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OZET

BITKISEL EKSTRAKTLARIN DOMATES BAKTERIYEL KANSER HASTALIGI
(Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) UZERINE ANTIBAKTERIYEL
ETKIiLERI

UNLU, Nida
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti

Bitkisel Uretim ve Teknolojileri Anabilim Dali

Danisman : Dr. Ogr. Uyesi Eminur ELCI
Haziran 2018, 57 sayfa

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) diinyada karantinaya tabi olan
ve domates bitkisinde bakteriyel kanser hastaligina sebep olan 6nemli bir bakteridir.
Organik tarim uygulamalarinda hastaliklarla miicadelede bitkisel ekstraklar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismanin amaci, sar1 kantaron (Hypericum perforatum), okaliptus
(Eucalyptus citriodora), karanfil (Dianthus caryophyllus L), anason (Pimpinella anisum)
ve hardal (Brassica nigra) ugucu yaglarinin kiiltiir ortamimda Cmm {izerine antibakteriyel
etkinligini belirlemektir. Bu amagla, Mersin ilinden toplanan 28 adet domates 6rneginden
izole edilen bakteri izolatlar1 morfolojik, fizyolojik ve molekiiler tan1 yontemleri ile
incelenmis, yedi tanesinin Cmm ile enfekteli oldugu teshis edilmistir. Ugucu yaglarin
Cmm {izerine etkileri in vitro kosullarda disk difiizyon metodu ile arastirilmis ve sonra
en etkin miktar belirleme ¢aligmasi antibiyogram disklerinin petri kapagina yapistirilmasi
yontemi ile belirlenmistir. Aragtirma sonucunda, Cmm bakterisi tizerine okaliptus yaginin
etkili oldugu, en etkili miktarin 25 pl yag ve 23 mm inhibisyon zon ¢ap1 oldugu tespit
edilmistir ve bitki uygulamalar1 yapilmistir. Bu sonuglara gore, okaliptus yaginin Cmm

gelisimini inhibe ettigi ve bakteri ile miicadelede kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Sozciikler: Domates, bakteriyel kanser, PCR, sekanslama, ugucu yag, disk-difiizyon, okaliptus,

miicadele



SUMMARY

ANTIBACTERIAL EFFECTS OF PLANT EXTRACTS ON TOMATO BACTERIAL
CANCER DISEASE (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)

UNLU, Nida
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Production and Technologies

Supervisor : Assist. Prof. Dr. Eminur ELCI
June 2018, 57 pages

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) is an important bacteria which
subjected to quarantine list in the world and causes bacterial cancer disease in tomato.
Plant extracts are widely using for management of diseases under organic agriculture
practices. This study was conducted to determine the antibacterial activity of cilantro oil
(Hypericum perforatum), eucalyptus (Eucalyptus citriodora), clove (Dianthus
caryophyllus L.), anise (Pimpinella anisum) and mustard (Brassica nigra) oils on Cmm.
In this study, morphological, physiological and molecular diagnostic assays were
performed on 28 suspicious samples collected from Mersin province and as a result seven
of them were detected as Cmm. The most effective essential oil on Cmm was determined
by disc-diffusion method under in vitro conditions and the inhibition zone diameters were
measured. After determination, the most effective quantity was applied by sticking the
antibiogram discs to the petri dishes and applied on plant surfaces. It was found that
eucalyptus oil was effective on Cmm and the most effective dose was 25 pl with 23 mm
inhibition zone. Based on these results, it can be concluded that eucalyptus essential oils

can be used for management of control strategies on Cmm.

Keywords: Tomato, bacterial cancer, PCR, sequencing, essential oil, disc-diffusion, eucalyptus, disease
management
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BOLUM I

GIRIS

Domates, patlicangiller familyasindan, meyvesi yenen tek yillik ve kazik kokli bir bitki
olup anavatant Amerika’nin orta ve giiney boliimleridir. Diinya {izerinde ilk yetistirildigi
bolge olarak And Daglar ile Peru, Ekvator ve Bolivya bdlgelerinin arasinda kalan
bolgede yetistiriciligi yapildigi bilinmektedir. [liman kusakta bulunan iilkemizin biitiin
bolgelerinde domates yetistiriciligi yapilabilmesine ragmen Karadeniz Bélgesi’nin ¢ok
fazla yagis alan bazi alanlarinda yetistiriciligi yapilamamaktadir (Akat, 2008). Domates
genellikle taze sekilde tiiketilebilmesinin yani sira sal¢a, konserve, ketgap, tursu vb.
tiriinler yapilarak da tiiketilebilmektedir (Kabas vd., 2010).

Giderek artan diinya niifusunun tiikettigi bircok gida maddesine hammadde olan
domatesin diinyada ve iilkemizde iiretimi giderek artmaktadir. Ulkemiz, iiretilen domates
miktari ile diger diinya iilkeleri arasinda dordiincii sirada yer almaktadir (FAO, 2016).
Domates, iilkemizde salgalik ve sofralik olarak iiretilmektedir. Sofralik domates tiretimi
ozellikle Akdeniz, Ege ve Marmara bolgelerinde 6nemli derecede yapilmaktadir. Salgalik
domates ise 6zellikle Ege ve Dogu Marmara bolgelerinde yogun sekilde yetistirilmektedir

(TUIK, 2017).

Domates yetistiriciligi sirasinda karsilasilan hastalik ve zararlilar ciddi sorunlar
olusturmaktadir. Gerek ortii alt1 gerekse agik kosullarda yetistirilen domateslerde kalite
ve lirlin kaybinda biyotik ve abiyotik faktorler 6nemli derecede etki etmektedir. Etkisi
acisindan en Onemli biyotik etmenler bakteriler, funguslar, virlisler ile nematodlar,
kemirgenler, siimiiklii bocekler gibi zararlilardir (Aktas, 2015). Domates bitkisinde
hastaliga neden olan bakteriyel etmenler incelendiginde; Domates Bakteriyel Benek
hastaligi (Pseudomonas syringae pv. tomato), Domates Bakteriyel Leke Hastaligi
(Xanthomona campestiris pv. vesicatoria), Domates Gévde Oz Nekrozu (Pseudomonas
corrugata), Domateslerde Bakteriyel Yaprak Ciriikligii (Erwinia carotovora subps.
carotovora), Domates Bakteriyel Kanser ve Solgunluk (Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis) hastaliklar1 ilk siralarda yer almaktadir (Akat, 2008). Domates
Bakteriyel Kanser ve Solgunluk (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis)

(Cmm) Hastalig1, bakteriyel hastaliklar i¢inde dnemli ekonomik kayba ve bitkide dnemli



tahribata neden olan hastaliklar i¢cinde 6nemli bir sirada yer almakta olup karantinaya

tabii bir patojendir (Cetinkaya Yildiz, 2007).

Cmm domates bitkisinde sistemik olarak yayilan bir hastalik etmeni oldugu i¢in genel
olarak enfekteli tohumlarla tasinmaktadir. Sonraki yil tiretim yapilan alanlara enfekteli
topraklar ve hastalikli bitki artiklari ile tasinarak 6nemli derecede iiriin kaybina neden
olmaktadir (Belgiizar vd., 2016a). Bitkide en 6nemli belirtisi olan solgunluk ilk olarak
yash yapraklarda baslar. Iletim demetleri aracilifiyla tasman hastalik ksilemden sonra
floeme gegerek iletim demetlerinde kahverengilesmeye neden olmaktadir (Cetinkaya
Yildiz ve Aysan, 2008). Domates yetistirilen alanlarda Cmm ile miicadele etmek i¢in bir
¢ok calisma yapilmistir. Dayanikli bitki ¢esidi gelistirilememesi, etkili bir kimyasal
maddenin bulunmayis1 ve bakteriyel etmenlerin kimyasallara kisa silirede duyarlilik
kazanmasi gibi etmenlerden dolayr hastalik giiniimiizde Onemini kaybetmemistir.
Hastalikla miicadele de etkili bir kimyasal miicadele yontemi bulunmamasindan dolay1
kiiltiirel, fiziksel ve ekolojik miicadele yontemleri onerilmektedir. Diinyada ve iilkemizde
hastalik ve zararlilarla miicadele etmek i¢in ¢ok miktarda kimyasal madde kullanilmas1
insan, bitki, cevre sagligi lizerinde olumsuz etkilere sebep olmasindan dolay1 kimyasal
miicadeleye alternatif olan ekolojik miicadele yontemlerini karsimiza ¢ikarmaktadir. Bu
baglamda hastalik ve zararlilarla miicadelede fiziksel, kiiltiirel, mekanik, biyolojik ve
organik miicadele yontemleri esas alinmaktadir (Y1lmaz, 2014). Bu miicadele yontemleri
arasinda ekolojik dengeye zarar vermeyen ve dogada kolay kaybolabilen ugucu yaglar 6n
plana ¢ikmaktadir (Yilmaz vd., 2014). Ugucu yaglarin yapisinda bulunan bilesenlerden
dolay1 bakteriyel hastaliklar kolay bir sekilde dayaniklilik gelistirememekte ve bu
bilesenlerin bazilar1 hastaliklar lizerinde antimikrobiyal etki gostermektedir (Celik ve
Celik, 2007). Ugucu yaglarin Cmm iizerine antibakteriyel etkisinin konu alan ¢aligsmalar
bulunmaktadir (Basim vd., 2000; Daferera vd., 2003; lacobellis vd., 2005; Kizil ve Uyar,
2006; Soylu vd., 2005; Yilmaz vd., 2014).

Bitkisel ekstraktlarin biyolojik miicadelede antibakteriyel o6zelliginden dolay
kullanilmasina ragmen yapilan literatiir ¢aligmalarinda Cmm hastalik etmenine kars1
miicadelede ¢ok az ¢aligma yapilmistir. Bu nedenden dolay: yapilan bu ¢aligmada Cmm
hastalik etmenine kars1 miicadelede bitkisel ekstraktlarin kullanim etkinliginin

saptanmasi amaclanmastir.



BOLUM 11

GENEL BIiLGILER

2.1 Domates

Domates (Solanum lycopersicum L.), patlicangiller (Solanaceae) familyasindan,
yapraklart tiiylii, ¢icek yapisi salkim seklinde olan genelde kirmizi meyvesi i¢in {iretilen
tek yillik bir bitkidir. Onceleri zehirli oldugu diisiiniildiigii i¢in tiikketilmeyen domatesin
anavatani Orta ve Giiney Amerikadir (Kabas vd., 2010). Giiniimiizde kiiltiir bitkisi olarak
yetistirilen domateslerin ana materyali L. peruvianum oldugu ama L. pimpinellifolium, L.
hirsitum ve L. peruvianum gesitlerinden de yararlanildigi bilinmektedir (Vural vd., 2000).
Domatesin Anadoludaki ge¢misi ortalama 150 yil olup I. Diinya Savasi donemlerinde

etkinliginin artt1g1 bilinmektedir (Demiray ve Tiilek, 2008).

Kuvvetli bir kok yapisi olan domates dallanmis bir kazik kok sistemine sahiptir (Fotograf
2.1.). Yapraklar tiylii yapida olan domates kendine ddllenen bir bitkidir (Vural vd.,
2000). Iklim segiciligi ¢ok olmayan domatesin sicak ve iliman iklimleri sevdigi
bilinmektedir. Yiiksek hava nemini sevmeyen domatesin sicaklik istegi ise giindiiz 9-26
°C, gece 14-18 °C olup bu sicakliklarda gelisiminin en iist seviyeye ¢iktig1 bilinmektedir.
Toprak istegi fazla secici olmayan domates su tutma kapasitesi yiiksek, humuslu, besin

degeri yiiksek ve pH’1 5,5-7,0 olan topraklart sevmektedir (Kabas vd., 2010).

Fotograf 2.1. Saglikli domates bitkisinin goriiniimii



Tam olarak olgunlagmis bir domates meyvesinin % 90-95’ini su olusturmaktadir. Bunun
yaninda karbonhidratlar (glikoz, friiktoz, sakkaroz), organik asitler, inorganik bilesenler,
likopen ve B-karoten, alkolde ¢bziinemeyen kati bilesikler (proteinler, seliiloz, pektin,
polisakkaritler), amino asitler, fenolik bilesenler, askorbik asit ve ugucu bilesikler

domates meyvesinin yapisinda bulunmaktadir (Petro-Turza, 1986).

Domates biinyesinde A, C, Bl ve B6 vitaminleri, kalsiyum, potasyum barindirmasi
bakimindan diinyada ve iilkemizde oldukca fazla tiiketilen, iiretilen ve gida sanayisinde
de 6nemli yer tutan besin maddelerinden birisidir (Akat, 2008). Domates ve domatesten
yapilan iriinlerin barindirdig1 zengin bilesenlerin insan saglig {izerinde de 6nemli bir
yere sahip oldugu yapilan calismalarla kanitlanmistir. Ozelliklede prostat kanseri gibi
bazi kanser tiirlerini ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nlemede 6nemli derecede etkili
oldugu bulunmustur (Capanoglu ve Boyacioglu, 2010).Yapisinda bulunan fenolik
bilesiklerden likopen ile karotenoidler gibi antioksidan maddelerden dolayr epitel

kanserlerine karsi da koruyucu bir etki gosterdigi bildirilmektedir (Muratore vd., 2008).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitiiniin (Food and Agriculture Organisation of the
United Nations: FAO) bildirdigine gore diinyada ve iilkemizde yas sebze {irlinlerinin en
onemlilerinden biri olan domatesin, diinyada 177.042.359 ton iiretim miktarinin
12.600.000 tonu iilkemizde iiretilmektedir (FAO, 2016). Ulkemiz, iiretilen domates
miktar1 ile diinyada Cin, Hindistan, ABD’den sonra dordiincii sirada yer almaktadir
(FAO, 2016). Diinyada baslica 6nemli iilkelerin domates iiretim alani ve {iretim miktari
Cizelge 2.1. de verilmistir. Bu degerlere bakildiginda tiretim alani ile alinan verimin
dogru orantili olamadig1 sonucuna varilmaktadir. Sebebi ise iklim, toprak kalitesi, bitki

besleme gibi etkenlerden kaynaklandigi diigiiniilmektedir.

