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OZET

BiTKi UCUCU YAG VE BILESENLERININ FASULYEDE SORUN OLAN FUNGAL
VE BAKTERIYEL HASTALIK ETMENLERINE KARSI ANTIMIKROBIYAL
ETKINLIKLERININ in vitro KOSULLARDA ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada, Hatay ilinde dogal olarak yetisen tibbi bitkilerden Suriye kekigi (Origanum
syriacum), rezene (Foeniculum vulgare) ve defne (Laurus nobilis) bitkilerinden elde edilen
ucucu yag ve bu yaglarin ana bilesenlerinin (carvacrol, trans-anethole ve 1,8-cineole) fasulye
bakteriyel hastalik etmenleri Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp) ve Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) ile toprak kokenli fungal hastalik etmelerinden
Sclerotum rolfsii, Rhizoctonia solani ve Macrophomina phaseolina’ya karst antimikrobiyal
etkinlikleri in vitro kosullarda arastirilmistir.

Bitkilerden elde edilen ucucu yaglarin degme ve buhar fazlari fungal etmenlerin misel
gelisimlerini konsantrasyonlara bagli olarak degisik oranlarda engellemistir. O. syriacum ve F.
vulgare ucucu yaglari 160 ile 320 pg/ml degme konsantrasyonlarda fungal etmenlerin miselyal
gelisimini tamamen engellerken, L. nobilis ugucu yagi nispeten yiiksek konsantrasyonlarda
(1440-2880 pg/ml) antifungal etkinlik gostermistir. Ugucu yaglarin buhar etkinligine
bakildiginda 20 ile 200 pg/ml hava konsantrasyonlarda funguslari misel gelisiminin tamamen
engellendigi belirlenmistir. Ugucu yaglarin buhar etkinligi degme etkinligine gore daha yiiksek
diizeyde gerceklesmistir. O. syriacum ve F. vulgare ugucu yaglarinin ana bilesenlerinden
carvacrol ve trans-anethole fungal etmenleri 130 ile 440 pg/ml konsantrasyonda tamamen
engellerken, L. nobilis ugucu yaginin ana bileseni olan 1,8-cineole fungal etmenler i¢inde
sadece M. phaseolina karsi kullanilan en yiiksek konsantrasyonda (3000 pg/ml) antifungal
etkinlik gosterebilmistir.

Ucgucu yaglar ve ana bilesenlerinin antibakteriyel etkinlikleri iki farkli metot (agar disk
difiisyon ve mikro seyreltme yontemleri) kullanilarak arastirilmistir. Bakteriler arasinda ugucu
yaglara kars1 gram-pozitif Cff’in gram-negatif Psp’e gore daha duyarli oldugu belirlenmisgtir. O.
syriacum ugucu yag1 Cff ve Psp bakteriyel etmene karst en etkili yag olurken (37.0-10.1 mm
capinda engelleme bolgesi olusturarak), bu yagi sirast ile F. vulgare (6.2-12.1 mm) ve L. nobilis
(6.0-10.0 mm) ugucu yaglar1 takip etmistir. Cff ve Psp i¢in belirlenen en diisiik patojen
gelisimini engelleyen konsantrasyonlar (MIC) O. syriacum igin sirast ile 0.5 ve 2.5, F. vulgare
i¢in 175.0 ve 300.0, L. nobilis i¢in 60.0 ve 400.0 mg/ml olarak belirlenmistir.

Cff’in mikrobiyel gelisimi carvacrol ve 1,8-cineole bilesenlerince ucucu yaglarinda
bulunduklari oranlarda (0.5 ve 35 mg/ml) engellenirken, trans-antehole bileseni kullanilan tiim
oranlarda (150-450 mg/ml) antibakteriyel etkinlik gosterememistir. Psp’nin mikrobiyel geligimi
carvacrol tarafindan ucucu yaglarda bulunduklari oranlarda (2 mg/ml) engellenirken, 1,8-
cineole ve trans-anethole bilesenlerin ugucu yaglarinda bulunduklart oranlarinin yani sira daha
yiiksek konsantrasyonlarda bile (220-660 ile 255-765 mg/ml) antibakteriyel etkinlik
gosterememistir.

Bitki ucucu yag ve ana bilesenlerin gostermis oldugu antimikrobiyal etkinlikler, bu tiir
dogal bilesiklerin ekonomik 6neme sahip bitkilerin fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine
karsi kimyasal miicadeleye alternatif yeni miicadele yontemleri olarak kullanilabilme
potansiyellerine sahip oldugunu géstermistir.

2009, 61 sayfa
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Foeniculum, Laurus
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF IN VITRO ANTIMICROBIAL EFFICACY OF PLANT
ESSENTIAL OILS AND THEIR MAIN CONSTITUENTS AGAINST FUNGAL AND
BACTERIAL DISEASE AGENTS OF BEAN

In this study, in vitro antimicrobial efficacy of essential oils (EO’s) obtained from
Syrian oregano (Origanum syriacum), fennel (Foeniculum vulgare) and laurel (Laurus nobilis)
plants, naturally growing in the different regions of Hatay province, and bay their major
constituents (carvacrol, trans-anethole and 1,8-cineole) were investigated against bean bacterial
[Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp) and Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens (Cff)] and soil-borne fungal [Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani and
Macrophomina phaseolina] disease agents.

Volatile and contact phase of EO’s at different concentrations inhibited the mycelial
growth in a dose-dependent manner. Results obtained showed that contact phases of O.
syriacum and F. vulgare EO’s at 160 to 320 pg/ml concentrations completely inhibited mycelial
growth of fungal pathogens. Contact phases of L. nobilis EO, however, completely inhibited
mycelial growth at relatively high concentrations (1440-2880 pg/ml). Volatile phases of O.
syriacum, F. vulgare and L. nobilis EO’s completely inhibited mycelial growth at relatively
lower concentrations (20 ile 200 pg/ml). Volatile phase effects of EO’s were consistently found
to be more successful on inhibition of mycelial growth in comparison to contact phases. Major
components of O. syriacum, and F. vulgare EO’s, carvacrol and trans-anethole respectively,
completely inhibited mycelial growth at 130 to 440 ug/ml concentrations. Major component of
L. nobilis EO, 1,8-cineole, was, however, able to show antifungal activity against only M.
phaseolina at the highest concentration (3000 pg/ml).

Antibacterial activities of the EO’s and their major constituents were investigated by using
two conventional methods (agar disk diffusion and micro broth dilution methods). Gram-
positive Cff and gram-negative Psp were the most and the least sensitive bacterial agents against
tested essential oils. The EO from O. syriacum was the most effective against the both bacterial
species (Cff and Psp) tested (giving mean inhibition zones of 10.1-37.0 mm diameter). This
essential oil was followed by F. vulgare (6.2-12.1 mm) and laurel (6.0-10.0 mm) essential oils.

Minimum inhibitory concentrations (MIC’s) of EO and major constituents such as
cavracrol, trans-anethole and 1,8-cineole, were determined using micro broth dilution tests.
MIC values in the range of 0.5 to 2.5 mg/ml by Origanum, 175 to 300 mg/ml by F. vulgare, 60
to 400 mg/ml by L. nobilis EO’s were determined against Cff and Psp respectively.

Carvacrol and 1,8-cineole was completely inhibited bacterial growth of Cff at the
concentrations found in their respective EO (0.5 and 35 mg/ml respectively). Major component
of F. vulgare, trans-anethole, did not inhibited bacterial growth at the all concentrations used
(150-450 mg/ml). While carvacrol completely inhibited bacterial growth of Psp at the
concentrations found in EO (2 mg/ml), 1,8-cineole and trans-antehole failed to show
antibacterial activities against Psp at the all concentrations used (220-660 to 255-765 mg/ml)

Antimicrobial activities shown by EO’s and their major constituents against fungal and
bacterial disease agents revealed their potential to be used as a new alternative control measures
against fungal and bacterial diseases of economically important plant.

