doz bulunamadi. Bunun
sebebinin ise bitkilerin uygulanan ugucu yaglara uyguladigi tepkiden kaynaklandig
diistiniilmektedir. Soyle ki kuvvetli antimikrobiyal aktivite gosteren dozlar o6n
denemelerde uygulandiklar fidelerin 6lmesine neden oldugu goriildii. Uygulanabilir
dozun ise MIC degeri veya bu degere yakin bir deger olabilecedi sonucuna varildi. Ancak
bu dozun da tam anlamiyla koruma saglamadigi belirlendi. Literatiirde farkli sonuglarin
goriilme sebebi ise bu ve benzer sekilde sekonder metabolit tireten bitkilerin metabolit
iceriklerinin bitkinin bulundugu cografyaya, toplama stiresine, elde edildigi bitki kismina,
bitkinin fizyolojik ve stres durumuna, topraktaki biyotik ve abiyotik varkliklar seklinde

siralanabilir.

5.1. Oneriler

Artan zararlilar ve hastalik ile miicadelede 6zellikle endiistiryel tiretimde ilk akla
gelen miicadele kimyasal miicadeledir. Kimyasal miicadele, ¢evre kirliligi ve besin
zincirinde artiklarin birikmesine, bu atiklarin canlilar tizerine toksik ve farkli olumsuz
etkilere sebep olabilmesine neden olabilmektedir. Buna karsi kimysal miicadelenin
etkilerini minimuma indirmek i¢in bitkisel iiretimde alternatif miicadele metodlari
olmustur. Bu metodlardan birisi esansiyel yaglarin tarimdaki zararlilara ve hastaliklara
kars1 kullanilmasi olacaktir. Her ne kadar diger bitkisel metabolitlere gore yliksek oranda
biyolojik aktiviteleri saptansa da ugucu yaglarin tiretim miktar1 kafalarda soru isareti
birakmaktadir. Dogal olmalari, kolay metabolize olmalar1 6nemli avantalar1 arasindayken
ekonomik ve siirdiiriilebilir olmamalar1 ugucu karakterde olmalar1 dezavantaj olarak
goriilmektedir. Mevcut calimamizda in vivo ve in vitro sartlarda farkli aktiviteler
gostermeleri uygulandiklari ortama tutunmadan dagilmalariyla agiklanabilir. En yliksek
verimin  %3’lerde oldugu disiiniildiiglinde bu {riinlerin genis tarim arazilerine
uygulanmalar1 pek miimkiin goriinmemektedir. Bunun yerine organik tarima destek
amach bitki metabolitleri yerine bu arazilere bitkilerin kendilerini ekip dikmek, ya da

genetik manipiilasyonlarla patojen direngli tohumlari tiretmek daha olas1 gortilmektedir.
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