Cizelge 2.1. Diinyada baslica 6nemli iilkelerin domates iiretim alan1 ve iiretim miktar1

(FAO, 2016)
ULKE URETIM ALANI (ha) URETIM MIKTARI (ton)
CIN 1.003.992 59.423.811
HINDISTAN 760.000 18.399.000
ABD 188.270 13.038.410
TURKIYE 144.410 12.600.00
MISIR 199.712 7.943.285
iTALYA 103.940 6.437.572
IRAN 159.123 6.372.633
ISPANYA 54.203 4.671.807




Domates, iilkemizde salgalik ve sofralik olarak iiretilmektedir. Sofralik domates tiretimi
8.789.719 ton olup; ozellikle Akdeniz ve Ege bolgelerinde 6nemli derecede iiretim
yapilmasiyla beraber biiyiik cogunlugu Antalya, Mersin, Tokat, Mugla, Canakkale,
Bursa, izmir, Manisa illerinde iiretilmektedir. Salcalik domates ise 3.960.281 ton olup
ozellikle Ege ve Dogu Marmara bolgelerinde yogun sekilde yetistirilmektedir ve illere
bakildiginda Bursa, Manisa, Izmir, Balikesir, Sanliurfa, Canakkale, Antalya, Mugla,
Adana illerimizde iiretim yapilmaktadir (TUIK, 2017). Domates ihracat1 da iilkemize
bliyiik katkilar saglamaktadir ve bu yoniiyle ele alindiginda kiraz, {iziim, limon,
mandalina, portakal, biber, elma, patates, findik, gibi ihracat {irlinlerinin 1.246.147 tonla
basinda yer almaktadir (TUIK, 2016). Tiirkiye’de ihracat: yapilan énemli bitkisel {iriinler
Cizelge2.2. de verilmistir.

Cizelge 2.2. Tiirkiye’de ihracat1 yapilan 6nemli bitkisel iiriinler (TUIK, 2016)

fhrac Edilen Uriin  Thrac Edilen Uriin Miktar1 (ton)

Domates 1.246.147
Uziim 1.231.444
Elma 754.055
Mandalina 716.653
Portakal 715.546
Findik 519.332
Limon 502.584
Patates 428.754
Kiraz 91.068
Biber 198.014

Ulkemiz 1liman iklim kusaginda bulunmasindan dolayr birgok sebze cesidi
yetistirilebilmektedir. Bunlarin i¢cinde en Onemlilerinden biri olan domates hem agik
arazide hem de ortii altinda yetistirilebilmektedir (Sarikog Citirikkaya, 2010). Domatesin
90-150 giin gibi kisa vejetasyon siireci olan hizli gelisen bir bitki olmast Mayis-Ekim
aylarinda tarlada, Ekim-Haziran aylari arasinda ise Ortii altinda yetistiriciliginin
yapilmasina olanak saglamaktadir. Artan diinya niifusunun besin ihtiyacini karsilamada
onemli bir yeri olan domatesin iklim se¢igiliginin az olmasi, kolay bir sekilde yapilabilen

ticaretinden dolay1 diinyada ve lilkemizde ekonomi tizerindeki etkisi oldukga fazladir.

Diinyada ve lilkemizde domates iiretimi patatesten sonra en ¢ok tiiretilen sebze domatestir.
Bu kadar ¢ok tiretilen ve tiiketilen, taze ve islenmis olarak bir ¢ok alanda kullanilan bu

sebzenin vyetistiriciligi sirasinda karsilasilan hastalik ve =zararlilar ciddi sorunlar



olusturmaktadir. Diinyada oldugu gibi lilkemizde de gereginden fazla kimyasal kullanim1
cevre sagligi ve ekolojik dengede kotii sonuglara neden oldugu gibi canlilar tizerinde de
olumsuz sonuclara neden olmaktadir. Bu baglamda dogal dengeye, insan ve c¢evre
saglhigina duyarh iiretim yontemlerinden organik tarim karsimiza ¢ikmaktadir. Organik
tarim bir¢ok bitki ilizerinde uygulanmaktadir ama tliketim miktarina ve kullanim
alanlarmin yayginligina baktigimizda domates en Onemlilerinden biri olmaktadir.
Kullanilan kimyasallar domateste ki yararli maddelerin giiciinii azaltmaktadir bu yiizden
organik tarima yonelim artmaktadir. Organik tarimda toprak canlilifi verime c¢ok fazla
etki eder. Organik domates yetistiriciliginde {irlin kalitesini arttirmak ve bitkiden yiiksek
verim almak i¢in; kaliteli tohum kullanimi, saglikli fide kullanimi, toprak hazirligr ve
giibreleme, dikim yeri hazirlama ve dikim gibi uygulamalar 6nemli yer tutar. Organik
tarimda bitkinin hastalik ve zararlilara kars1 direncini etkileyen en 6nemli faktor strestir.
Bitkiyi stresten korumak icin hastaliktan ari fide ve tohum kullanilmasi hastalikla
miicadelede ilk 6nlem olarak oOnerilir. Topragin pH’mu bitkinin istegi dogrultusunda
tutmak icin 1yi bir toprak isleme ve dengeli giibreleme, iiretim yapilan alana hava giris
¢ikisiin iyi olmasi ve bitkinin iyi 11k almasi i¢in sira araliklarinin diizgiin sekilde
ayarlanmasi ve 6zellikle yesil giibrelemeye 6nem verilmesi diger dnlemler olarak onerilir

(Ozer, 2016).

Gerek ortii alt1 gerekse acik kosullarda yetistirilen domateslerde kalite ve iiriin kaybinda
biyotik ve abiyotik faktorler onemli derecede etki etmektedir. Etkisi acisindan en 6nemli
biyotik etmenler yabanci otlar, bakteriler, funguslar, virtsler (hastalik etmenleri),
nematodlar, kemirgenler, akarlar, siimiiklii bocekler (hayvansal organizmalar)’ dir

(Aktas, 2015). Domates yetistiriciligini kisitlayan bazi hastaliklar asagida siralanmigtir.

Viriis hastaliklari; domates mozaik viriis hastaligi (Tomato mosaic virus), domates lekeli

solgunluk viriis hastaligi (Tomato spotted wilt virus), hiyar mozaik viriis hastaligi
(Cucumber mosaic virus), domates sar1 yaprak kivirciklik virtisii hastaligi (Tomato yellow

leaf curl virus)’ dir.

Fungal hastaliklar; kiilleme hastaligi (Leveillula taurica), erken yaniklik hastaligi

(Alternaria solani), domateste kursuni kiif hastaligi (Botrytis cinerea), domates mildiyosii
hastaligi (Phytophthora infestans), domates yaprak kiifii hastaligi (Cladosporium
fulvum), kok bogazi yanikligi hastalig1 (Phytophthora capsici) ve fidelerde kok ¢iiriikligii



(¢okerten) hastaligi (Pythium, Rhizoctonia, Fusarium, Alternaria ve Sclerotinia

tiirleri)’dur.

Bakteriyel hastaliklar; domateste bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi (Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis), domates bakteriyel benek hastaligi Pseudomonas
syringae pv. tomato), domates bakteriyel kara leke hastalig1 (Xanthomonas axonopodis
pv. vesicatoria), domates bakteriyel solgunluk hastaligi (Ralstonia solanacearum),
domateste stolbur (Phytoplasma tiirleri) ve domates 6z (govde) nekrozu hastaligi
(Pseudomonas corrugata, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cichorii,
Pseudomonas viridiflava, Pseudomonas mediterranea, Erwinia carotovora, Erwinia
carotovora subsp. carotovora, subsp. Atroseptica ve Erwinia chrysanthemi)’dir
(Scortichini, 1994). Bu hastaliklar iginde 6nemli ekonomik kayba ve bitkide 6nemli
tahribata neden olan domates bakteriyel kanser ve solgunluk (Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis) hastaligidir (Cetinkaya Yildiz, 2007).

2.2 Domates Bakteriyel Kanser Hastalik Etmeni

Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi ilk olarak ABD’nin, Michigan
eyaletinde, 1909 yilinda saptanmis ve domates yetistiriciliginin yapildigi hemen her
bolgede gorilmiistir (Gleason vd., 1993). Giiney Amerika’dan diinyanin diger
bolgelerine yayillan Cmm hastalik etmeninin varlign Azerbeycan, Cin, Hindistan, Iran,
Israil, Tiirkiye (Asya iilkeleri); Misir, Kenya, Tunus, Uganda (Afrika iilkeleri);
Kolombiya, Amerika Birlesik Devletleri (Kuzey Amerika iilkeleri); Arjantin, Brezilya,
Ekvator, Peru, Uruguay (Gliney Amerika tilkeleri) gibi iilkelerde rapor edilmistir (EPPO,
1992). Tokgoniil (1998)’iin ¢alismasina gore ilk olarak I¢ Anadolu bdlgesinde (Bremer
vd., 1952) saptandiktan sonra, Giiney Dogu Anadolu (Bremer vd., 1952), Marmara
(Karahan, 1965) ve Ege bolgesinde (Karaca ve Saygili, 1977), Dogu Akdeniz (Cinar,
1980), Elaz1g, Diyarbakir ve Mardin’de (Ulukus, 1982), Ankara ve Eskisehir’de (Oktem,
1985), Dogu Anadolu bolgesinde (Sahin vd., 2002), Bati Akdeniz bolgesinde (Basim vd.,
2004), Izmir (Ozdemir, 2005), Adana ve Mersin (Cetinkaya Yildiz, 2007), Tokat
(Belgiizar vd., 2016a)’ ta hastalik tespit edilmistir.

Cmm Prokaryota alemi, Firmicutes boliimii, Thallobacteria sinifi, Microbacteriaceae

familyasi, Clavibacter cinsi igerisinde yer almaktadir (Agrios, 2005). Etmen ilk 6nce



Bacterium michiganense, Aplanobacter michiganense, Pseudomonas michiganense,
Phytomonas michiganensis, Mycobacterium  michiganensis, Corynebacterium
michiganense olarak adlandirilmis ve en son 1980°de Cmm olarak adlandirilmistir.
Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalik etmeni bakteri Solanaceae
familyasindan olan biber (Capsicum annum L.) ve patlicanda (Solanum melongena) da
hastalik olusturabilmesine ragmen en ¢ok kalite ve verim kaybina sebep oldugu kiiltiir
bitkisi domatesdir (Forster ve Echandi, 1973; Gleason vd., 1993). Cmm’nin domateste
baslica hastalik belirtileri; yaniklik, bitkide tek tarafli solgunluk (Fotograf 2.2.a), yash
yapraklarda solma (Fotograf 2.2.b), govdede renk degisimidir (Tireng Karut, 2011).