2009, 61 pages

Key words: Fasulye, antibacterial, antifungal, plant essential oil, Origanum, Foeniculum,
Laurus
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Koloni olusturan birim
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Mikrobiyal Tanilama Sistemi
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Optik densite
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Pseudomonas syringae pv. phaseolicola
Trypticase soy broth agar kat1 besi yeri

Ultra viole dalga boyu

Yeast Dekstroz Chalk Agar besi yeri
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde dnemli bir yeri olan fasulye (Phaseolus vulgaris L.), taze,
konserve ve kuru olarak degerlendirilebilen besleyici degeri yiiksek bir sebze tiiriidiir.
Tiirkiye’de 2004 yilinda toplam 258.000 ha alanda fasulye tarimi yapilmis olup,
545.000 ton taze, 260.000 ton kuru fasulye iiretilmistir (Anonimous, 2005). Hatay ilinde
29710 da alanda fasulye ekim alani bulunmakta ve toplam 44.899 tonluk baklagil
tiretiminin  29.631 tonunu fasulye {iretimi olusturmaktadir (Anonimous, 2007).
Bolgemizde fasulye yetistiriciligi daha ¢ok taze tiikketime yonelik olarak yapilmaktadir.

Ulkemizde ve tiim diinyada bu énemli bitkinin verim ve kalitesi bircok biyotik
(fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenleri) ve abiyotik etkenler tarafindan olumsuz
yonde etkilenmektedir (Nywall, 1989). Fungal toprak kokenli hastalik etmenlerinden
Rhizoctonia solani Kiihn. [Rhizoctonia (Ag) Kok Ciriikligii], Fusarium solani (Mart.)
Sacc. f.sp. phaseoli (Burkholder) W.C. Snyder&H.N. Hans. [Fusarium Kok Ciiriikligii],
Fusarium oxysporum Schlechtend.:Fr. f. sp. phaseoli J.B. Kendrick and W.C. Snyder.
[Fusarium Solgunlugu (sarilig1)], Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich [K&miir
Curtikligi], Pythium ultimum Trow [Ani Solgunluk (Cokerten)], Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary [Beyaz Ciiriikliik], Sclerotium rolfsii Sacc. [Giiney
Yanikligi], ve Alternaria spp, fasulyede solgunluk, kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii gibi
hastaliklara sebep olan, bitkinin fide doneminde oldugu kadar ileri donemlerinde de
ortaya ¢ikan ve erken enfeksiyonlarda bitki 6liimlerine neden olmaktadir(Willetts ve
Wong, 1980; Sippell ve Hall, 1982; Dixon, 1984; Hall, 1991). Bu patojenlerden S.
rolfsii, R. solani ve M. phaseolina funguslari olusturduklari dayanikli yapilar olan
sklerotlarla toprakta uzun yillar konukgulart olmaksizin canli kalabilmektedirler
(Nelson, 1981; Carling ve Sumner,1992; Punja ve Rahe,1992; Mihail, 1992).

Fungal hastaliklarin yani sira bakteriyel hastalik etmenleri de fasulyede onemli
sorunlara neden olmaktadir. Onemli bakteriyel hastalik etmenleri arasinda hale yamklik
etmeni, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp), adi yaprak yaniklik etmeni
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli (Xap), kahverengi leke etmeni, P. syringae pv.
syringae (Pss), Curtobacterium flaccumfaciens subsp. flaccumfaciens (Cff) en fazla
bildirilenlerdir (Saettler, 1991, Serfontein, 1994; Hirano ve ark. 1995; Taylor ve ark.,
1996; Allen ve ark., 1998; Ferrira ve ark.,, 2003). Hastalik etmenlerinin varlig



iilkemizde yapilan ¢alismalarla da ortaya konmustur. Benlioglu ve ark. (1994) ile Demir
ve Gilindogdu, (1994) Tiirkiye’nin bircok bolgesinden toplamis oldugu 6rneklerin Psp,
Pss ve Xap izolatlart ile bulasik oldugunu belirlemislerdir. Fasulyede sorun olan bu
bakteriyel etmenler kist tohum {izerinde ve topraktaki bitki artiklar1 tizerinde
gecirmektedir (Gilbertson ve ark., 1990). Bu tohumlar ve bunlardan yetistirilen fideler
primer inokulum kaynagi olarak hastaligin yayilmasinda rol oynamaktadirlar.
Bakteriyel hastaliklara karst miicadelede ilk siray1 bakirli fungusitler ile antibiyotik
icerikli pestisitlerin kullanim1 almaktadir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda bitki
patojeni bakterilerde bakirli bilesiklere kars1 dayaniklilik saglayan plazmitlerin varligi
bildirilmis olup, kullanilan bakirli ilaglara karst dayanikliligin  ortaya ¢iktigi
belirlenmistir (Urech ve ark., 1997; Garrett ve Schwart, 1998; Voloudakis ve ark.,
2005). Patojenlerin dayanikli patojen populasyonlar: tohumda ve bitki artiklarinda kist
gecirip yeni fasulye bitkilerini enfekte etmesiyle bir sezondan digerine
aktarilabilmektedir. Bu durum bakterisit uygulamalar1 ve sertifikali tohum kullanimi,
cesit seleksiyonu ve {irlin rotasyonu gibi entegre miicadele yaklagimlarini tehlikeye
sokmaktadir (Legard ve Schwartz, 1987). Ayrica pek cok iilkede tohum yiizey
kontaminasyonun azaltilmasi i¢in yapilan antibiyotik uygulamalarinin {ilkemizde yasak
olmasi miicadele agisindan 6nemli sorun olusturmaktadir.

Ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olan toprak kokenli fungal hastaliklarin
miicadelesinde genelde toprak fumigantlar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Ortii altinda
karsilagilan toprak kokenli patojenlerin miicadelesinde, yillarca Metil Bromid (MB)
uygulamalar1 yapilmistir. Giliniimiizde MB’in ¢evre ve insan sagligi acgisindan
dogurdugu olumsuz etkiler nedeniyle iilkemizde ve diinyada kullanimdan kaldirilmasi
bu konuda arastiricilari ve ireticiyi mevcut kimyasal alternatifleri daha yogun
kullanmaya yOneltmistir. Bu patojenlerin miicadelesinde iilkemizde ve diinyada yaygin
olarak kullanilan alternatif toprak fumigantlari Dazomet ve Metam-Sodium’dur
(Duniway, 2002; Yiicel ve ark., 2007) . Bu fumigantlar nemli topraga uygulandiklarinda
onemli bir aktif bilesik olan ve degisik toprak kokenli fungus, nematodlarin
miicadelesinde etkili bir sekilde kullanilan Methyl Isothiocyanate’a (MITC) parcalanir
(Saeed ve ark., 1994; Fritch ve ark., 1998). Ancak toprak fumigantlarinin kullanildigi
alanlarda ortaya ¢ikan fitotoksite problemlerinin yanisira son zamanlarda sik

kullanimlarindan dolayr MITC’nin hizli pargalandigi ve bunun da patojenlere olan



etkinliklerinde azalisa neden oldugu belirlenmistir (McGovern ve ark. 1998; di Primo
ve ark. 2003; Martin, 2003). Son yillarda tarim alanlarinda yapilan yogun pestisit
uygulamalarinin ¢evreyi ve dogal dengeyi tehdit etmesi, tiikketicinin bilinglenmesi ve
organik tarimin Onem kazanmasi gelismis tilkelerde pestisit uygulamalarina sinir
getirilmesine neden olurken, bu durum hastalikla miicadelede acil alternatif yontemlerin
arastirma ihtiyact duyulmasina sebep olmustur.

Bitki hastaliklartyla miicadelede alternatif metotlardan biri olarak bitkilerden elde
edilen ugucu yaglarin kullanimi, glinlimiizde arastirmacilarin ilgisini ¢cekmeye baglamis
olup, hastaliklarin miicadelesinde kullanilabilirligi arastirilmaktadir.  Bitkilerin
icerdikleri ucucu yaglarin birbirleriyle sinerjistik etkilesim i¢inde olan ¢ok sayida
bilesikten olustugu bildirilmektedir (Ceylan, 1987). Bu bilesiklerin en Onemlileri
hidrokarbon, alkol, aldehit, ester, fenol ve eter yapili bilesiklerdir. Ugucu yaglarin
cogunda bazi bilesikler digerlerinden daha fazla olup ana bilesen durumundadir.
Ornegin Mentha piperita (nane) ucucu yagmda menthol (%50’den fazla), Thymus
revolutus (kekik) ucucu yaginda timol, cavracrol (%50 civarinda), Eucalyptus spp.
(0kaliptus) ugucu yaginda cineol (%70 civarinda), Origanum syriacum var bevani
(Suriye kekigi) ugucu yaginda cavracrol (%80 civarinda), Thymbra spicata subsp.
spicata (karabas kekik) ugucu yaginda cavracrol (%38 civarinda), Lavandula stoechas
subsp. stoechas (karabas kekik) ugucu yaginda 1,8-cineole (%36 civarinda),
Rosmarinus officinalis (biberiye) ugucu yaginda borneol (%20 civarinda), Foeniculum
vulgare (rezene) ugucu yaginda trans-Anethole (%80’den fazla), Laurus nobilis (defne)
ucucu yaginda 1,8-cineole (%36 civarinda) ana bilesen olarak bulunmaktadir (Ravid ve
Putievsky, 1985; Capone ve ark., 1988; Karaman ve ark., 2001; Soylu ve ark., 2006).
Antimikrobiyal 6zellige sahip bitki ugucu yaglarin bilesenlerinde bulunan fenoller,
aldehitler ve alkollerin mikroorganizmalara kars1 hidrokarbonlar, eteroksit ve ketonlara
gore daha fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Agarwal ve ark., 1979;
Benjilali ve ark., 1984).

Yapilan bu ¢aligma ile Hatay ili florasinda yetisen origanum (O. syriacum L. var
bevanni), rezene (F. vulgare Mill.) ve defne (L. nobilis L.) bitkilerden elde edilen ugucu
yaglar ve bu yaglarin igerisinde en yiiksek oranlarda bulunan ana bilesenlerinden
carvacrol, trans-anethole ve 1,8-cineole’iin fasulye patojeni fungal hastalik etmenlerinden

R. solani, M. phaseolina ve S. rolfsii ile bakteriyel hastalik etmenlerinden P. syringae



pv. phaseolicola ve C. flaccumfaciens subsp. flaccumfaciens’e karsi antimikrobiyal
etkinligi kimyasal miicadeleye alternatif bir yontem olarak in vitro kosullarinda
arastirilmistir. Bu kapsamda bitki ugucu yaglarinin antibakteriyel etkinligi agar disk
diflizyon ve mikro seyreltme yontemleri ile antifungal etkinligi ise gerek buhar gerekse
degme fazlar1 ayr1 ayri belirlenmistir. Bitki ucucu yaglar1 uygulamaya aktarildiginda
damla sulama ile bitkilerin koklerine verilerek toprak kokenli fungal ve bakteriyel
hastalik etmenlerine kars1 miicadelede kullanilabilecegi gibi, seralarda bitkiler {izerine
puskiirtiilerek bitki patojenleri ile miicadelesi gdz 6nilinde bulundurularak buhar etki ve
degme etki fazlar1 ayr1 ayr1 degerlendirmeye alinmistir. Soylu ve ark., (2006) tarafindan
yapilmis olan bir ¢alisma ile belirlenen ucucu yaglarin icerisinde en yiiksek oranlarda
bulunan 3 ana bilesenden carvacrol, trans-anethole ve 1,8-cineole’iin test edilen fitopatojen
bakteriyel ve fungal etmenlere karsi antimikrobiyal etkinligi ilk kez bu g¢alisma ile
arastirilmistir.

Klasik petride sayma yontemi 48 saatlik bekleme gerektirdigi i¢in bu ¢alismada
Resazurin mikrotitrasyon assay testi kullanilarak caligmaya kolaylik kazandirilmistir.
Bir gesit oxazine (quinonimine boya) olan resazurin, steril su veya buffer icerisinde
hazirlandiginda oxidasyona ugramis hali mavi-mor renktedir (Palomino ve ark. 2002).
Mavi-mor renkteki resazurin bilesigi mikrobiyal gelisimin varliginda yapisindaki
oksijenin mikrobiyal etmenlerce yok edilmesi ve/veya tiliketilmesi ile pembe renge
doniismektedir. Bu tiiketim ve/veya yok edilmenin canli mikrobiyal etmenin
mitokondriyal enzimlerinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir (De Fries ve Mistuhashi,

1995; O’Brien ve ark., 2000; Guerin ve ark., 2001).



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Diinyada ve Ulkemizde Yetistiriciligi Yapilan Fasulye Bitkilerinde Sorun Olan
Fungal ve Bakteriyel Hastahk Etmenleri ile Yapilan Calismalar

Komiir ¢lirtikliigii hastaligina neden olan M. phaseolina, kurak ve yar1 kurak iklim
kusaginda bulunan diinyanin bircok iilkesinde yetistirilen fasulyelerde 6énemli ekonomik
kayiplara neden olan toprak kokenli fungal hastalik etmenidir. Hastalik etmeninin hasat
artiklarinda olusturdugu binlerce mikrosklerot primer inokulum kaynagi olarak gorev
yapar ve fungusun toprakta uzun siire canli kalmasina neden olur (Dhingra ve Sinclair,
1978; Cottingham, 1981).

Smith ve ark. (1988), fasulye tarimimin yapildig: tilkelerde bakteriyel hastalik
etmenlerinin sorun oldugunu, hastalik etmenlerinin yaygmhigi ve siddeti iizerine
uygulanan yetistiricilik kosullar1 yan1 sira, bitki ¢esitlerinin genetik yapisi ve bdlgenin
iklim kosullarinin énemli diizeyde etkide bulundugu bildirmislerdir. Bakteriyel etmenler
arasinda hale yaniklig1 etmeni P. syringae pv. phaseolicola nin serin, nemli ve yagish
bolgelerde yetistirilen fasulyelerde sorun olurken (Taylor ve ark., 1996; Allen ve ark.,
1998), adi yaprak yaniklik etmeni X. axonopodis pv. phaseoli ve kahverengi leke
hastaligi etmeni P. syringae pv. syringae’nin o6zellikle uzun siireli sicak ve nemli
havalarin hakim oldugu iiretim alanlarinda sorun oldugu bildirilmistir (Schwartz, 1980;
Saettler, 1991; Serfontein, 1994; Fourie, 2002).

Temizel ve Ertung (1992), Ulkemizde Van ilinin énemli fasulye ekim alanlarinda
yapmis olduklar1 sorveylerde, dnemli sorun olarak karsilagtiklar1 hastalik etmenlerinin
A. alternata, F. solani, M. phaseolina, Drechslera sorokiniana [Cochliobolus sativus],
R. solani, Stemphylium sp. ve Botrytis cinerea oldugunu bildirmislerdir.

Benlioglu ve ark. (1994), Tiirkiye’nin birgok bolgesinden toplamis oldugu
orneklerin P.syringae pv. phaseolicola, X. axonopodis pv. phaseoli ve Pss etmenleri ile
bulasik oldugunu belirlemis ve bu etmenlere karsi dayanikli fasulye genotiplerini
arastirmiglardir.

Kahveci ve Maden (1994), P. syringae pv. phaseolicola ve X. axonopodis pv.
phaseoli etmenlerince neden olunan bakteriyel hale yanikligi ve leke hastaliginin

tilkemizde farkli bolgelerde ciddi kayiplara neden oldugunu bildirmislerdir.



Yiicel ve Giincii (1994), Akdeniz Bolgesinde (G.Antep, K.Maras, Adana, Igel ve
Antalya) aralarinda fasulye bitkisinin de bulundugu nohut ve mercimek gibi
Leguminaceae familyasina dahil bitkilerde; F. solani, F. oxysporum, F. acuminatum
[Gibberella acuminata], M. phaseolina, R. solani ve P. ultimum gibi kdk bogazi
curiikliigii ve solgunluga neden olan fungal hastaliklarin sik¢a karsilagildigini
bildirmiglerdir. Bu hastaliklarin yani sira, fasulye bitkilerinde pas (U. phaseoli [U.
appendiculatus]) ve antraknoz (C. lindemuthianum) hastaliklarina neden olan
funguslarin da bu bdlgede varligini belirlemiglerdir.

Valarini ve Spadotta (1995), Ispanya’da fasulye yetistiriciligi yapilan bazi
bolgelerde yapmis olduklart sorveylerde F. solani f.sp. phaseoli, S. sclerotiorum, S.
rolfsii ve X. campestris pv. phaseoli gibi fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerini
belirlemigler ve bunlardan X. campestris pv. phaseoli ve F. solani f.sp. phaseoli’nin
bolgede yetistirilen fasulyelerde diger etmenlere oranla daha ©nemli oldugunu
bildirmistir.