Bitkiye giris yoluna gére Cmm hastalik etmenin belirtileri degisiklik gostermektedir.
Sistemik enfeksiyon simptomlari, hastalik etmeni tohum veya her hangi bir nedenden
dolay1 acilan yaralardan dogrudan iletim demetleri igerisine tasmnirsa ortaya
¢ikabilmektedir. Enfekte olmus bitkide ilk belirti solgunluktur (Cetinkaya Yildiz, 2007).
Sistemik olarak hastalandirilan bitki eger geng¢ fide doneminde ise hizla solar ve ¢oker,
yasl bitkilerde ise solgunluk belirtileri yavas gerceklesir. Hastalikli gévde kesildigi
zaman iletim demetlerinin baslarda sarimtirak (Fotograf 2.2.d) bir renk aldiklari, daha
sonra kahverengiye dondiikleri gozlenir. Ksilemden kolayca parankima hiicrelerine ve
floeme yayilan hastalik etmeni enfekteli govdede baslangigta sari, daha sonra agik
kahverengi rengine donen cizgiler seklinde belirti olusturur. Zamanla koyulasan bu
cizgilerde nadiren ¢atlama ile son bulur. Eger hastalik etmeni dogal agikliklar veya
tiylerin kirilmasi ile agilan yaralardan giris yapmissa, ilk olarak yapraklarda kiigiik
lekelenmeler ve nekrozlar (Fotograf 2.2.c) ile belirti olusturmaya baglar. Olusan lekeler
zamanla genisler yapragi hatta tim govdeyi kaplayabilir. Taze olarak tiiketilen
domateslerde kalite ¢ok onemli oldugundan, meyvelerde "Kus Gozi" lekesi olarak
bilinen hastalik belirtisi meyvenin pazar degerini diisiiriir. Kusgdzii lekeleri baglangicta
kabarik, kiigiik ve yuvarlak olup, sonra etraflar1 beyaz bir hale ile ¢evrilir ve zamanla
kahverengilesir. Hastalik bitkide zamanla ilerledikce meyve iletim demetlerinde

sarilasma ve kahverengilesme gérmek miimkiindiir (Cetinkaya Y1ildiz, 2007).



c

Fotograf 2.2. Domates bitkisinde Cmm’ in yapraklarda olusturdugu simptomlar
tek tarafli solgunluk (a), yash yapraklarda solgunluk (b), olusan nekrotik lekeler (c),
iletim demetlerinde kahverengilesme (d)

Cmm sistemik yayilan bir hastalik etmeni oldugu i¢in genel olarak tohumlarla
tasinmaktadir. Bitki artiklarinda ve toprakta bir buguk yila kadar yasayabilen Cmm
(Fatmi ve Schaad, 2002); enfekteli toprak, topraktaki enfekteli bitki artiklari, yabanci
otlar, enfekteli tohumlar, etmen ile temas eden her tiirlii alet (tohum ekme makinesi,
budama makinesi, asilama makinesi vd.) ile tasinabilmektedir (Gleason vd., 1991). Bir
sonraki iiretim doéneminde bu yollarla taginarak 6nemli derecede liriin kaybina neden
olmaktadir (Belgiizar vd., 2016a). Enfekteli tohumlar ile yayilan bir hastalik etmeni
oldugu icin iilkemizde uygulanmakta olan karantina diizenlemeleri dahilinde i¢ ve dis

karantina kapsamindadir. Ithalatla yabanci iilkelerden satin aldigimiz fide ve tohum gibi



bitki iiretim materyallerinin hastalikla bulasik olup olmadigini anlamak icin detayli
incelemeler yapilmasi sarttir. Tiirkiye’de 308 sayili Tohumluk Sertifikasyonuna bagl
yonetmelikte domates tohumlari ile iligkili kisimda tizerinde durulan hastalik etmeninin
erken donemde bitkide tanisi olduk¢a Onemlidir. Tohumda kabul derecesi sifir
olmasindan dolayi ithal edilen tohum ve fidelerin bu hastalik etmeni kars1 dikkatli sekilde

incelenmesi bilyiikk 6nem arz etmektedir (Uyar, 2011).

Hastalikla miicadelede; hastaliktan ari tohum ve fide kullanimi1 basta olmak tizere kiiltiirel
miicadele yontemi, u¢ alma, koltuk kirma, yaralanmalar ve dolu zararindan dolay1 olusan
acikliklardan bulasmayr Onlemek icin bakirlt preparatlar Gnerilmesi gibi kimyasal
miicadele yontemi, tohumlarda her hangi bir hasara yol agmadan hastalik etmenini yok
etmek icin kullanilan sicak hava uygulamasi gibi fiziksel miicadele yontemi ve en 6nemli
miicadele yontemi olarak kullanilan biyolojik miicadele yontemi gibi yontemler
giniimiizde kullanilmaktadir (Tireng Karut, 2011). Cmm ile miicadelede etkili bir
kimyasalin olmamas1 ve giiniimiizde ticari kaygilardan dolay1 izin verilenden daha fazla
miktarda kullanilan kimyasallarin kotii sonucglarindan dolayr kimyasal miicadeleye

alternatif uygulamalar kullanilmaktadir (Belgiizar vd., 2016a).

Ulkemizde domates yetistiriciginin yaygin oldugu alanlarda gesitli zamanlarda survey
calismalar yiiriitiilmiistiir. Oktem ve Benlioglu (1993), yaptiklar1 calismada Afyon,
Ankara, Bolu, Burdur, Cankir1, Eskisehir, Isparta, Kayseri, Kirsehir, Nevsehir, Yozgat,
Zonguldak illerinden 354 hastalikli bitki 6rnegi toplamiglardir. Afyon hari¢ diger illerde
toplam 56 tane Cmm izolat1 elde etmislerdir. Benzer sekilde, Kahveci ve Giircan (1993),
Antalya’nin il¢elerinde Elmali, Kas, Manavgat, Serik, Korkuteli, Kumluca, Alanya’da
yaptiklar1 arastirmalar sonucu Cmm hastalik etmenini bulmuslardir. (Aksoy, 2002),
calismada Samsun ilinin 8 ilgesinde toplam 1037.9 dekar alan gezilerek Samsun’da
domateslerin bakteriyel bitki hastaliklar1 ile enfeksiyon durumunu belirlenmistir.
Toplanan bitki drneklerinin %0.64’{iniin Cmm ile enfekteli oldugu saptanmustir. Ozdemir
(2005)’in yaptig1 calismada Izmir ilinde domates yetistirilen alanlarda meyvelerde Cmm
hastalik etmenini saptamistir. Belgiizar vd. (2016a), yapilan ¢calismada Tokat ilinin yogun
sekilde domates yetistiriciligi yapilan bolgelerinde siirveyler yapmislardir. Siirvey
sonucunda toplanan hasta bitki Orneklerinden elde edilen izolatlarin morfolojik,

fizyolojik, serolojik, molekiiler testleri ile tanilamislardir. 2011 yilinda 99. 2012 yilinda
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163 tane bakteri izolati elde etmisler ve bu izolatlarin 135 tanesini Cmm olarak

tanilamislardir.

Cmm bakterisi ile iilkemizde biyolojik miicadele olanaklarinin arastirilmasi amaciyla
farkli c¢aligmalar yiiriitilmistiir. Tokgoniil ve Cinar (1999), domates yetistirilen
alanlardaki saglikli bitki kok kisimlarindan ve birgcok madde igeren orman topragindan
aldiklar1 6rneklerden 90 tane antagonistik 6zellige sahip olabilecek bakteri (79 adet
Antinomycetes, 9 adet flourosan Pseudomonas, 2 adet Bacillus) izole etmislerdir. Bu
bakterilerin antagonistik 6zelliginin varligini in vitro ve in vivo kosullarda enfekteli
domates tohumlarmi kullanarak arastirmislardir. /n vitro tohum uygulamasi sonucuna
gore 27 adet bakterinin petride hastalik etmenini engelledigini rapor etmislerdir. Bu
antagonist bakterilerden Actinomycetes’in Pseudomonas ve Bacillus’a gére daha yiiksek
etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Bu antagonist bakterilerden en etkili 7 tanesini se¢ip in
vivo kosullarda hastalikli tohumlart hem temiz toprakta hem de hastalik bulastirilan
topraklarda gelistirmiglerdir. Sonug olarak temiz toprakta hastalik etmeninin gelisimi %
45,5-%100 oraninda elde edilirken hastalikli toprakta % 64,5- % 100 oranimi elde

etmislerdir.

Cmm miicadelesinde antogonist kullanimi {izerine diger bir c¢alismada ise Cetinkaya
Yildiz (2007), Adana, Mersin, Antalya, Artvin, Bursa ve Izmir illerinden 57 bakteri
izolatinin domates bakteriyel solgunluk hastalig1 etmeni olan Cmm oldugunu bulmustur.
PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobacter) kullanimini arastirmak igin 499 tane
bakteri izolatin1 39 farkli toprak 6rneginden bulmustur. Fosforu ¢dzme, azotu baglama
Ozelliklerine sahip 30 izolat PGPR i¢in se¢ilmis ve bunlardan da Cmm’ye kars1 8 izolat
etkili olmustur. Bu ¢alisma sonucunda PGPR izolatlar1 kullanilmis bitkilerde hastalik
oraninin diistiigli saptanmistir. Bu ¢alismanin devamu niteliginde Cetinkaya Yildiz ve
Aysan (2014); Mersin, Hatay, Adana, Mugla, Osmaniye illerinden alinan 39 farkli toprak
orneginden 499 tane PGPR olabilecek bakteri izole etmistir. Bu bakterilerden 30 izolat
sec¢ip sonra onlarin i¢inden de 8 izolat segmistir. Cmm’ ye kars1 etkinligini arastirmak

icin in vivo saks1 calismalar1 yapmustir. Iki izolatin olumlu sonug verdigini bildirmistir.

Diger bir biyolojik miicadele olanaklar1 aragtirmasinda, Akat (2008), domates
koklerinden izole edilen kok bakterilerinin Cmm’ye karsi in vitro ve in vivo kosullarda

denemeyi amacglamistir. Ege Bolgesindeki domates, fasulye, zeytin iirlinlerinin
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yetistirildigi saglikli alanlardan izole edilen 49 adet bakterinin antagonistligini test etmek
tizere kullanmistir. Bu bakteriyel antagonistlerin % 40’1 in vitro testlerde Cmm’yi
engellemistir. Florasan Pseudomonaslar’in en etkili antagonistler oldugunu gérmiistiir.
In vivo denemesi i¢in on bir izolat secilmistir ve iki farkli dénemde tekrar edilmistir. Ilk
denemede on bir antagonistin dordii domates tohumlarina uygulandiginda Cmm’ yi %
54-86 oraninda azaltti§1 sonucuna varmistir. Tohum uygulamasina ilaveten fide dikimi
oncesi koklere uygulama yapilmasi sadece tohum uygulamasina gore daha iyi sonuglarin

elde edildigini saptamistir.

Tireng Karut (2011), 6zellikle tohumla taginan domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaliginin organik tarimda miicadelesinde; sicak su, liziim sirkesi, elma sirkesi,
serenade, antagonist bakteri, ISR 2000, sodyum hipoklorit, laktik asit denemeleri yaparak
tohum tizerinde etkilerine bakmistir. Sodyum hipoklorit, sicak su, elma sirkesi, laktik asit
ve liziim sirkesi tohumdaki bulagiklig1 % 31-100 oraninda azalttig1 gibi tohumda bulunan
bakteri populasyon yogunlugunu % 77-100 oraninda azalttigin1 saptamistir. Ancak bu
uygulamalarin hepsi tam sonug¢ vermemistir. Uziim sirkesi ve elma sirkesinin en basarili

tohum uygulamasi oldugunu rapor etmistir.

Kasselaki vd. (2011), calismalarinda 6zellikle tohumla tasinan Cmm hastalik etmenine
karst alternatif miicadele yontemlerini aragtirmislardir. Daha 6nce tohumla tasinan
hastaliklara kars1 kullanilmayan antagonist Bacillus spp. ve asitlendirilmis nitrit, kompost
ektrakti yontemlerinin etkinligi agisindan incelemislerdir. Sonug¢ olarak 300 mmol 1-1
acidified nitrit’te on dakika bekletilen tohumlarin hastalik etmeninden % 98 oraninda
temizlendigi, kompost ekstraktlarinin ve Copper hydroxide’in baz1 Bacillus spp. tiirlerine

kars1 tohumu dezenfekte etme oraninin % 100 oldugunu saptamislardir.

Ozyilmaz ve Benlioglu (2015), antagonist bakterilerin tohum uygulamalarindaki etkisini
anlamak icin oncelikle yapay olarak domates tohumlarint Cmm ile bulastirmiglardir. On
dakika siispanse olmus bakteride bekletilen tohumdaki bakteri sayis1 ve enfekteli
tohumdan elde edilen fidedeki bakteri sayis1 sayilmistir ve degerler elde etmislerdir.
Sonug olarak in vitro ve in vivo kosullarda test edilen 7 antagonist bakterinin {igii in vivo
kosullarda Cmm etmenini engellemistir, alt1 tanesi ise in vitro kosullarda basarili oldugu

saptanmistir.
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Biyolojik mikroorganizmalarin kullanimi yanisira lilkemizde bazi biyolojik maddelerin
Cmm etmenine olan etkileri de aragtirilmistir. Soylu vd. (2003), acibenzolar-S-methyl
(ASM)’i Cmm hastalifina karsi domates fidelerinin direncini arttirmak icin
uygulamislardir. ASM uygulanan bitkilerde Peroxidase (POX) ve glutathione peroxidase
(GPX) enzimleri, dayanikliliga 6nemli bir etkisi olan enzimler olarak belirlemislerdir.
ASM uygulanan bitkilerde bu enzimlerin arttigin1 gérmiislerdir. Sonug olarak ASM ile
muamele edilen bitkilerin hastalik etmenine karsi bir diren¢ olusturdugunu

belirlemislerdir.

Benzer sekilde biyolojik maddelerin yanisira giibrelemenin de etkileri arastirilmistir.
Soykan (2010), Auxigro, EM1, Herbagreen, ISR-2000, Messenger, Protamin Cu, Regalia
gibi organik-inorganik giibrelerin ve bitki aktivatoriinin Cmm’ye karsi etkinligine
bakmistir. Hazirlanan preparatlar yapraktan, kokten ve her iki bitki organindan birlikte
olacak sekilde verilmistir. Serada sadece ISR-2000, Messenger, Auxigro, Herbagreen ve
Regalia preparatlari; agik alanda ise ISR-2000’in etkinlik gdsterdigini saptamistir.
Uygulama kok ve yapraktan birbirini tamamlar nitelikte yapildiginda hastaliga karsi

savasta daha etkili oldugunu saptamustir.