Rusuku ve ark. (1997), Rwanda’da fasulye bitkilerinde sorun olan hastalik
etmenlerini belirledikleri calismalarinda, hastalik belirtisi gdsteren bitkilerin %97’ sinde
toprak kokenli hastalik etmenlerinin varligini ortaya koymuslardir. Sérvey yapilan 4
farkl bitki vejetasyon doneminde en siklikla karsilasilan toprak kokenli fungal hastalik
etmenlerinin Pythium spp., M. phaseolina, R. solani ve F. oxysporum f. sp. phaseoli
oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilarin sonuglarina gére Pythium spp. sérvey yapilan
tiim bolgelerde en ¢ok rastlanan ve S. rolfsii sadece bir bolgede belirlenmis olan fungal
etmen olmustur.

Allen ve ark. (1998), Hale yaniklig1 etmeni P.syringae pv. phaseolicola ile %0.4
oraninda bulasik bir primer enfeksiyondan %34 kapsiil enfeksiyonu ve %12.5 iiriin
zarari, % 2.6 oraninda bir primer enfeksiyon kaynagi bulundugunda ise %62.5 kapsiil
enfeksiyonu ve %43 {iriin zarar1 olustugunu rapor etmislerdir. Benzer sekilde adi yaprak
yaniklik etmeni X. axonopodis pv. phaseoli’nin epidemi yaptig1 iiretim alanlarinda %
22-45 oranlarinda {iriin kaybma neden oldugu (Yoshii, 1980); bakteriyel kahverengi
leke hastaligi etmeni P. syringae pv. syringae’nin ise ¢ok yaygin olmamakla birlikte
bazi iilkelerde asir1 yagis ve dolu zararlar1 miiteakiben epidemi yaparak %100 hastalik
yayginligina ulastig1 ve bunun sonucunda %55’e varan bir {irlin kaybina neden oldugu

bildirilmistir (Serfontein, 1994).



Agsakalli ve Olgun (2001), yagis, sicaklik, nem gibi baz1 iklim faktorlerinin
fasulye yetistiriciliginde sorun olan ©onemli fungal, bakteriyel ve viral hastalik
etmenlerinden antraknoz (C. lindemuthianum), adi yaprak yanikligi (X. campestris pv.
phaseoli), hale yanikligi (P. syringae pv. phaseolicola [P. savastanoi pv. phaseolicola],
bakteriyel kahverengi leke (P. syringae pv. syringae), bean common mosaic virus ve
bean yellow mosaic virusiiniin fasulye gelisimi ve verimi lizerine olan etkilerini
arastirdiklar1 8 yillik ¢alisma sonucunda, iklim faktorlerinin hastalik ¢ikisi ve iiriin
kaybu lizerine etkisinin oldugunu bildirmislerdir.

Yigit (2002), Konya ilinde fasiilye bitkilerinden yaptig1 izolasyonlarda, fide
déneminde R.solani’yi ¢i¢ek-bakla doneminde ise Fusarium tiirlerini yaygin tiirler
olarak bulmustur. Bolgede sorun olarak belirlenen F. solani f. sp. phaseoli, M.
phaseolina ve R. solani’ye karsi topraklardan elde ettikleri antagonist bakterilerin
hastalikla miicadele olanaklar1 iizerine yapmis oldugu calismada, antagonist bakteri
izolatlarinin, bu tip toprak kokenli hastalik etmenleri ile miicadele ilagli miicadeleye
alternatif olabilecegini bildirmistir.

Andrés-Ares ve ark. (2006), ispanyada yapmus olduklar1 sérvey calismalarinda
topladiklar1 419 hastalikli fasulye bitkisinden kok ¢iirtikliigli etmenleri olarak F. solani
f. sp. phaseoli, R. solani, P. ultimum, Pythium spp, F. avenaceum, F. culmorum, B.
cinerea, S. sclerotiorum ve S. rolfsii’yi izole etmislerdir. Bu etmenler arasinda en sik
izole edilen etmenin F. solani oldugu (%64), bunu sirasi ile R. solani ve Pythium
spp.’nin izledigini bildirmislerdir. Yapilan patojenisite testlemeleri, bu etmenler
arasinda en saldirgan patojenin F. solani oldugunu, F. culmorum ve F. avenaceum’un
ise patojenik olmadigini gostermistir.

Vural ve ark. (2007), Hatay ilinin 6nemli fasulye ekim alanlarinda yetisen fasulye
kok ve yapraklarinda sorun fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerinin belirlenmesine
yonelik yapmis olduklar1 hastalik sérveylerinde, tiim alanlarda en sik karsilasilan fide
kok ciiriikliigi ve solgunluguna neden olan toprak kokenli hastalik etmenlerinin F.
solani, F. oxysporum, M. phaseolina, R. solani, Alternaria spp, S. sclerotiorum, S.
rolfsii ve P. ultimum oldugu belirlenmistir. Uromyces appendiculatus var.
appendiculatus ve Alternaria spp. fasulye bitkisinin ¢igeklenme ve meyve doneminde
en fazla karsilasilan yaprak kokenli fungal hastalik etmenleri olarak tespit edilmistir.

Kiilleme (Sphaerotheca phaseoli) ve koseli yaprak leke hastaligi (Phaeoisariopsis



griseola) ise aym1 donemde en az siklikla karsilasilan fungal hastaliklar olmustur.
Fasulye bitkisisinin iki énemli bakteriyel hastalik etmeni Xap (adi yaprak yanmikligi
etmeni) ve Pseudomononas syringae pv. phaseolicola (hale yanikligi etmeni) bolgede

diisiik diizeyde 6nemli oldugu belirlenmistir.

2.2. Bitki Ucucu Yaglar1 ve Ana Bilesenlerinin Antifungal Etkinlikleri ile Tlgili

Calismalar

Maiti ve ark. (1984), Mentha piperita, M. citrata ve Cymbopogon pendulus ugucu
yaglarinin antifungal ve antibakteriyal etkinliklerini arastirmiglardir. M. piperita yaginin
10" ve 107 seyreltmelerinde Rhynchosporium oryzae, M. phaseolina, Drechslera
oryzae, D. sorokiniana, Xanthamonas campestris ve 107 seyreltmesinde sadece R.
oryzae’ ye karsi 6nemli oranda etkili oldugunu, M. citrata yagmin 10" seyreltmesinde
R. oryzae, D. oryzae ve X. campestris’e kars1, C. pendulus yagmim 10 seyreltmesinde
sadece D. sorokiniana ve M. phaseolina’ya karst etkinliginin bulundugunu
bildirmislerdir.

Cakir ve Yegen (1988), Antalya g¢evresinde yetisen bazi bitkilerin (T. spicata,
Satureja thmbra, Inula viscosa, L. nobilis, Salvia fruticosa, Mentha spicata M. piperita,
Nerium oleander ve Euphorbia characias) toprak kokenli fungal etmenler (F.
moniliforme, R. solani, S. sclerotiorum ve Phytophthora capsici) izerindeki
antimikrobiyal etkinliklerini arastirmislardir. Bu calisma sonucunda kekik tiirlerinin
funguslarin misel gelisimi iizerine en fazla fungitoksik etkiye sahip oldugu ortaya
cikmustir.

Daouk ve ark. (1995), yaptiklar1 ¢alismada O. syriacum L.’nin GC kullanilarak
ucucu yagmin igerigi carvacrol ve thymol olarak tanimlamiglar ve Origanum yaginin,
Penicillium spp., Aspergillus niger ve Fusarium oxysporum’a kars1 giiglii engelleyici
etki gosterdigini bildirmislerdir. Test edilen funguslarda yagin en diisiik engelleyen
konsantrasyonu (MIC), yeast extract sucrose broth’ta 0,1 mu 1/ml oldugunu
bulmuslardir.

Miiller-Riebau ve ark. (1995), Tiirkiye’ nin giineyinde yetisen yabani bitkilerden T.
spicata, S. thymbra, S. fruticosa, L. nobilis, I. viscosa, Mentha pulegium, Pimpinella

anisum, E. camaldulensis ve O. minitiflorum’un ugucu yaglarinin kimyasal igeriklerini



GC-MS yardimiyla tanimlayarak iglerinde 1,8-cineole, pulegone ve anethole, y-
terpinene, p-cymene, tyhmol ve cavracrol oldugunu bildirmislerdir. Biyolojik
denemelerde  ucucu  yaglarin  igerisindeki  fenolik  fraksiyonlarin  farklh
konsantrasyonlarinin bitki hastaliklarina neden olan toprak kokenli funguslardan
Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani, S. sclerotiorum ve Phytophthora capsici’ye
kars1 fungitoksik oldugunu belirlemislerdir..

Yonucu (1997), toprak kokenli patojenlerden F. oxysporum f.sp. lycopersici,
Pythium sp., R. solani, S. sclerotiorum ve S. rofsii iizerine Allium sativa, E. globolus,
Euphorbia ligidae, L. nobilis, Mentha piperita, N. oleander, T. spicata gibi bitkilerin
ekstrakt, ucucu yag ve kompost ekstraktlarinin etkilerini arastirmistir. Arastirma
sonucunda, en etkili bitkinin kekik oldugu ve sadece soguk sterilizasyon yapilan
yabanci ot kompostunun Sclerotinia sclerotiorum’ un gelisimini engelledigi belirtmistir.

Mari ve Guizzardi (1998), Monilia laxa ve Rhizopus stolonifer gibi hasat sonrasi
patojenlerine karst Thymus, Origanum, Anethum, Eucalyptus, Foeniculum ve Citrus
cinslerinden elde edilen ugucu yaglar ve ana bilesenlerinin etkinligi konusunda
yaptiklar1 ¢alismada, Thymus ve Origanum yaginda bulunan carvacrol ve anason
yagindaki p-anisealdehyde’ in belirgin bir fungisidal aktivite gosterdigini
belirlemislerdir.

Suresh ve ark.(1998). yaptiklar1 ¢aligmada 15 bitkinin yaprak ve tohumlarindan
elde ettikleri ekstraklar1 M. phaseolina (Tassi) Goid” nin miselyal gelisimine etkilerini
aragtirmiglardir. Bu  bitkiler arasinda Trachyspermum ammi L. (Sprauge)’nin
tohumlarindan elde edilen ugucu yag, test edilen fungusa toksik etki gOstermistir.
Minumum engelleme konsantrasyonu 200ppm olarak belirlenmis ve yag bu
konsantrasyonda fungistatik olmustur. Fasulye tohumlarma 100, 200 ve 300 ppm
konsantrasyonlarinda uygulanan yagm, tohum ¢imlenmesini engellemedigi
belirlenmistir. Bu yagin sicaklia dayanikli oldugu ve Benlate, Ceresan, bakir
oksichlorid, Dithan m-45 ve Thovit gibi sistemik fungusitlerden daha etkili oldugu
anlagilmistir. Fitotoksik bir faktdr olarak izole edilen timol’iin fungusa 300 ppm’lik
konsantrasyonda toksik oldugu belirlenmistir.

Sokovic ve ark. (2002), Yunanistan’da yabani olarak yetisen Salvia pomifera
subsp. calycina, S. fruticosa, S. thymbra ve Origanum onites gibi bitkilerin ugucu

yaglar1 ve bilesenlerinden olan carvacrol, camphor ve 1,8- cineole’un antifungal etkileri
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arasinda bitki, hayvan ve insan patojeni olan 13 fungus tiiriine karsi denemislerdir.
Yaglarin incelenen biitiin funguslara degisik seviyelerde engellemeler gosterdigini
belirlemiglerdir. En az etkinligi olanin adagay1 yagi, en yiiksek ve en genis etkinligi
olanlarin ise carvacrol iceren O.onites ve T.spicata ugucu yaglart oldugunu
bulmuslardir. Denenen bilesenler arasinda en yiiksek antifungal etkiyi carvacrol ve en
diisiik etkiyi 1,8-cineol gostermistir.

Duru ve ark. (2002), Pistacia vera, P. terebinthus, P. lentiscus, tiirlerinden elde
edilen eterik yaglari GC ve GC-MS ile analiz ederek a-pinene, b-pinene, limonene,
terpinen-4-ol ve a-terpineol etkili maddelerinin en yiiksek oranda bulundugu
belirlemislerdir. Elde edilen eterik yaglar1 Pythium ultimum, R. solani ve Fusarium
sambucinum’a kars1 uygulamiglar ve P.lentiscus’ tan elde edilen eterik yagin digerlerine
gore daha aktif oldugunu bildirmislerdir.

Kumar ve ark. (2002), yapmis olduklari ¢alismada 11 familyaya bagl 18 bitkiden
elde edilen ugucu yaglar ¢esitli funguslara kars1 denemislerdir. Mentha arvensis ugucu
yaginin M. phaseolina ve S.rolfsii’ nin i¢inde bulundugu 8 fungus tiiriine fungitoksik
etki gosterdigini ve sentetik fungisitlerden daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Bu
yagin antiaflatoksigenik ve antioksidant 6zelligini de 6zellikle depolanan iiriinlerde raf
Omriinii uzatmada etkili olabilecegini ifade etmislerdir.

Daferera ve ark. (2003), kekik tiirleri (Thymus capitatus, Origanum vulgare, O.
dictamnus, O. majorana), lavanta, biberiye, adagay1 ve yarpuz ugucu yaglarmin Botrytis
cinerea, Fusarium solani var. coeruleum ve Clavibacter michiganensis subsp.
michiganesis tizerindeki etkilerini arastirmislardir. Calisma sonucunda kekik tiirlerinin
ugucu yaglarinin diisiik dozlarimin (85- 300 pg/ml) B. cinerea, Fusarium sp. ve C.
michiganensis ~ subsp.  michiganensis’in  gelisimini  tamamen  engelledigini
bildirmislerdir. Lavanta, biberiye, adagay1 ve yarpuz ugucu yaglarinin diigiik engelleme
aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir. T. capitatus, O. dictamnus, O. majorana
yaglarinin cavracrol’ce zengin iken O. vulgare yaginin igeriginde thymol oldugunu,
eucalyptolun adagay1 ve biberiye yaglarimin temel bileseni iken, lavanta yaginin
iceriginde linalool ve linalyl acetate bulundugunu bildirmislerdir. Yarpuz yaginin cis-
menthone ve pulegone’ce zengin oldugunu da belirtmislerdir.

Edris ve Farrag (2003), nane yagi ve onun Onemli iki bileseni (menthol ve

menthone) ile feslegen yagi ve iki dnemli bileseni (linalool ve eugenol)’nin buharin1 S.
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sclerotiorum, R. stolonifer ve Mucor sp.’ye karsi denemislerdir. Tek basina methone
tiim dozlarinda higbir etki gostermez iken, menthol’lin nane ugucu yaginin antifungal
ozelliginden tek basina sorumlu oldugunu, feslegende ise eugenol antifungal aktivite
gostermez iken, linalool’un tek basina orta derecede antifungal aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. iki bilesigin yagdaki konsantrasyonuna benzer oranlarindaki karisimiyla
gozlenen etkiden, bilesenler arasindaki sinerjinin feslegen yaginin antifungal 6zelligini
arttidigini tespit etmislerdir.

Pitarokili ve ark.(2003), Salvia fruticosa’nin GC ve GC-MS analizlerine gore ana
bilesenlerini belirlemisler ve bu ana bilesenlerden 1.8-cineole’iin Fusarium oxysporum
f. sp. dianthi ve F. proliferatum, R. solani, S. sclerotiorum,ve F.solani f. sp.
cucurbitae’ye karsi yiiksek antifungal aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Cakiar ve ark. (2004), Hypericum hyssopifolium ve H. heteropyllum’un toprak {istii
aksamlarindan hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen eterik yaglart GC ve GC-MS ile
analiz ederek 66 bilesene sahip oldugunu saptamislardir. H. hyssopifolium’da en yiiksek
oranda a-pinene (%57.3) ve H. heteropyllum’da ise sesquiterpenler (%72.9) oldugunu
bulmuslardir. Bu iki bitkiye ait eterik yaglar1 antifungal aktivite yoniinden Fusarium
tirleri ve Rhizoctonia solani’nin bes anastomosis grubuna uygulamiglar ve F.
acuminatum, AG-5 ve AG-11"¢ kars1 etkili bulmuslardir.

Zambonelli ve ark. (2004), Thymus vulgaris’in eterik yagmi fitopatojen
funguslardan Fusarium solani (Mart.) Sacc., R. solani Kiihn and Colletotrichum
lindemuthianum (Sacc. et Magn.)’un misel gelisimi {izerinde etkili oldugunu
belirlemislerdir. Yaptiklar1t GC analizleri sonucunda etkili maddenin thymol (%22-38)
oldugu bildirmislerdir.