Basim vd. (2004), Cmm’ nin de i¢inde bulundugu 13 bakteriyel bitki patojenine
(Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Agrobacterium vitis, Erwinia amylovora, Erwinia carotovora pv. carotovora,
Pseudomonas corrugata, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, Pseudomonas.
syringae pv. phaseolicola, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas. syringae
pv. tomato, Ralstonia solanacearum, and Xanthomonas. axonopodis pv. vesicatoria)
kars1 polen ve propolis ektsraktlarinin etkisini disk diflizyon yontemi ile arastirmiglardir.
1/5 polen ekstraktina karsi en hassas patojen bakterinin Agrobacterium tumefaciens
oldugunu belirlemislerdir. 1/10* lik propolis ekstraktina karsi en hassas bakterinin ise
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola oldugunu tespit etmislerdir. Polen orani 1/100,
propolis oran1 ise 1/1000’e diisliriildiigiinde antibakteriyel etkinin en aza indigini rapor
etmislerdir. Bu calisma bitki patojen bakterileri ilizerine polen ve propolis eksraktlarinin

denendigi ilk ¢calisma oldugunu bildirmislerdir.

Cmm ile miicadele en etkili yol bakteriye dayanikli ¢esitlerin yetistirilmesidir. Bu amagla,

Kabas vd. (2010) domatesin Cmm’ ye dayanikliligini belirlemek ve dayanikli olanlari
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1slah programlarina dahil etmek i¢in yurt disindan getirilen LA2157 ve LA407 dayanikli
yabani tiirler ile BATEM 1, 2, 3 olan ii¢ saf hat kullanmiglardir. Hastalig1 bitkiye
bulastirmak igin govdeye enjeksiyon yontemi segmislerdir. 107 hiicre/ml yogunlukta
siispanse edilmis bakteriler bitkiye inokiile edilmeden 6nce 2-3 yaprakli fideler olana
kadar sera kosullarinda yetistirmiglerdir. Bu islemler sonucunda yurt digindan gelen iki
materyalin hastaliga kars1 dayanikli oldugunu saptamiglardir. BATEM 1, 2, 3 hatlarinin

hastaliga kars1 hassas oldugunu rapor etmislerdir.

Cmm dayanikliligi konusunda diger bir c¢alisma, Uyar (2011) tarafindan Akdeniz
bolgesinde yaygin olarak yetistirilen bazi domates c¢esitlerinin Cmm’ ye karsi
dayanikliligin1 belirlemek amaciyla yapilmistir. Caligmasinda 93 farkli yerli domates
cesidini ve Antalya’ nin Aksu il¢esinden izole edilen Cmm izolatim1 (1x108 cfu/ml)
kullanmustir. Giindiiz-gece sicakligi 26/18 °C olan iklim odalarinda yetistirdigi domates
fidelerine insiilin ignesi ile hastalik etmenini bulagtirmigtir. Hastalik simptomlarinin 17.
giinden itibaren goriilmeye baslandigini ve kullandig1 93 ¢esidinde Cmm’ ye dayaniksiz

oldugunu bildirmistir.

Bayan (2011), Cmm ile miicadele dayanikli g¢esit kullanmanin ¢ok 6nemli oldugunu
bildirmisler ve hassas bir domates c¢esidi olan NCEBR3 domates tohumlar1 tizerinde
kimyasal mutasyon olusturularak dayanikli mutant domates bitkileri elde etmislerdir.
Elde edilen bu bitkilere Cmm hastalik etmenini inokule etmislerdir ve ilk hafta her giin,
14, 21 ve 28 giin sonra bitkilerden alinan yapraklardan ekstrak elde edilerek fenolik
bilesikler p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit, rutin, kuersetin, naringenin, kaemferol
ve klorjenik asit miktarlar1 belirlenmistir. Daha once hep meyvede analiz edilen bu
bilesiklerin bitki yapraklarinda da iiretildigi tespit edilmistir. Ayrica mutant bitkilerde
bazi bazi fenolik bilesiklerin miktarlarinin hassas NCEBR3 domates ve kontrollere gore
cok fazla miktarda olusturuldugu saptanmis olup bunun bitkilerin dayanikliligindan

dolay1 oldugunu rapor edilmistir.

Calis vd. (2013), de calismalarinda Cmm miicadelesinde kimyasal ve kiiltiirel miicadele
yontemleri yetersiz olup en uygun yontem dayanikli ¢esit kullanimi oldugunu
bildirmislerdir. Orijinal domates hatti1 olan EBR3 kimyasal mutasyona ugratilmis ve

Cmm 2’ ye kars1 dayaniklilik saglayan M3-9 ve M3-15 hatlarini elde etmislerdir.
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Rivas-Caceres vd. (2018), Meksika’da toplam sebze iiretiminin % 78’ ini domatesin
olusturdugunu ama domates iiretiminin Cmm hastaliginin ortaya ¢ikmasi ile kotii bir
sekilde etkilendigini bildirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismada glimiis nanopargagiklarinin
bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliina karsi bakterisit olarak kullanilmasini
arastirmiglardir. Doz artiginin 6ldiirme gliciine bir etkisi olmadig1 gozlemlenmistir. Sonug
olarak giimiis nanopartikiillerinin Cmm’ye karsi Onlem ve miicadelede Onemli bir

inhibitor ve bakterisit olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

2.3 Ugucu Yaglar

Dogada bulunan birgok bitki tiirii cok uzun zamanlardan gliniimiize kadar tedavi amagh
kullanilmistir. Sifali bitkiler olarak bilinen bir ¢ok bitki tiirii diinyada oldugu gibi
iilkemizde de bir¢ok kez denenerek bulunmus ve hastaliklar1 tedavi etmek igin
kullanilmistir (Benli ve Yigit, 2005). Kokleri ile topraga tutunarak hareketsiz bir sekilde
canliliklarina devam eden bitkiler diger organizmalarla karsilastirildiklarinda disaridan
gelen tehditlere karsi daha fazla savunmasizdirlar. Hayvanlarda bulunan bagisiklik
mekanizmas1 kendilerine enfekte olan mikroplara karsi bir savunma sistemidir. Bu
mekanizma bitkilerde bulunmadig icin farkli kimyasallarla dolu salgi tiiyleri, dikenler,
delinemeyecek kadar sert olan kabuklar ve iirettikleri sekonder metabolitler gibi bazi
morfolojik ve mekanik savunma mekanizmalari bulunmaktadir (Benli ve Yigit, 2005;
Kocagaligkan, 2006; Wink ve Schimmer, 2010). Bunun yaninda bitkiler {irettikleri bazi
sekonder metabolitlerle savunma mekanizmalarint daha giiclii hale getirmeye

caligmaktadirlar.

Sekonder metabolitler; sayilart oldukc¢a fazla olan glikozitler, alkoloidler, peptitler,
aminler, siyanojenik alkamidler, protein olmayan aminoasitler ve glikosinolatlar gibi azot
iceren ve terpenler, poliketidler, fenolikler, saponinler, poliasetilenler, ugucu yaglar
(esansiyel yaglar) gibi azot icermeyen bilesiklerdir (Facchini, 2001). Bitkide savunma
amacli kullanilan sekonder metabolitler bitkinin belli kisimlarinda sentezlenerek uzun
streli depo edilebilmektedir (Hartmann, 2007; Karlovsky, 2008). Sekonder
metabolitlerin en 6nemlilerinde biri olan ugucu yaglar; bitkinin protoplazma, hiicre
ceperinin 6zel bir tabakasinda, salg1 kanallarinda, salg1 hiicrelerinde, salgi tiiylerinde ve
salg1 ceplerinde sentezlenmektedir. Ozellikle savunma amagl sentezlenen ugucu yaglar

atiklarin  atilmasi, bitkide su kaybinin azalmasi, tozlagma isleminin tam olarak
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yapilabilmesi gibi faktorler de diger sentezlenme nedenleri arasindadir (Bozari vd.,
2013). Ugucu yaglar bulundugu familyaya gore ya bitkinin belirli organlarinda yaprak,
ta¢ yaprak, meyve sap1, meyve, kabuk, kok, ¢im, kozalak, tohum, sakiz, odunsu doku gibi
ya da bitkinin tiim organlarinda bulunabilirler (Ceylan, 1996).

Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglar gecmisten giiniimiize kadar ¢ok
cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Bu kullanim alanlarinin baginda tip, bitkisel yag elde
etme, glizel kokusundan dolay1 kozmetik endiistrisi (sabun, parfiim, esans), eczacilik,
boya, pestisit ve insektisit elde edilmesi gibi alanlar gelmektedir (Ayanoglu vd., 2000).
Oda sicakliginda sivi halde bulunan, keskin bir kokusu ve yagimsi bir yapist olan ugucu
yaglar, 1518a ve havaya hassas olup suda ¢oziinmezler buna karsin organik ¢oziiclilerde
kolayca ¢oziinebilen bir yapiya sahiptir. Sifali bitkiler olarak bilinen tibbi ve aromatik
bitkilerden ugucu yag elde etmek i¢in distilasyon, organik ¢oziiciilerle veya sivilagtirilmis
gazlarla ekstraksiyon ve soguk sikim gibi yontemler kullanilmaktadir (Celik ve Celik,
2007).

Ulkemizin de i¢inde yer aldign Akdeniz iilkeleri ugucu yag bakimindan zengin bitkilerin
bulundugu bir bitki florasina sahiptir (Dagc1 vd., 2002). Basta Lamiaceae familyas1 olmak
tizere Rutaceae, Lauraceae, Euphorbiaceae, Apiaceae, Pinaceae, Rosaceae ve
Asteraceae gibi bitki familyalari ugucu yag acisindan oldukc¢a zengin olup yag elde etmek
icin kullamilmaktadir (Lukas vd., 2009). Ulkemiz farkli iklim bolgesinin kesisme
noktalarindan biri olmas1 nedeniyle bitki tiir ve ¢esitleri bakimindan olduk¢a zengindir.
Ulkemizin, diinya pazarinda baharat ve ¢ay iiretmek i¢in kullanilan bitkilerin ihracatinda
onemli bir yeri olmasmin yaninda bu pazarda birinci sirada kullanilan Lamiaceae
familyas1 bitkilerinin gen merkezidir (Kocabas ve Karaman, 2001; Ozkan, 2007). Dogada
otsu ve ¢ali formunda bulunan Lamiaceae familyasi tek ya da ¢ok yillik aromatik
bitkilerden olup diinya iizerinde hemen her yerde yetisebilmektedir. Diinyada yaklasik
olarak 3200 tiir ve 200 cins bulunan (Bozar1 vd., 2017) bu familyanin Tiirkiye’de 45 cinsi,
256’s1 endemik olan toplam 574 tiir yetismektedir (Biiytlikkartal vd., 2011; Kahramanoglu
ve Uygur, 2010). Ugucu yag verimi oldukca fazla olan Lamiaceae familyasiin bilinen
en 6nemli cinsleri Thymbra, Thymus, Melissa, Origanum, Mentha, Teucrium, Ballota,
Salvia, Lamium, Stachys, Satureja, Ajuga, Prunella, Marrubium ve Sideritis’ dir
(Kocabas ve Karaman, 2001; Ozkan, 2007).
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2.4 Ugucu Yaglarin Antimikrobiyal Etkinligi

Genellikle renksiz ve agik renkli olan ugucu yaglar alternatif tip basta olmak tizere birgok
alanda kullanilmaktadir. Suda siiriiklenebilen ugucu yaglarin yapisinda bulunan
bilesenleri bulunmasindan sonra bu bilesenlerin etmenlere karsi etkinliginin olup
olmadigin1 belirlemek i¢in birgok ¢alisma yapilmistir (Altundag, 2007). Ugucu yaglarin
antimikrobiyal etkinliklerini belirlemek i¢in agar difiizyon yontemi, disk difiizyon
yontemi ve broth diliisyon yontemi kullanilmaktadir (Oussalah vd., 2006; Oztiirk vd.,
2002).

Gliniimiizde bitki hastalik ve zararlilar1 ile miicadelede kullanilan kimyasallarin insan ve
cevre sagligr lizerinde olusturdugu olumsuz etkilerden dolay1 kimyasal miicadeleye
alternatif uygulamalar 6n plana ¢ikmaktadir (Belgiizar vd., 2016b). Dogada kolay bir
sekilde pargalanan ve bitkilerde kalicilig1 olmayan ugucu yaglarin antimikrobiyal etkileri
aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Al-Reza vd., 2010; Mondal ve Khalequzzaman,
2009). Bitki hastalik ve zararlilari ile miicadelede bitkilerden elde edilen ekstraktlarin ve
ucucu yaglarin kullanilmasiyla ilgili calismalar bulunmaktadir. Bu calismalar icinde
ozellikle domateste en Onemli bakteriyel hastalik olan Domates Bakteriyel Kanser

hastalig1 da yer almaktadir.

Daferera vd. (2003), kekik, gritotu, biberiye, lavanta, ada ¢ayi, yarpuz ve mercankosk
bitkilerinden elde ettikleri ugucu yaglari Cmm, Botrytis cinerea, Fusarium solani var.
coeruleum tizerine etkisinin olup olmadigini test etmislerdir. Yaglarmm kimyasal
bilesimini gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) yontemi ile elde etmislerdir.
Sonug olarak Cmm, B. cinerea, F. solani var. coeruleum’ un gelismesi iizerine kekik,
mercankdsk ve gritotu bitkisel yaglarinin 85-300 mg/ml yogunlukta engelleyici etkiye
sahip olmasina ragmen lavanta, biberiye, ada ¢ay1, yarpuz bitkilerinin yaglarinin hastalik

etmenini engelleme etkisinin daha diisiik oldugunu rapor etmislerdir.