Cheng ve ark. (2005), Cryptomeria japonica bitkisinin farkli yerlerinden elde
edilen eterik yaglart GC-MS ile analiz etmislerdir. Odun dokusundan elde edilen eterik
yagin 500 pg/mL oraninda R. solani, C. gloeosporioides, F. solani ve Ganoderma
australe’ye kars1 genis antifungal aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Rattanakreetakul (2005), Boesenbergia pandurata bitkisinin kok kisimlarindan
elde ettigi ucucu yaginda yapilan analizler sonucunda camphene, eucalyptol, ocimene,
camphor ve geraniol olmak {izere 5 ana bilesen belirlemislerdir. Ana bilesenler C.
gloeosporioides [Glomerella cingulata], C. capsici, Pestalotiopsis sp., Dothiorella sp.,

Lasiodiplodia theobromae ve Pythium sp’ye karsi antifungal aktivite yoniinden
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incelenmis ve geraniol miselyal gelisimi engelleyici olarak etkili bulunmustur. Geraniol
disk diffisyon metodu ile Xanthomonas campestris pv. citri [X. axonopodis pv. citri]’ye
uygulanmis fakat etkili bulunmamistir.

Soylu ve ark. (2005), Hatay bolgesinde dogal olarak yetisen tibbi bitkilerden
Artemisia annua ugucu yagimin kimyasal bilesenlerini GC-MS ile belirlemisler ve bitki
ucucu yaglarin ugucu ve degme fazlariin antifungal etkinligi in vitro kosullarda toprak
ve yaprak kokenli fungal hastalik etmenlerinden S. sclerotiorum, V. dahliae, B. cinerea
ve P. infestans’a karsi aragtirmislardir. Elde ettikleri sonuglara gore, yaglarin ugucu
fazinin degme fazina oranla fungal gelisimini daha etkili sekilde engelledigini
belirlemislerdir. Ugucu yagin ugucu ve degme fazinin Verticillium dahliae ve Botrytis
cinerea’nin miselyal gelisimlerinin yani sira fungus sporlarinin ¢imlenmesini de
engelledigini ortaya koymuslardir.

Singh ve ark. (2006), rezene (F. vulgare) ucucu yagimin GC ve GC-MS analizinde
toplam miktarin %94.6’simn1 35 bilesenin olusturdugunu ve ana bilesenin %70.1 ile
trans-anathole oldugunu bildirmislerdir. Ters ¢evrilmis petri metodunda ugucu yagin
Aspergillus niger, A. flavus, Fusarium graminearum ve F. moniliforme’nin gelisimini 6
mg/L dozda tam olarak engelledigini ve ugucu yagin A. niger i¢in 4 mg/L dozda bile
etkin oldugunu bulmuslardir.

Soylu ve ark (2006), Hatay ilinde yetisen tibbi bitkilerden origanum, kekik,
lavanta, biberiye, rezene ve defne bitki ugucu yaglarinin kimyasal bilesenlerini ve
yaglarin domatesin Onemli yaprak kokenli fungal hastalik etmeni Phytophthora
infestans’a (mildiy6 hastalig1) karsi antifungal etkinligini belirledikleri ¢alismalarinda
yaglarin ana bilesenlerinin sirasiyla carvacrol (%37.9), carvacrol (%79.8), borneol
(%20.4), camphor (%20.2), anethole (%82.8) ve 1,8-cineole (%35.5) oldugunu
belirlemislerdir. Yaglarin in vitro kosullarda antifungal etkinligini fungal etmen P.
infestans’a kars1 arastirdiklar1 ¢alismalarinda ugucu yaglarin buhar fazinin degme fazina
oranla daha yiiksek diizeyde etkinlik gosterdigini, ugucu yagin ayni zamanda fungus
sporangiumlarinin  ¢imlenmesini  engelledigini, yapilan elektron mikroskobu
calismalarinda yaglarin fungus hifleri iizerinde olduk¢a dnemli morfolojik bozulmalara
neden oldugunu belirlemislerdir.

Soylu ve ark (2007), origanum ve rezene ugucu yaglarinin in vitro ve in vivo

kosullarda antifungal etkinligini fungal etmen S. sclerotiorum’a karsi arastirdiklari
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caligmalarinda ugucu yaglarin buhar fazinin degme fazina oranla daha yiiksek diizeyde
etkinlik gosterdigini, topraga uygulanan ugucu yagin ayni1 zamanda fungus sklerotlarini
oldiirdiigiinii, yaglarin fungus hifleri {izerinde oldukca 6nemli morfolojik bozulmalara
neden oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar ayrica, ugucu yagin topraga uygulanmasi
ile hastalik ¢ikisinin da %53-70 oraninda engelledigini belirlemislerdir.

Zhou (2007), Eucalyptus grandis x E. urophylla, E. tereticornis, Pinus
massoniana ve Cunninghamia lanceolata bitkilerinden elde edilen ugucu yaglari ve bu
yaglarin ana bilesenlerini bitki patojeni bakteri ve fungal etmenlerden X. oryzae pv.
oryzae, Glomerella glycines, S. rolfsii, V. dahliae, Sclerotinia sp., Thielaviopsis
paradoxa, Fusarium sp., B. cinerea ve A. alternata’ya kars test ettikleri ¢alismalarinda,
ucucu yaglarin tek basina kullanildiginda ana bilesenlere oranla daha etkili oldugunu ve
ana bilesenlerin tek baglarma antimikrobiyal etkinlikten sorumlu olmadigim
belirlemislerdir.

Kordali ve ark. (2008), Tiirkiyenin dogusunda yetisen Origanum acutidens isimli
bitkilerden elde edilen ugucu yagi ve bu yagin ana bilesenleri olan carvacrol, p-cymene
ve thymol’u bitki zararlilarinin yani1 sira 17 farkli bitki patojeni fungal etmene karsi
antifungal etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, ugucu yag, carvacrol ve thymol’iin
ticari preparatin etken maddesi olan fungisit benomyl’den daha yiiksek etkinlige sahip
oldugunu bildirmislerdir. Ana bilesenlerden p-cymene ise diisiik diizeyde antifungal

etkinlik gdstermistir.

2.3. Bitki Ucucu Yaglar1 ve Ana Bilesenlerinin Antibakteriyel Etkinlikleri fle Tlgili

Calismalar

Basim ve ark. (2000), T. spicata L. var. spicata bitkisinden elde ettikleri ugucu
yagin alt1 6nemli fitopatojen bakteriyel etmene kars1 (Erwinia amylovora, E. carotovora
pv. carotovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv.
syringae, Agrobacterium tumefaciens ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria)
etkinligini arastirmiglardir. Calisma sonucunda ugucu yagin buhar ve degme etkinliginin
test edilen bakterilere karsi yiiksek oldugunu, ugucu yagin buhar etkisinin degme

etkisine gore daha yiiksek diizeyde etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir.



14

Del Campo ve ark. (2000), biberiye bitkisinden elde ettikleri ekstraktin
antioksidant ve antibakteriyel etkinligini gida (Leuconostoc mesenteroides, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Salmonella enteritidis) ve bitki patojeni bakterilere (E. carotovora,
Rhodotorula glutinis, Cryptococcus laurentii) karsi arastirmislar, sonugta biberiye
ucucu yagiin Gram-pozitif bakterilere etkinliginin Gram- negatif bakterilere oranla
daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Karamanoli ve ark. (2000), yapmis olduklari ¢alismalarinda lavanta, biberiye,
origanum bitkilerinden elde ettikleri ugucu yaglarin in vitro kosullarda fitopatojen
bakterilere karsi antibakteriyel ozelliklerini aragtirmislardir. Caligmanin sonucunda
oregano ve adacay1 yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin lavanta ve biberiye ugucu
yagina oranla daha fazla antibakteriyel etkinlige sahip olduklarini belirlemislerdir.

Toppil ve ark. (2000), Ocimum adscendens bitkisin ugucu yaginin aralarinda
fitopatojen hastalik etmeni X. campestris etmeninin de bulundugu bir¢ok insan (Bacillus
subtilis, B. megaterium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus) ve bitki ( Proteus
vulgaris, X. campestris, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae ve Colletotrichum musae)
patojeni olan bakteri ve fungal etmenlere karsi antimikrobiyal etkinlik gdsterdigini
rapor etmislerdir.