Sahin vd. (2003), Tiirkiye’ nin Dogu Anadolu Bolgesi’nde yetisen tek yillik bir bitki olan
Cibriska’ dan (Satureja hortensis) elde ettikleri ekstrakti, klinik ve bitki patojeni olan 55
adet bakteriye kars1 disk difiizyon yontemi ile denemislerdir. Deneme sonunda metanol

ile hazirlanan bitki ekstratinin klinik bakterilere kars1 oldukga giiclii bir etki gdstermesine
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ragmen bitki patojeni olan bakterilere (Clavibacter, Pseudomonas ve Xanthomonas) kars1

deneme sonuglarinin ekonomik énemde olmadigini bildirmislerdir.

Altundag ve Aslim (2005), yaptiklar1 ¢calismada bitki patojen bakterisi olan Cmm ve
patojen funguslardan F. solani var. coeruleum, B. cinera’a karsi1 Thymus capitatus,
Origanum vulgare, O. Dictamnus, O. majorana, Rosmarinus officinalis, Lavandula
angustifoli ve Salvia fruticosa bitkilerinden elde ettikleri ugucu yaglari denemislerdir.
Sonug olarak bu ugucu yaglarin bu hastalik etmenlerini biiyiik oranda engelledigini tespit

etmislerdir.

Kizil ve Uyar (2006), ¢alismada kekigin farkl: tiirleri olan Tyhmbra spicata, Origanum
onites, Satureja hortensis, Thymus kotschyanus bitkilerinin ugucu yaglar1 kullanilmistir.
Ugucu yaglarin bilesenlerinin belirlendigi ¢alismada 5, 10 ve 15 pg dozlar kullanilmistir.
Disk difiizyon metodu ile su ve hexane bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi
belirlenmistir. Ugucu yaglarin hepsi Cmm, Pseudomonas syringae pv. tomato ve
Macrophomina phaseoli’ ye Kkarst etkili olurken Xanthomonas campestris pv.
malvacearum’ a etki gostermemistir. Sonug olarak Gram pozitif bakterilerin Gram negatif

bakterilere kars1 bu yaglara daha duyarli olduklarini saptamislardir.

Soylu vd. (2006), gida (Salmonella Thyphimirium, Listeria monocytogenes, Escherichia
coli O157:H7, Staphylococus aureus) ve bitki patojenlerine (Salmonella enteritidis, P.
syringae pv. tomato, X. axonopodis pv. vesicatoria, E. caratovora, Cmm ve A.
tumefaciens) karsi dereotu (Anethum graveolens L.) yapraklari ve rezene tohumlarindan
(Foeniculum vulgare Mill) elde edilen ugucu yaglarin etkinligini incelemislerdir. Sonug

olarak dereotunun Cmm’ye kars1 engelleyici bir etkisi oldugunu saptamislardir.

Balestra vd. (2009), domates yetistiriciligi yapilan arazilerde ve seralarda hastaliga neden
olan Cmm, P. syringae pv. tomato, X. vesicatoria bakterilerini incelemislerdir. %1
oraninda sarimsak (Allium sativum)’in disinden ve %30 oraninda incir (Ficus carica)’in
meyvesinden elde edilen bitkisel ekstraklarmi etmenin 10° and 108 c¢fu ml_1 populasyon
yogunlugunda in vitro test uygulamalar1 yapmuslardir. Bakteriyel yogunlugu 10° cfuml_1
olan extraktin hastalif1 engellemede en iyi etkiyi gdsterdigini saptamuslardir. In vivo
testlerde ise bakterinin 10° cfu ml_1 yogunlugunu kullanilmislardir ve % 58 oraninda

sarimsak, % 30, oraninda incir ekstraktinin hastalig1 azalttigin1 tespit etmislerdir. Sonug
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olarak domates yetistirme alanlarinda Cmm, P. syringae pv. tomato, X. vesicatoria
bakterileri ile miicadelede bitkisel ekstraklarin (incir, sarimsak) antibakteriyel olarak

kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Kotan vd. (2010), Satureja, Achillea ve Thymus bitki tiirlerinden elde ettikleri ugucu yag
ve farkli ¢ozgenlerde hazirladiklar bitki ekstraktlarini 25 tane bitki patojeni bakteriye
kars1 antibakteriyal etkilerini arastirmislardir. Calismada antibakteriyal etki denemesi
disk difiisyon yontemine gore yapilmistir. GC ve GC-MS yardimiyla ugucu yaglarin ve
ekstraktlarin kimyasal bilesenlerinin de belirlendigi ¢alismada, Cmm {izerine T. Fallax
tiiriinden elde edilen ekstrakt %80, ucucu yagin ise % 62.5 oraninda etkili oldugu ve S.
spicigera, T. fallax oils, carvacrol ve thymol’ un bakteriyel etmenler tiizerinde
kullanilabilecegini ayni zamanda tohum dezenfektani olarak da etkili olduklarini
bildirmislerdir. Thymol (% 40.86 -GC), p-cymene (% 5.95), carvacrol (% 43.62), and

borneol (% 2.49)’ un en dnemli bilesenleri oldugu tespit etmislerdir.

Sariko¢ Critirikkaya (2010), tohum kokenli ve 6nemli bir bitki bakteri patojeni olan
Cmm’nin tohumdan bitkilere taginmasi ve olusan enfeksiyonlarin durumunu arastirmistir.
Denemeler in-vitro kosullarda tohum ve fide gelisimi gozlenerek yiirtitiilmustiir.
Tohumlar bakteri siispansiyonunda bekletilip topraga ekilmis ve 5-6 yaprakli donemde
O0lmeye baslamistir. Fide uygulamalarinda ise gdvdeden steril kiirdan yardimi ile

inokulasyon yapilmis ve bitki 6liimii iki ay kadar bir zamanda ger¢eklesmistir.

Kotan vd. (2013), calismada Cibriska (Satureja hortensis L.) bitkisinden elde edilen
ugucu yagi, ekstraktlari ve ¢ibraskanin iki 6nemli bileseninin (carvacrol ve thymol) bitki
patojen bakterilerine kars1 tohum dezenfektan: olarak kullanilma potansiyelini
belirlemiglerdir. Disk difiizyon, MIC ve seri diliisyon metodlarin1 kullanarak
antibakteriyel testlemeleri yapmislardir. Cmm, X. axanopodis pv. vesicatoria bakterileri
ile bulagik tohumlarin kullanildig1 calismada ugucu yag, carvacrol and thymol gii¢lii bir
antibakteriyel etki gosterirken ekstraklarin (n-hexane, chloroform, acetone and methanol)

zay1f etki gosterdigini rapor etmislerdir.

Gormez vd. (2014), bu ¢alismada Origanum rotundifolium ugucu yagini 20 adet bitki
patojen bakteriye kars1 disk diflizyon yontemi ile denemislerdir. 500 pl/ml’ den 7.81

ul/ml” ye kadar farkli konsantrasyonlarda uyguladiklar1 ugucu yag patojen bakterilere
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kars1 7-45 mm inhibisyon zon ¢ap1 olusturmustur. GC-MS ile ucucu yagin bilesenleri
belirlemislerdir. Onemli bir bakteriyel patojen olan Cmm’ ye karsi antibakteriyel etki

gosterdigini saptamiglardir.

Yilmaz vd. (2014), Cmm iizerine ticari 34 ugucu yagi agar kuyu diflizyon yontemi ile
denemislerdir. Bu yaglardan 18 tanesinin % 67 ve daha yiiksek oranda engelleyici bir etki
gosterdigi sonucuna varmiglardir. Ugucu yaglarin antibakteriyel etkisinin olup
olmadigma gelismenin olmadigi bélgelerin ¢aplarini dlgiip, agar kuyu diflizyon yontemi
ile karar vermislerdir. Antibakteriyel etkiyi ticari sabit yaglarin higbiri gostermezken
ucucu yaglarin tamaminin gosterdigi sonucuna varmislardir. Kekik, nane gibi origanum

tiirlerinin en etkili olan bitkisel yaglar oldugu sunucuna varmislardir.

Yilmaz (2014), ¢alismada Cmm ile enfekteli tohumlarda miicadelede bazi ticari ugucu
yaglar kullanilmistir. Tohum uygulamasinda Cmm’ ye en etkili ugucu yag Origanum
vulgare olarak tespit edilmistir. Calismada domates tohumlarina ugucu yag film kaplama
uygulamas1 yapilmistir fakat depo kosullarinda fazla bir etkisi belirlenememistir. Umit
var bir yontem olarak goriilmekte olup calismalara devam edilmesi gerektigi rapor

edilmistir.

Ergiin (2015), calismada sarimsak (Allium tuncelianum) etanol ekstrakti 9 petojene karsi
denenmistir. Ekstrakin in vitro testlerde % 0-1.5 dozu fungal etmenlerin misel
olusumunu, bakteriyel etmenlerin (P. syringae pv. tomato ve Cmm) koloni gelisimini
engelledigi tespit edilmistir. Yapilan in vivo denemelerde ise topraga once sarimsak
ekstrakt1 uygulanip iki giin sonra fideye Cmm bulastirilmis ve hastalik gelisimini 6nemli

derecede engellendigi saptanmistir.

Belgiizar vd. (2016b), Cmm {iizerinde Kekik (Thymus vulgaris L.) bitkisinden ¢ikartilan
ugucu yag ve bitki ekstraktini bitkinin antibakteriyel etkisini in vitro kosullarda ¢alismalar
yaparak belirlemislerdir. Petri kapagina yapistirilan kurutma kagidina ugucu yag
emdirme, agar kuyucuk diflizyonu ve besi yerine katilmasi gibi 3 yolu ugucu yag
caligmasinda kullanmigslardir ve 5, 10, 15 ve 20 pl/ml olarak dort farkli dozda uygulamalar
yapmistir. Pseudomonas Agar F (PSF) besi yerine % 0.5, % 1, % 2, % 4 ve % 8
konsantrasyonundaki su ekstraktini eklemislerdir. Ekstraklarin katildigi besiyerlerine

siispanse edilmis Cmm ekmislerdir. Iki tekrar yapilarak 28°C’de 3 giinliik inkiibe
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etmiglerdir. Sonucunda ise Kekik (Thymus vulgaris L.) eklenen besi yerlerlerinde Cmm
azalmistir ve % 8’lik konsantrasyonda tamamen durdugu sonucuna varmislardir. Petri
kapagina yapistirilmis kurutma kagitlarina ugucu yagin emdirilmesi ugucu yaglarda en
etkili yontem oldugunu belirlemislerdir. Su ekstraktinda ise 20 pul/ml’lik dozun Cmm’yi

engellemede basarili oldugunu tespit etmislerdir.

Yanar vd. (2016), ¢alismada Lippia citriodora, O. syriacum, O. vulgare, O. onites,
Mentha piperita, M. dumetorum, M. Spicata bitkilerinin ug¢u yaglarinin Cmm ve Botrytis
cinerea tizerine etkileri in vitro kosullarda ugucu yagi besiyerine katma yontemi ile
denemislerdir. PDA ve King B besiyerleri kullanilan ¢alismada ugucu yaglarin 0.05, 0.1,
0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 ul/ml dozlar1 denenmistir. Cmm tizerine O. vulgare ve L. citriodora’
nin 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 pl/ml dozlari, O. syriacum ve O. onites’ in 0.3, 0.4 ve 0.5 ul/ml

dozlar etkili bulunmustur.

Ugucu yaglarin bitki tohumlari iizerine denendigi ¢alismalarda ise Groot vd. (2005),
tohum kokenli bakteriyel ve fungal hastaliklar iizerinde 30 farkli ugucu yag
denemisglerdir. Denenen yaglardan kekik yagimin en yiiksek etkiyi Xanthomonas
campestris pv. campestris ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis iizerine
oldugunu saptamislardir. Ayrica, % 0.25° lik kekik yagmi lahana tohumlarina yarim
saatligine uyguladiklarinda bakterilerin azaldigimi belirlemislerdir. Ancak yag
konsantrasyonunun %0.25’in iizerine ¢ikmasi ve 4 saat siireyle uygulanmasi durumunda

tohumun ¢imlenme giiciiniin olumsuz etkilendigini bildirmiglerdir.

Mirik ve Aysan (2005), turp (Raphanus raphanistrum), nane (Mentha piperita), sogan
(Allium cepa), sarimsak (Allium sativum), marata (Clematis marata), biberiye
(Rosmarinus officinalis), zakkum (Nerium oleander), okaliptiis (Eucalyptus), menengig
(Pistacia terebinthus), yalanci karabiber (Schinus sp.), ve ¢am (Pinus sylvestris)
bitkilerinin sulu ekstraktlarini iki yontem ile Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria’ya
karst domates ve biber tohumlarinda antibakteriyel etkilerini in vitro ve in vivo
denemeleriyle aragtirmiglardir. Birinci yontemde sulu okaliptiis ve sarimsak ekstraktlar
otoklavlayarak in vivo kusullarinda kosullarda denemislerdir. ikinci yéntemde ise filtre
kagidindan siizerek uygulamiglardir. Her iki yontemde de okaliptlis ve sarimsak
eksraktlar1 hastalik etmenini azaltmada ¢ok etkili olmus ve en 1yl tohum uygulamasi

olarak bulunmustur. /n vivo ortamda yapilan denemede ise enfekteli tohumlar sarimsak
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ve okaliptiis ekstraktlarinda bir siire bekletilerek topraga ekilmistir ve 0-5 sikalasi
yapilmistir. Caligmanin sonucunda sarimsak ekstraktinin % 77, okaliptiis ekstraktinin ise

% 96 oraninda fidelerde hastalig1 engelledigini rapor etmislerdir.

(Erig, 2006), ¢alismasinda origanum, rezene, lavanta bitkilerinden ugucu yag elde
edilerek gaz kromotografi-kiitle spektroskopi (GC-MS) ile ugucu yaglarin bilesenleri
belirlemistir. Pseudomonas syringae pv. tomato, Erwinia caratovora subsp. caratovora,
Xanthomonas axanopodis subsp. vesicatoria, Agrobacterium tumefaciens ve Cmm gibi
domates bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 agar disk difiizyon yontemi ile denemistir.
GC sonucunda carvacrol %79.8 (Origanum), camphor %20.2 (Lavanta) ve trans-anethole
%82.8 (Rezene) en yiiksek degerli ti¢ bilesen olarak tespit etmistir. Origanum ugucu yagi
olusturdugu 9.3 mm-35.6 mm inhibisyon zon ¢ap1 ile en etkili ugucu yag olarak tespit
etmistir. Bu tlir dogal bilesenleri tohum dezenfektan1i olarak kullanilabilecegini

bildirmistir.
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BOLUM III
MATERYAL METOT
3.1 Materyal
3.1.1 Bitki materyali

Arastirmada Cmm bakterisine hassas oldugu bilinen domates tohumlari ile biyolojik
calismalar yiriitilmiistiir. Hassas ¢esit olarak H2274 tohumlar1 Asgen Tarim A.S.

firmasindan temin edilmistir.
3.1.2 Ucucu yaglar

Calismada sar1 kantaron (Hypericum perforatum), okaliptus (Eucalyptus citriodora),
karanfil (Dianthus caryophyllus L.), anason (Pimpinella anisum) ve hardal (Brassica
nigra) yagi olarak toplam 5 adet ticari ugucu yag kullanilmistir. Bu yaglardan sari
kantaron, okaliptus, karanfil yagi Doganin Bahgesi (Uskiidar/istanbul) firmasindan;
anason ve hardal yagi ise Ege Lokman (Bakir/Kirkagag/Manisa) firmasindan temin

edilmistir.

3.1.3 Bitki patojeni

Calismada kullanilan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatlar1 Mersin
ilinin yaygin olarak domates yetistirilen bolgelerinden toplam 9 araziden sonbahar (Ekim)
ve ilkbahar (Mart) mevsimlerinde olmak sorveyler yapilmistir. Sorvey arazilerinde
bulunan solgunluk ve iletim demetlerinde kahverengilesme simptomu gosteren domates
bitkilerinden ornekler toplanarak, bakteri izolasyonlar1 ve teshisler yapilarak temin
edilmistir. Kontrol Cmm izolat1 Cukurova Universitesi-Fitopatoloji laboratuvarindan

Prof. Dr. Yesim AYSAN’dan temin edilmistir.

3.1.4 Kullanilan besiyerler

Calismada Nutrient Agar (8.0 g Nutrient Broth (Difco), 2.0 g KaHPO4, 0.5 g KH2POg,
2.5 g Glucose, 1000 ml distile su), King B (Proteose Peptone 20.0 g, Gliserin 10.0 ml,
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K2HPO4 1.5 g, MgSO47H,0 1.5 g, Agar 15.0 g, Distile Su 1000.0 ml) ve Nutrient Broth
(Nutrient broth 8.0 g, Distile Su 1000.0 ml) besiyerleri kullanilmistir Calismada % 70°1lik
alkol, % 1°1ik NaOCL, % 30’ luk gliserol, fizyolojik tuzlu su (9%0.85’lik NaCL ¢dzeltisi)
gibi ¢ozeltilerde kullanilmistir (Cetinkaya Yildiz, 2007).

3.2 Metot

3.2.1 Hastalikh bitki 6rneklerinin toplanmasi

Mersin ilindeki domates yetistiriciligi yapilan seralar ve araziler incelenerek bitkide
solgunluk ve iletim demetlerinde kahverengilesme simptomu gdsteren domates
bitkilerinden ornekler almmistir. Alinan 6rnekler 1slak kagit havluya sarilarak seffaf
polietilen torba icerisine yerlestirilmistir. Ornek torbalarinin igine kursun kalem ile
yazilan Ornek etiketi de eklenerek sogutucu termos igerisinde muhafaza edilerek

laboratuvar ortamina getirilmislerdir.

3.2.2 Domates bakteriyel kanser hastaligi etmeninin izolasyonu

Araziden toplanan slipheli bitkinin iletim demetlerinden hastalikli ve saglikli kismi1 i¢eren
2-3 mm biiyiikligiinde bitki parcalart alinip 6nce % 70’lik alkol igerisinde 2 dakika
bekletilip steril pens ile alinmistir. Steril saf su ile durulanmis ve steril kurutma kagidinda
kurutulmustur. Ardindan ayn1 islem % 1°lik NaOCL solusyonu ile de yapilarak bitki doku
parcalarinin yiizey dezenfeksiyonu yapilmistir (Fotograf 3.1.). Parcalar steril havanda
fizyolojik tuzlu su (% 0.85’lik NaCL ¢ozeltisi) ile homojenize edilip NA (Nutrient Agar)
ve King B besi yeri igeren petrilere ¢izgi ekim yontemiyle ekilmistir (Fotograf 3.2.). 25
°C’deki inkiibatorde 2-3 giin inkiibe edildikten sonra gelisen koloniler incelenip agik sari
renkli koloni morfolojisine sahip olanlar saflastirnlmistir. Saflastirilan izolatlar
caligmalarda kullanilmak tizere % 30’ luk gliserol igerisinde -20 °C’de buzdolabinda

saklanmustir.
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Fotograf 3.2. Cizgi ekim yontemi

3.2.3 Domates bitkilerinin yetistirilmesi

Patojenite testi i¢in H-2274 cesidi domates fideleri kullamlmstir. I¢inde 3:2 oraninda
toprak ve torf karisimi bulunan plastik viyollere tohum ekimi yapilmistir (Fotograf 3.3).
Fideler 15-20 giinliik oldugunda 1:3 oraninda perlit ve torf karigimi igeren saksilara
(8.5x8.5 cm) sasirtilmigtir (Fotograf 3.4.). Sasirtilan bitkiler 25 °C sicaklik, % 70-80 nem
ve 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik kosullardaki iklim odasinda ¢alismalarda kullanilmak

lizere gelistirilmistir.
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Fotograf 3.3. Viyolde gelisen domates fideleri

Fotograf 3.4. Saksilara sasirtilan domates fideleri

3.2.4 Patojenite testi

Stipheli domates bitkilerinden izole edilen bakteri izolatlari, 3-5 yaprakli donemde
bulunan domates fidelerine (H2274) govdeden steril kiirdan yardimiyla 3 tekrarli olarak
inokule edilmistir (Fotograf 3.5.). Caligmada 36-48 saat kiiltiirde gelisen bolge izolatlari,
pozitif kontrol olarak Cmm referans izolat1 ve negatif kontrol olarak steril su
kullanilmistir. inokule edilen bitkiler iklim odasima yerlestirilerek (16 saat 151k, 8 saat
karanlik, 25°C sicaklik) ve yiiksek nem saglamak amaciyla 24 saat siireyle 1slak polietilen
torba igerisinde tutulmustur (Fotograf 3.6.). Inokulasyondan bir giin sonra fideler nem

¢cemberinden alinip giinliik olarak simptom gelisimi agisindan incelenmistir.
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Inokulasyondan 8-10 giin sonra enfekteli fidelerde olusan solgunluk simptomlar1 ve
iletim demetlerinde olusan kahverengiliklere gore, hastalik var/yok olarak
degerlendirilip, izolatlarin patojen olup olmadigi belirlenmistir. Kuvvetli simptom veren

bitkilerden izolasyonlar yapilarak elde edilen izolatlar ile tan1 ¢alismalar1 yapilmastir.

"N

Fotograf 3.5. Domates bitkisine govdeden steril kiirdan ile bakteri inokulasyonu

Fotograf 3.6. Bakteri inokule edilen bitkilerin polietilen torba igerisindeki gotiintiisii

3.2.5 Cmm izolatlarmin molekiiler tanisi

Bakteri DNA’s1 ticari kit olan “Quick-DNA™ Fungal/Bacterial Microprep Kit —

ZymoResearch-D6007” yardimi ile izole edilmistir. Bakteri stispansiyonundan 1 ml steril
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ependorf tiipiine alinip 14.000 dev/dak.’da 20 dakika santrifiij edilmistir. Pelletin {izerine
%]1’lik SDS+TAE buffer’dan 100 pl eklenip karistirilarak ve 50 °C’deki su banyosunda
3 saat inkiibe edilmistir. Her bir tiipe 50 ul 7.5 M amonyum asetat eklenerek 14.000
dev/dak.’da 10 dakika santrifiij yapilarak amonyum asetat artiklarinin altta toplanmasi
saglanmistir. Ust faz yeni bir ependorf tiipiine aktarilarak {izerine soguk isopropanol
eklenmistir. Tiipler derin dondurucuda 45 dak bekletilip 10.000 dev/dak.’da 10 dakika
santrifiij edilmistir. %70’lik alkolle yikandiktan sonra 50 pl distile su (ddH20) igerisinde
-20°C’de muhafaza edilmistir. PCR; toplam hacim 25 pl olacak sekilde 5 pul 5x PCR
buffer, 1 ul 25 mM MgCly, 0,5 pl 10 mM dNTPs, 0.5 ul primer seti (10 uM), 0.2 pl Taq
polimeraz (500 unite/pl), iceren reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Kullanilan primer
dizileri Dreier vd. (1995) bakteriye 6zgii CMMS5: 5°-GCGAATAAGCCCATATCAA-3’;
CMMB6: 5°- CGTCAGGAGGTTCGCTAATA -3°-614 bp primeri ile 16S rDNA primeri
27F: 5’>-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; 1492R:5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-
3’- 1465 bp seklindedir. PCR reaksiyonlar1 35 dongii 94°C 30 s, 54°C 45 s, ve 72°C 1
dk.; ve 72°C 10 dk. olacak sekilde ger¢eklestirilmistir.

3.2.6 Bitkisel ugucu yaglarin antibakteriyal etkisinin saptanmasi

Kullanilacak olan bes adet ticari ugucu yaglarin antibakteriyel etkisi disk difiizyon
yontemi ile gerceklestirilmistir. Arastirmada teshisi ve patojenisite testi yapilmig dort adet

Cmm izolat1 ve pozitif kontrol olarak referans izolat kullanilmistir.
3.2.6.1 Disk difiizyon tarama yontemi

Ucucu yaglarin antibakteriyel etki calismalarinda ¢ok kullanilan metotlardan biridir
(Heatley, 1944). Bu metoda gore 5-6 mm’lik disklere her bir ugucu yagdan 20 ul
emdirilmistir. 10" hiicre/ml konsantasyonda 100 pl bakteri siispansiyonundan aliarak
besiyerlerine ekim yapilmistir. Ugucu yag emdirilen disk (Whatman® Antibiotic Assay
Discs) ilk olarak ekim yapilan besiyerinin orta kismina konularak denenmis daha sonra
petri kapaginin ortasina yapistirma yontemi ile denenmistir. Belirli bir siire
inkiibasyondan sonra olusan inhibasyon zonu kumpas yardimi ile mm olarak 6l¢tilmiistiir.
Minimum inhibasyon konsantrasyonu yani, etki gosterdigi en uygun ugucu yag

belirlenmistir. Caligmalar ii¢ tekrarl olarak yapilmistir.
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3.2.6.2 Ucucu yagin en etkili miktarimin belirlenmesi

Disk diflizyon tarama yontemi ile belirlenen en etkin ugucu yagin etkin miktarinin
belirlenmesi ic¢in; 5 pl, 10 pl, 15 pl, 20 ul ve 25 pl miktarlarda belirlenmis olan ugucu yag
miktarlar1 kullanilmistir. 24 saatlik taze Cmm bakteri kiiltiirden 107 hiicre/ml
konsantasyonda solusyon hazirlanarak 100 pl silispansiyon alinip besiyeri {izerine
drigalski ile ekimi yapilmistir. Ekim yapilan petrilerin kapaklarma yerlestirilen
antibiyogram disklere (Whatman® Antibiotic Assay Discs) belirtilen miktarlarda ugucu
yag emdirilmistir, negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmis ve 48 saat sonra olusan
inhibisyon zonu 6l¢iilmiistiir (Azaz vd., 2004). Calismalar ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

Belirlenen en etkin ugucu yag miktari domates fidelerine uygulanmustir.