Minija (2001), Coriandrum sativum’un kendisinin ve tohumlarmin ugucu
yaglarinin bilesenleri belirlenerek ve bu ugucu yaglarin 6 bakteri ve 6 fungusa karsi
aktiviteleri degerlendirilmistir. Yabanci ot ugucu yagmin Candida albicans’a karsi en
yuksek aktiviteyi gosterdigi buna karsin tohumdan elde edilen ugucu yagin ise
Xanthomonas campestris, Candida albicans ve Colletotrichum musae’ye karsi énemli
aktivite gosterdigi saptanmustir.

Minija ve Toppil (2002), Apiaceae familyasina dahil rezene (F. vulgare) ve
maydanoz (Petroselinum crispum) bitkilerinden elde ettikleri bitki ugucu yaglarinin
kimyasal bilesenlerini ve antibakteriyel etkinliklerini arastirdiklar1 caligmalarinda
rezene bitkisi ugucu yagmin %96.7 gibi yiiksek oranda trans-anethole igerdigini
belirlerken, maydanoz ugucu yaginda myristicin isimli bilesenin %93.1 diizeyinde
bulundugunu belirlemislerdir. Her iki bitki ugucu yagini alt1 farkli insan (Escherichia
coli, B. megaterium, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Bacillus subtilis,
Proteus vulgaris) ve bitki (X. campestris, Aspergillus niger, A. parasiticus, Rhizopus
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oryzae, F. solani, Nectria haematococca, Colletotrichum musae) patojeni bakteriyel ve
fungal etmene kars1 test ettikleri ¢alismalarinda, rezene ugucu yaginin maydanoz ugucu
yagina oranla daha yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Basim ve Basim (2003), Isparta ilinde yetisen giil bitkisinin (Rosa damascene)
petal yapraklarindan elde ettikleri bitki ugucu yaglari X. axonopodis spp. vesicatoria’nin
tic farkli irkina karst olan antibakteriyel etkinliklerini arastirmislar ve sonucta giil
yaginiin in vitro kosullarda gostermis oldugu antibakteriyel etkinlikten dolayi, bu
yaglarin hastalik etmeninin miicadelesinde potansiyel bir biyokontrol ajani olabilecegini
belirtmisglerdir.

Laouer ve ark. (2003), Ammoides pusilla isimli bitkiden elde ettikleri bitki ugucu
yaglarimin  gerek kimyasal gerekse antimikrobiyal etkinligini arastirdiklari
calismalarinda ugucu yagin yiiksek oranda thymol (%44.5), y-terpinene (%32.9) ve p-
cymene (%13.5) icerdigini tespit etmislerdir. Bitki ugucu yaginin, aralarinda fitopatojen
bakteriyel etmenlerden Pss ve P.s syringae pv. mosprunorum’unda bulundugu bir¢ok
bakteriyel, fungal ve maya patojenlerine kars1 test ettikleri ¢aligmalarinda ugucu yagin
kullanilan tiim patojenlere karsi antifungal ve antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu
bildirmislerdir.

Soylu ve ark. (2003), yapmis olduklar1 c¢alismada Dogu Akdeniz yoresinde
bulunan Hatay ilinde dogal olarak yetisen tibbi bitkilerden lavanta (L. stoechas ssp.
stoechas), biberiye (R. officinalis L.), origanum (O. onites L.), ve kekik (T. spicata L.
var. spicata) yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin fasulye hale yanikligi etmeni P.
savastanoi pv. phaseolicola’ya karsi antibakteriyel etkinligini in vitro kosullarinda
arastirmislar, kekik ugucu yagmin test edilen bakteriye karst en etkili uygulama
oldugunu, bu yag sirasi ile origanum, lavanta ve biberiye ugucu yaglarmin izledigini
belirlemisgtir.

Thakare ve ark. (2003), alt1 farkli tibbi bitkiden (Mentha, Ocimum, Lemongrass,
Citronella, Turmeric, Palmarosa spp.) elde ettikleri bitki ugucu yaglarinin
antibakteriyel ve antifungal etkinligini fitopatojen bakteriyel (X.axonopodis pv.
malvacearum) ve fungal hastalik etmenlerine karsi arastirmiglardir. Sonugta kullanilan
ucucu yaglar igerisinde kekik ve Ocimum bitki ugucu yaginin gerek fungal gerekse
bakteriyel hastalik etmenlerine karsi yiiksek diizeyde antimikrobiyal etkinlik

gosterdigini tespit etmislerdir.
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Horvath ve ark. (2004), Lamiaceae familyasina dahil dort kekik tiiriine (T.
vulgaris L., T. serpyllum L., Thymus x citriodorus (Pers.) Schreb., ve Thymus X
citriodorus "Archer's Gold") ait ugucu yaglari, kimyasal bilesenlerini ve antibakteriyel
etkinliklerini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda kekik bitkisinin ana bilesenlerinin tiirlere
bagli olarak degistigini, T. vulgaris ve T. serpyllum’un ana bilesenlerinin thymol,
Thymus x citriodorus’un geraniol, Thymus x chriodorus’un ise ana bileseninin carvacrol
oldugunu belirlemiglerdir. Dort kekik tiiriiniin ugucu yagi fitopatojen bakteriyel
etmenlerden X. campestris pv. vesicatoria ve P. syringae pv. phaseolicola’ya karsi
yiiksek diizeyde antibakteriyel etkinlik gosterdigini belirlemislerdir.

Iacobellis ve ark. (2005), Cuminum cyminum L. ve Carum carvi L. bitkilerinin
meyvelerinden elde etmis olduklari bitki ucucu yaglarinin kimyasal bilesenlerinin
yanisira Gram-pozitif ve Gram-negatif fitopatojen bakteriyel tiirlere karsi antibakteriyel
etkinligini agar disk diflizyon yontemi kullanarak arastirmislardir. Caligma sonucunda
bu bitkilerden elde edilen ugucu yaglarinin y-terpinene, B-pinene, carvone, limonene,
germacrene D gibi bilesenlerden meydana geldigini Clavibacter, Curtobacterium,
Rhodococcus, Erwinia, Xanthomonas, Ralstonia, ve Agrobacterium gibi onemli
fitopatojen bakteriyel etmenlere karsi antibakteriyel 6zellik tasidigini, bu yaglarin
kullanilan bakteri tiirleri arasinda en diisiik antibakteriyel etkinligi Pseudomonas cinsine
dahil bakteri tiirlerine kars1 oldugunu bildirmislerdir.

Nguefack ve ark. (2005), bes bitkiden (Cymbopogon citratus, Monodora
myristica, Ocimum gratissimum, Thymus vulgaris ve Zingiber officinale) elde ettikleri
ucucu yaglarin antibakteriyel etkinligini bes Onemli tohum kokenli fitopatojen
bakteriyel hastalik etmenlerine karsi (Acidovorax avenae subsp. avenue, Burkloderia
glumae, B. plantarii, Xanthomonas oryzae pv. oryzae ve X. oryzae pv. orizicola)
aragtirmiglardir. Yaglar igerisinde O. gratissimum ve T. vulgaris ugucu yaglarin diger
ucucu yaglara oranla daha etkili oldugunu belirlemislerdir. Ayrica O. gratissimum ve T.
vulgaris’in ugucu yaglarinin antibakteriyel etkinligi in vivo kosullarda da arastirilmistir.
Elde ettikleri sonuglara bakildiginda bitki ugucu yagimin hastalik bitki ugucu yaglarinin
kimyasal bilesenlerine GC/MS ile bakmislar ve ayni1 zamanda ugucu yaglarin antifungal
ve antibakteriyel Ozelliklerini arastirmiglardir. Arastirma sonucunda Thymus’ta ana
bilesenin %41.6 ile thymol oldugunu belirlerken, O. onites’in %40.7, Satureja hortensis

%20.6 ve T. spicata %81 ile ana bilesenlerinin carvacrol oldugunu belirlemislerdir.
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Ugucu yaglarin fitopatojen bakteriyel etmenlerden C. michiganensis subsp.
michiganensis ve P. syringae pv. tomato’ya karsi giigli antibakteriyel etki
gosterdiklerini, X. campestris pv. malvacearum’a karsi ise zayif antibakteriyel etki
gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Kizil ve Uyar (2006), yaptiklart calismada, Thymus kotschyanus, Satureja hortensis,
Origanum onites ve T. spicata’nin ugucu yag bilesiklerini GC ile belirlemisler ve 4 bitki
patojenine kars1 bu bitkilerin ugucu yaglarinin antibakteriyel etkinliklerini 24, 48 ve 72
saat inkubasyon siirelerinde ve 5, 10 ve 15 mug konsantrasyonlarda
degerlendirmislerdir. Ugucu yaglarin ana bilesiklerini T. kotschyanus i¢in %41 thymol,
O. onites %40.7, T. spicata %81 ve S. hortensis i¢in ise %?20.6 oraninda carvacrol
olarak belirlemislerdir. Her bir bitkinin hekzan ve sulu extraktlarinin antimikrobial
etkinliklerini agar disk diiflizyon yontemi ile aragtirmislardir. Biitiin ugucu yaglarin
Xanthomonas campestris pv. malvacearum disinda, Pseudomonas syringae pv. tomato
ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e karsi antibakteriyel etki
gosterdigini ve Gram (+) bakterilerin Gram (-) bakterilere gore daha hassas oldugunu
belirlemislerdir.