3.2.7 Ugucu yaglarm farklh kombinasyonlarinin domateste Cmm’ye etkisi

Petri denemeleri sonucunda antimikrobiyal etki gosteren ugucu yag dort adet Cmm izolati
ve pozitif kontrol iizerinde denenmistir. Calismada H 2274 domates ¢esidi kullanilmistir.
16 saat 151k, 8 saat karanlik, 25 °C sicaklik, % 70-80 nispi neme ayarlanan biiyiime
odasinda i¢inde 1/3 oraninda perlitli torf olan saksilara domates tohumlar1 ekilmistir.
Domates fidelerinin 3-4 gercek yaprakli doneme geldiginde denemeye gegilmistir.
Calismada ugucu yag ve bakteri siispansiyonun iki farkli kombinasyonu denenmistir.
Birinci uygulama; bitkiye dnce fizyolojik su icerisinde 48 saatlik taze kiiltiiriinden 10’
hiicre/ml yogunlukta hazirlanan bakteri siispansiyonu herhangi bir yara agilmadan
puiskiirtme yontemi ile bitkiye uygulanmis ve 48 saat polietilen torbada bekletilmistir. 48
saat sonra domates bitkisine petri caligmalari ile etkisi belirlenmis olan ugucu yagin en
etkili miktar1 % 10’ luk DMSO’ da seyreltilerek el piilvarizatorii ile bitkiye piiskiirtiilerek
uygulanmistir (Fotograf 3.7.). Ikinci kombinasyonda ise bitkiye &nce ugucu yag
uygulanmis lizerine bakteri soliisyonu uygulanmigtir. Negatif kontrolde ise bitkiye steril
saf su uygulanmstir. Inokule edilen bitkiler 26°C’de yaklasik %60-70 nisbi nem igeren
iklim odas1 kosullarinda tutularak 1, 3, 5, 7, 10 ve 15. giinlerde olusan simptomlar
gozlenerek hastalik gelisimi degerlendirilmistir (Chaldecott ve Preece, 1983). Uygulanan

iki yontem kiyaslanarak sonuca varilmistir.
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Fotograf 3.7. Domates bitkilerine ugucu yag uygulanmasi
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Hastalikhh Domates Bitkilerinin Toplanmasi

Mersinin Erdemli (Kocahasanli, Piistiillii, Kizil En) ve Silifke (Delikkaya, Ovacik)
ilgelerinde yapilan arazide soérveyleri sonucunda domates yetistiriciligi yapilan 4 adet
tarladan ve 5 adet seradan yan dallarda tek tarafli solgunluk ve yaniklik (Fotograf 4.1.a),
bitki yapraklarimin solarak ice kivrilma (Fotograf 4.1.b), yash yapraklarda solma
(Fotograf 4.1.c), biitiin bitkide goriilen solgunluk ve gévdede kahverengilesme (Fotograf
4.1.d) simptomlar1 gosteren bitki 6rnekleri toplanmistir. Domates yetistirilen alanlarda en
Oonemli bakteriyel hastalik etmenlerinden biri olan domates bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaligiin o6zellikle tohumla tasinabildigi gibi toprakta kalan hastalikli bitki artiklari,
hastalikl1 fideler, arazi ekipmanlar1 gibi etmenlerle de tagmabilmektedir. Uretim arazisine
bir kere bulasan hastalik etmeni sonraki tiretim sezonlarinda da 6nemli derecede hastalik
yapabilmektedir. Hastalik etmeninin iilkemizde varligi yapilan caligmalarda rapor
edilmistir (Belglizar vd., 2016a; Cetinkaya Yildiz, 2007; Tokgoniil, 1998; Ulukus, 1982).
Cetinkaya Yildiz (2007) Mersin ve Adana illerinde yaptig1 arazi sorveylerinde domates
yetistiriciligi yapilan alanlarda Cmm hastalik etmenini morfolojik ve molekiiler testlerle

tanilamisir. Bu ¢alismadan yola ¢ikilarak arazi sérveyleri Mersin ilinde yuriitiilmiistiir.
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Fotograf 4.1. Domates bitkisinde bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig1 etmeninin
bitkide yaptig1 belirtiler
tek tarafli solgunluk (a), bitki yapraklariin solmasi ve i¢e biikiilmesi (b), yash
yapraklarda solgunluk (c), bitkide genel solgunluk ve iletim demetlerinde
kahverengilesme (d)

4.2 Domateste Bakteriyel Kanser Hastah@ Etmeninin izolasyonu

Domates yetistirilen arazi ve seralardan toplanan Cmm ile enfekteli bitkiler laboratuvar
ortamina getirilmistir. Yapilan izolasyonlardan 2-3 giin inkiibasyon déneminden sonra
Nutrient Agar besiyerinde sar1 renkli diizgiin kenarli (Fotograf 4.2.a), King B besiyerinde
sar1 renkli ve piiriizsiiz koloniler (Fotograf 4.2.b) gelismistir. Mersin ilinin Erdemli ve
Silifke ilgelerinden elde edilen 28 adet bakteri izolatindan (Cizelge 4.1.) 7 adet izolat

Cmm olarak olarak tanimlanmis, saflastirma yapilarak bu tez ¢alismasinda kullanilmistir.
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Cizelge 4.1. Domates bitkilerinden elde edilen izolatlar ve izole edildikleri yerler

Fotograf 4.2. Besiyerinde gelisen sar1 koloniler
King B besiyerinde (a), Nutrient Agar besiyerinde (b)

Sira No izolatlarin Kod Ad1 Izole Edildigi Yerler
1 1 Delikkaya/ Silifke

2 2 Ovacik/ Silifke

3 3 Delikkaya/ Silifke

4* 4-1 Delikkaya/ Silifke

5 5 Delikkaya/ Silifke

6 6 Piistiillii/ Erdemli

7* 1z Pistilli/ Erdemli

8* 8.2 Piistiillii/ Erdemli

o* 9-1z Pistilli/ Erdemli

10* 10-1 Kizil En/ Erdemli

11 11 Kizil En/ Erdemli

12 12 Kizil En/ Erdemli

13 13 Kizil En/ Erdemli

14 14 Kizil En/ Erdemli

15 15 Kizil En/ Erdemli

16 16 Kizil En/ Erdemli

17 17 Kizil En/ Erdemli

18* 18 Kizil En/ Erdemli

19 19 Kocahasanli/ Erdemli
20* 20-1 Kocahasanli/ Erdemli
21 21 Kocahasanli / Erdemli
22 22 Kocahasanli / Erdemli
23 23 Kocahasanli / Erdemli
24 24 Kocahasanli / Erdemli
25 25 Kocahasanli / Erdemli
26 26 Kocahasanli / Erdemli
27 27 Kocahasanli / Erdemli
28 28 Kocahasanli / Erdemli

*Tabloda isaretlenmis izolat numaralari Cmm pozitif izolatlar1 gostermektedir
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4.3 Patojenite Testi

Elde edilen toplam 28 adet bolge izolati ve referans kiiltiir ile yapilan patojenite
testlerinde 7 izolat inokulasyondan sonraki 8-15 giin i¢inde domates fidelerinde
inokulasyon boélgesinde kahverengilikler, yapraklarda tek tarafli solgunluk (Fotograf
4.4.b), bitkide genel solgunluk (Fotograf 4.4.a), iletim demetlerinde ve ozde
kahverengilesme ve ilerleyen donemlerde catlama (Fotograf 4.3.) gibi hastalik
simptomlar1 olusturmustur. Negatif kontrol olarak saf su ile inokule edilen fidelerde
herhangi bir hastalik simptomu gozlenmemistir. Tipik hastalik simptomu gosteren

bitkilerden tekrarlanan izolasyonlar sonucu 7 izolat tekrar elde edilmistir.

Fotograf 4.3. Domates bitkilerinde yapilan patojenite testi sonucunda bitki govdesinde
inokulasyon yapilan bolgede olusan gévde ¢atlamasi
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a b

Fotograf 4.4. Domates bitkisinde patojenite testi sonucunda bitkide olusan solgunluk
genel solgunluk (a), yaprakta olusan tek tarafli solgunluk (b)

4.4 Cmm lzolatlarinin Molekiiler Tanisi

Bakterilerin DNA’lart  izole edilmis, saflik ve miktar tayinleri nanadrop
spektrofotometrede Olcililmiistiir. OD260/280 degerinin 1.75-2.0 arasinda olmasi
gerekmektedir. DNA konsantrasyonlar1 sonuglart, DNA’ larin genomik ¢aligmalar i¢in
uygun oldugunu gdstermistir. Izolasyon kiti ile elde edilen DNA’lar % 1 agaroz igeren
jellerde yiiriitiilmiis ve jel goriintilleme cihazinda fotograf ¢ekimleri gerceklestirilmistir
DNA 6rneklerinin, Cmm spesifik primerler ile 16S rDNA primerleri kullanilarak ilgili
bolgeleri cogaltilmistir. izolatlarn dizi analizi Sentegen Biotech. Firmasi (Ankara)
tarafindan gergeklestirilmistir. Elde dilen diziler NCBI BLAST wveri tabaninda
karsilastirilarak kesin tani sonuglart ¢ikarilmistir (Cizelge 4.2.). Dizi analizi sonuglari
Fotograf 4.5.b> de verilmistir. Sonuglara gore izolatlarin 7 adeti Cmm olarak

tanimlanmaistir.
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Fotograf 4.5. PCR sonucu jel analizi goriintiisii

Y I T T T IV XYY V> XV T IYT YYTY VI TYVVYTIVVY YT ryyy

R R R R R A R AN SR NN N AN N RN

AATGGGCGAAAGCCTGATGCAGCAACGCCGCGTGAGGGATGACGGCCTTCGEC
340 350 360 370 380

AEEEEENERE
RAAGCACCGGC

440 450

Fotograf 4.6. DNA dizi analizi sonuglar1

Description

Clavibacter michiganensis subsp, michiganensis sir

Clavibacter sepedonicus strain 2499 16S nbosoms

cus

an MS1 16S nboso

RNA gene_ partial s

RNA gene partial se

mal RNA gane, partial sequence

16S nbosomal

RNA gene partial s

equence

Clavihacter sepedonicus strain 2495 16S nbosoma

RNA gene partial 5

aquence

Clavibacter sepedonicus strain 2494 16S nbosoma

RNA gene partiai 5

aquence

Clavibacter sepedonicus strain 2493 16S ribosoma

RNA gens _partial sequence

Clavibacter sepedonicus strain 2492 16S ribosoms

RNA gene partial sequence

Clavibacter sepedonicus strain 2491 16S ribosoms

RNA gene partial 3

equence

Clavibacter sepadonicus strain 2490 16S ribosoma

Clavibacter michiganensis subisp_michiganensis sir

ENA gene _partial sequence

ain 2023 16S nboso

mal RNA gene _partal seguence
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Fotograf 4.7. 16S rDNA BLAST analizi
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4.5 Bitkisel Ucucu Yaglarin Antibakteriyel Etkisinin Saptanmasi

4.5.1 Disk difiizyon tarama yontemi

Arastirmada, yapilan literatiir taramalarina gére daha once ¢ok az kullanilmis olan sar1
kantaron, okaliptus, karanfil, anason ve hardal yagi olarak toplam 5 adet ugucu yag
kullanilmistir. Bu yaglar 6nce disk difiizyon yontemi ile denenmistir. Deneme sonucunda
beklenilen zon ¢ap1 gelismemesinden ve sadee kontakt etki gozlendiginden (Fotograf
4.6.b) dolayi ikinci uygulama olan steril diskin petri kapagina yapistirilmast yontemi ile
her diske 20 pl yag emdirilerek yapilmistir. Nutrient Agar besiyeri kullanilarak yapilan
bu deney sonucunda ise kullanilan yaglarin pozitif kontrol bakteri iizerinde antibakteriyel
etkisinin olup olmadig: tespit edilmistir. Kullanilan yaglardan sari1 kantaron, hardal,
karanfil ve anason yaglar1 bakteri gelisiminde herhangi bir etki gostermemisler ve
beklenen gelisme inhibisyonu zonunu olusturamamisglardir. Ana bileseni 1-8- cineol olan
(Quatrin vd., 2017) okaliptus yagi ise ¢ap1 23 mm olan zonlar olusturarak en etkili yag
olarak tespit edilmistir (Fotograf 4.6.a). Bu sonuca gore sonraki calismalara devam

edilmistir.

b

Fotograf 4.8. Okaliptus yaginin pozitif kontrol iizerinde olusturdugu inhibisyon zonu
petri kapagina yapistirma (a) disk diflizyon (b)

Giliniimiizde bakteriyel hastalik etmenleri ile miicadelede kullanilan yontemler hala
yetersiz kalmaktadir. Bakterilerin kolay bir sekilde dayaniklilik kazanmasi bunun en

onemli sebeplerinden bir tanesidir. Cmm {izerine ugucu yaglarin etkinliginin arastirildigt
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calismalar bulunmaktadir (Basim vd., 2000; Daferera vd., 2003; Kizil ve Uyar, 2006;
Soylu vd., 2006; Sahin vd., 2004; Yilmaz, 2014).

Yapilan ¢alismalarda; Eris (2006) disk diftizyon yontemi ile origanum, rezene, lavanta
ucucu yaglarim1 kullanmis ve en etkili yagin 9.3-35.6 mm zon ile origanum bitki tiirii
oldugunu, Altundag (2007) Cmm’ye karsi kullandigi Sideritis erythrantha subsp.
erythrantha ve Origanum minutiflorum ugucu yaglarinin farkli dozlarini kullanmis ve 1/5
konsantrasyonda birinci yagda 4 mm, ikinci yagda 33 mm zon ¢ap1 elde etmis, Arici vd.
(2011), tarafinda yapilan ¢alismada okaliptiis ugucu yagininda i¢inde bulundugu 8 adet
ucucu yagi bazi patojen funguslar ve bakteriler lizerinde denemislerdir. Yapilan
calismanin sonucunda okaliptiis yaginin uygulanan diger yaglardan daha yiiksek
antimikrobiyal etkisinin oldugunu rapor etmislerdir. Nashwa ve Abo-Elyousr (2012),
okaliptiis, reyhan, zakkum, sarimsak ekstraktlarini Alternaria solani’ye kars1 in vitro ve
in vivo denemelerle antimikrobiyal etkinligini belirlemislerdir. in vitro kosullarda %1 ve
%5’ lik dozlarda uygulanan okaliptiis ekstraktinin %1’ lik dozunda 6.3 cm, %5’ lik
uygulama dozunda ise 6.5 cm fungus misellerini engelledigini rapor etmislerdir. Y1lmaz
(2014) galismasinda 20 adet ticari ugucu yag kullanarak kekigin tiirleri olan Origanium
vulgare (37 mm), Origanium onites (35 mm) ve tar¢in (Cinnamomum zeylanicum L., 22
mm) ugucu yaglarinin Cmm iizerine etkili oldugunu bildirmistir. Oyman (2017) Ocimum
basilicum var. aloum(L) Benth, Lavandula angustifolia subsp. angustifolia, Melissa
officinalis, Thymus vulgaris L., Mentha piperita, Salvia officinalis ugucu yaglarinin
antimikrobiyal etkinligini belirlemek icin disk difiizyon metodunu kullanmis ve sonug
olarak Gram pozitif ve Gram negatif bazi bakterilerde bu yaglarin etkili oldugunu rapor

etmistir.

4.5.2 Ucucu yagin en etkili miktarinin belirlenmesi

Pozitif kontrolde antimikrobiyal etki goésteren okaliptus ugucu yaginin laboratuvar
ortaminda Cmm tizerine en etkili miktarininin belirlenmesi i¢in; ugucu yagin 5 pl, 10 pl,
15 pl, 20 pl ve 25 pl’lik miktarlar kullamilmistir. 5 pl ve 10 pl yag emdirilen diskler
engelleme zonu olusturmamistir. 15 pl (15-16 mm), 20 pl (17-20mm) ve 25 pl (23-25
mm) yag emdirilen diskler zon olusturmus (Fotograf 4.7.(a,b)) olup en biiyiik zon ¢apini

25 pl yag emdirilen disk gostermistir.
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a

Fotograf 4.9. Okaliptus yaginin uygulanan farkli dozlarinin engelleme zon goriintiisii
uygulama yapilan petrinin kapaginin kapali sekli (a), petri kapaginin agilmis sekli (b)

Basim vd. (2000), domateste 6nemli derecede hastalik yapan bazi bakteriyel etmenlere
kars1 karabas kekiginden (Thymbra spicata L. var. spicata) elde edilen ugucu yagin
etkinligini incelemislerdir. Sonug olarak farkli dozlarda uygulanan kekik ugucu yaginin
Cmm iizerinde 91 mg/ml doz oraniin etmeni engelledigi tespit etmislerdir. Daferera vd.
(2003) kekik, gritotu, biberiye, lavanta, ada ¢ay1, yarpuz ve mercankdsk bitkilerinden elde
ettikleri ugucu yaglart Cmm ve bazi bitki patojen bakteriler tlizerine farkli dozlarda
denemis ve yag dozu arttikca bakteri gelisiminin azaldigin1 saptamislardir. Ayni1 zamanda
Sahin vd. (2004), Cmm’ye kars1 Origanium vulgare 33 mm zon ¢ap1, clevenger cihazi ile
ucucu yagi elde edilen lavanta ugucu yagmin disk difiizyon yontemi ile uygulandigi ve
23.7 mm inhibisyon zon ¢ap1 ile Cmm iizerine etkili olmus ve uygulanan 5 pl/ml dozunun
Cmm gelisimini tamamen durdurdugu bildirilmistir (Eris, 2006). Altundag ve Ashim
(2005), yaptiklari ¢alismada agar kuyu difiizyon yontemi ile farkli dozlarda kekik ugucu
yagmin bitki patojen bakterilerine karsi kullanmiglardir. Kekik ugucu yaginin patojen
bakterilere karsi antibakteriyel etkisi oldugunu bildirmislerdir. Kizil ve Uyar (2006),
kekik bitkisinin farkli tiirlerinden elde ettikleri ugucu yaglart disk diflizyon metodu ile
Cmm’in de i¢inde oldugu farkli bitki patojenleri iizerine antibakteriyel etkinliginin olup
olmadigini aragtirmiglardir. 5, 10 ve 15 pl dozlarinda uygulanan ugucu yaglarin 24, 48 ve
72 saatlik inkiibasyon siirelerinde zon ¢aplari 6l¢iilmiis ve Cmm’e kars1 etkili oldugunu
saptamiglardir. Gormez vd. (2014), Origanum rotundifolium (mercankosk) bitki ugucu
yagini elde ederek GC-MS yontemi ile ugucu yaglarin bilesenlerini belirlemistir. 20 bitki

patojeni tizerinde farkli dozlarda disk difiizyon yontemi ile uygulanan ugucu yagin
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ortalama 7-48 mm inhibisyon zon ¢api olusturdugunu bildirmislerdir. Baska bir
calismada ise Belgiizar vd. (2016b), kekik bitkisinden ele ettikleri ugucu yag (5, 10, 15
ve 20 ul/ml) ve su ekstraktin (% 0.5, % 1, % 2, % 4 ve % 8) farkli dozlarin1 ugucu yag 3
farkli yontemde (besiyerine katilmasi, petri kapagina yapistirma) uygulamislardir. Kekik
ucucu yaginin 20 pl/ml’lik dozunun Cmm’i engelledigini bildirmislerdir. Verilen bu
bilgilere gére ugucu yaglarin bakteriyel bitki patojenleri tizerinde etkili oldugunu ve elde
edilen sonuglar ile karsilastirildiginda birbirleri ile paralellik gosterdigi saptanmustir.
Cmm iizerine disk diflizyon metodu ile yapilan bu ¢calismada okaliptus ugucu yagr etkili

bulunmus ve Cmm ile yapilan miicadele yontemlerinde kullanilabilecegi tespit edilmistir.
4.6 Ucucu Yaglarin Farkli Kombinasyonlarimin Domateste Cmm’ye Etkisi

Okaliptus (Eucalyptus citriodora) bitkisinin ugucu yagi doz etki belirleme yontemi ile
etkin doz olarak bulunan 25 pl dozu ve Cmm izolatmin taze kiiltiirden 107 hiicre/ml
yogunlukta hazirlanan bakteri siispansiyonlart ve ugucu yag bitkiye iki farkh
kombinasyon ile uygulanmistir. Negatif kontrol olarak steril saf su kullanilmistir. Ugucu
yagin ¢oziindiiriilmeden direk bitkiye verildiginde bitkinin tamamen 6ldiigli gozlenmis
ve bunun iizerine ugucu yagi 1/5 oraninda ¢oziindiirmek i¢in % 10’luk Dimethylsulfoxide
(DMSO) kullanilmistir. Biiyiitme kabininde yetistirilen ve 3-4 gercek yaprakli donemde
olan domates fideleri kullamilmistir. Uygulamadan sonraki 8-15 giin bitkiler

gbzlemlenmistir.

Fotograf 4.10. Okaliptus ugucu yaginin bitkiye uygulanmasi
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Iki farkli kombinasyonun birincisinde domates fidelerine dnce bakteri siispansiyonu
uygulanip 48 saat sonra ugucu yag uygulanmis olan denemede 8-15 giinliik siirede yapilan
gozlemler sonucu ucucu yagm bitkide bakteri gelisimini engellemedigi, ikinci
uygulamada ise 6nce ugucu yag piiskiirtiiliip 48 saat polietilen torbada tutulduktan sonra
bakteri slispansiyonu uygulanmig ve 8-15 giinliik siirede yapilan gzlemlere gore hastalik
etmeninin belirtileri bitkide gozlemlenmemistir. Pozitif kontrol bitkilerinde hastalik

simptomlar1 goriiliirken negatif kontrol bitkilerinde herhangi bir simptom gelismemistir.

Cmm izolatinin bitkiye uygulanmasi iizerine yapilan literatiir taramasinda pek fazla
bilgiye ulagilamamigtir. Altundag (2007), Origanum minutiflorum bitkisinin ugucu yagini
Xanthomonas vesicatoria iizerinde denemis ve O6nce ugucu yag 48 saat sonra bakteri
stispansiyonu uyguladig: ¢alismada daha az hastalik simptomu olustugunu rapor etmistir.
Nashwa ve Abo-Elyousr (2012), okaliptiis bitkisininde yer aldigi 5 bitki ekstraktini
Alternaria solani’ye karsi piiskiirtme yontemi ile uygulamistir. Sera denemeleri soucunda
sarimsak ekstraktinin %5’ lik, pitrak ekstraktinin %1 ve %5’ lik konsantrasyonunun
hastalig1 engellemede en yiiksek etkiyi gosterdigini ve diger bitki ekstraktinin ise daha az
bir etki gosterdigini bildirmislerdir.

Fotograf 4.11. Bakteri uygulanip 48 saat sonra ugucu yag uygulanan domates
bitkilerinin 15 giin sonraki goriintiisii
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Fotograf 4.12. Ucucu yag uygulanip lizerine bakteri solusyomu uygulanan domates
bitkisinin 15 giin sonraki goriintiisii
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BOLUM V

SONUCLAR

Domates taze olarak tiiketiminin yaninda bir¢ok gida iiriinii olarakta tiiketilmektedir.
Giderek artan diinya niifusunun besin ihtiyacin1 karsilamada domatesin 6nemli bir yeri
oldugu gibi ticari boyuttada olduk¢a 6nemlidir. Bu konumda olan domatesin hastalik ve
zararlilardan ari iiretilmesi gerekmektedir. Domateste bakteriyel kanser hastaligina neden
olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in tanilanmasi ve daha once hig
kullanilmamis ve ¢ok az kullanilmis olan sar1 kantaron (Hypericum perforatum),
okaliptus (Eucalyptus citriodora), karanfil (Dianthus caryophyllus L), anason
(Pimpinella anisum) ve hardal (Brassica nigra) yaglarmin antibakteriyal etkisinin
belirlenmesi hedeflenmistir. Calismada elde edilen sonuglar ve baz1 sonuglara dayali

getirilen Oneriler asagida maddeler halinde sunulmustur;

e Mersin ilinde yogun bir sekilde domates yetistiriciligi yapilan bolgelerde yapilan
surveyler sonucunda toplam 28 adet siipheli domates bitki 6rnegi toplanmis ve
yapilan izolasyonlar sonucu 7 adet izolatin Cmm oldugu tespit edilmistir.

e In-vitro kosullarda disk difiizyon metodu ile yapilan petri denemeleri sonunda
sar1 kantoron, karanfil, anason ve hardal yaglarinin Cmm {iizerine herhangi bir
antibakteriyel etkisinin olmadigi tespit edilmistir.

e Okaliptus yagi ise disk diflizyon yontemi ile yapilan petri denemelerinde 6ncelikle
kontrol bakteri lizerinde denendiginde 20 pl dozda zon olusturarak en etkili ugucu
yag olarak bulunmustur. Uygulanan miktarlardan 15 pul’ de 16 mm, 20 pl’ de 19
mm ve 25 ul” de 23 mm inhibisyon zon ¢ap1 elde edilmistir. Yapilan calismaya
gore ugucu yagin uygulama miktar1 arttikga antibakteriyel etkinin de arttigi
saptanmugtir. Ilerde uygulanan miktarlar arttirilarak Cmm {izerine etki eden en
yiiksek yag miktarini belirlemek i¢in ¢alismalara devam edilmelidir.

e Domates bitkisinde biiylime kabinlerinde yapilan denemeler sonucunda bitkiye
once bakteri solusyonu piiskiirtiiliip ardindan ugucu yag piiskiirtiilerek yapilan
denemede 25 ul’ lik etkili miktar 1/5 oraninda %10’ luk DMSO ile hazirlanan
okaliptus yag1 miktar1 Cmm hastaligin1 engelleyememistir. Bu nedenle ugucu
yagin bitkiye uygulanma yontemi ve uygulanan yag miktari lizerinde daha fazla

caligma yapilmasi Onerilmektedir. Ugucu yaglarin tohum ve toprak tizerine farkl
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sekillerde uygulanmasi iizerine daha gelismis bir calisma yapilmasi domates
bitkisinde hastalik gelisimi lizerine etkili olabilecegi diistiniilmektedir.

e Domates bitkisine Once ucucu yag uygulanip ardindan bakteri uygulanan
calismada ise bitkide hastalik olusumu engellenmistir. Bu sonuglara gére sonraki
caligmalarda uygulama yapilan bitkilerden reizolasyon yapilarak bitkide hastalik

olup olmadigina bakilabilir.

Bu calismada elde edilen sonuglara gore okaliptus ugucu yaginin belirlenen antibakteriyel
etkinliginden ve in vivo kosullarda bitkiye uygulanmasinda basarili olmasindan dolay1
organik tarimda yada kimyasal kullanimini azaltmayr hedefleyen diger yetistirme

tekniklerinde Cmm’ e kars1 etkilli bir miicadele yontemi olabilecegi saptanmustir.
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