Vasinauskiene (2006), Origanum vulgare, Acorus calamus, Carum carvi, Mentha
piperita, Achillea millefolium, Achillea filipendulina ve Achillea cartilaginea gibi tibbi
ve aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglar bitki hastaliklarinin miicadelesinde
alternatif miicadele olanaklar1 olusturmasi sebebiyle patojenik bakterilerin gelisimine
etkileri yonlinden denemeye almmistir. Ugucu yaglarin engelleyici 6zelliklerinin
belirlenmesinde Disk-difizyon metodu kullanilarak yapilan in vitro denemeleri
sonucunda Origanum vulgare’dan elde edilen ugucu yagin patojenetik bakteriye karsi
giiclii bir engelleyici 6zellikte oldugu goriilmiistiir. Baz1 Pseudomonas spp. tiirlerine ve
Erwinia carotovora subsp. carotovora’ya ise zayif bir antibakteriyel 6zellik gosterdigi
saptanmistir.

Ozturk (2007), Tirkiyenin dogusunda yetisen Ziziphora clinopodioides Lam.
bitkisinden elde edilen ugucu yag ve methanol ekstrakti antibakteriyel etkisinin
belirlenebilmesi i¢in 52 Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteriye uygulanmistir.Ugucu
yagin yapilan GC ve GC-MS analizleri sonucunda 18 anabileseni belirlenmistir.
Yapilan denemeler sonucunda Acidovorax facilis, Bacillus flexus, Bacillus spp.,

Bacillus  sphaericus, Brevibacillus brevis, Corynebacterium ammoniagenes,
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Enterobacter sakazakii, Erwinia carotovora subsp. carotovora, Moraxella catarrhalis
ve Xanthomonas arboricola’ya karsi ugucu yag ve methanol ekstrakti antibakteriyel etki
gostermistir.

Tan ManLiang ve ark. (2007), Russowia sogdiana (Bunge) B. Fedtsch bitkisinden
damitma yontemiyle elde edilen ugucu yagin ana bilesenlerinin GC ve GC-MS ile
yapilan analiz sonucunda %15 limonene), trans- alpha -bergamotene (%5.6), salvial-4
(14)-en-1-one (%3.8), carvone (%3.6), p-cymene (%3.6), trans-carveol (%3.2) oldugunu
belirlemiglerdir. Antimikrobiyal etkinlik yoniinden Russowia sogdiana (Bunge)
bitkisinden elde edilen ugucu yag 7 bakteri tiirline ve miselyal gelisim yOniinden ise 3
fungus tiirtine uygulanmistir. Gram-pozitif bakteriler (B. subtilis, S. aureus) ve gram-
negatif bakteriler (E. coli, E. carotovora ssp. carotovora, Pseudomonas lachrymans,
Xanthomonas vesicatoria, Agrobacterium tumefaciens)’e karsi minumum engelleme
dozlarmni 0.2- 0.8mg/ml olarak belirlemislerdir. Ucucu yag, meyve patojenlerinden
Glomerella cingulata, Botryodiplodia theobromea ve Venturia pirina’ya kars1 6nemli

Olciide antifungal aktivite gostermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Ornekleri

Calismanin ana materyali olan bitki ornekleri O. syriacum L. var bevanni, F.
vulgare Mill. ve L. nobilis L. Hatay ili ve ¢evresinde dogal olarak yetisen ortamlardan
degisik zamanlarda yapilan ¢ikislarda toplanmistir (Cizelge 3.1). Toplanan bitkilerden
Suriye kekigi ve defne bitkilerinin yaprak ve siirglinlerinden olusan yesil aksamlari,
rezene Dbitkisininin ise tohumlar1 toplanarak golgede hava sirkiilasyonunda

kurutulmustur.

Cizelge 3.1. Denemede ugucu yaglar1 kullanilan bitkilerin bilimsel adi, yoresel adi,
toplandig1 yer ve toplanma tarihleri

Bilimsel adi Yoresel adi Toplandig: yer Toplandig tarih
Origanum syriacum L. Suriye kekigi, Halil Nisan-Haziran
var bevanni Ibrahim Zahteri KapisuywHATAY 57

Temmuz-Agustos

Foeniculum vulgare Mill. Rezene, Sumra Narlica/ HATAY 2007

Laurus nobilis L. Defne, Har Harbiye/HATAY Nisan-Haziran

3.1.2. Fungus ve Bakteri Kiiltiirleri

Bu c¢alismada fasulye iiretim alanlarinda sorun olan fasulye bakteriyel hastalik
etmenleri Pseudomonas syringae pv. phaseolicola (Psp) ve Curtobacterium
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Cff) ile toprak kokenli fungal hastalik etmelerinden
Sclerotum rolfsii, Rhizoctonia solani ve Macrophomina phaseolina izolatlar

kullanilmustir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Hastalik Sorveyi

Hatay ili fasulye ekim alanlari, 2006 yili iiretim sezonunda fungal ve bakteriyel

hastaliklar yoniinden kontrol edilmistir.

Hastalik belirtileri gdsteren bitki ornekleri, kese kagidina konulup etiketlenmistir.
Sorvey sirasinda etiketlenmis olan hastalikli bitki Ornekleri, hastalik etmeninin
belirlenmesi igin laboratuara getirilerek izolasyonlar yapilincaya kadar + 4°C’de

saklanmustir.

3.2.2. Fungal Hastalik Etmenlerinin izolasyonu ve Tanisi

2006 tretim sezonunda farkli bolgelerden temin edilen hastalikli fasulye
bitkilerinden fungal hastaliklar1 etmenlerini izole etmek i¢in, bitki 6rnekleri ¢esme suyu
altinda yikanip kok, govde ve yaprak saplari segilerek alinmigtir. Enfeksiyon nedeni ile
nekrozlagsmis ve saglam dokular1 igceren pargalar, temiz bir bisturi ile kesilmistir. 1-2
mm biiytikliigiindeki bu parcalar, %1’lik sodyum hipoklorit (NaOCl) ¢ozeltisinde 2
dakika yiizeyden steril edilmistir. NaOCl ¢ozeltisinden alinan bu doku pargalari, steril
saf suda 2 kez calkalanip durulandiktan sonra, steril kurutma kagitlarinda 3-4 saat
kurumaya birakilmistir. Her bir bitki 6rneginden alinan steril doku parcalari, genel besi
ortami olan Patates Dekstroz Agar (PDA) iizerinde gelistirilmistir.

Fungal hastalik etmenlerinin teshisleri PDA ortaminda gelisen kolonilerde
miseliyal gelisme, sporulasyon ve mikrosklerot olusumuna gore yapilmistir. Bu hastalik
etmenlerinin teshisinde R. solani i¢in Van der Plaats-Niterink (1981), S. rolfsii (syn.
Corticium rolfsii) i¢in Punja (1985) ve M. phaseolina i¢in Holliday ve Punithalingam
(1970) esas alinmustir. Teshisleri yapilmig tiim izolatlar patojenisite kaybi olmaksizin

kuru filtre kagid1 lizerinde gelistirilerek zarf icerisinde -20°C’de korunmustur.
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3.2.3. Bakteriyel Hastahk Etmenlerinin izolasyonu ve Tanisi

3.2.3.1. Bakteriyel Etmenlerin izolasyonu

Sorveyler sirasinda hastalik belirtilerine rastlanan fasulye bitkilerinden yaprak ve
meyve ornekleri alinarak her 6rnek ayri kagit torbalara konulup buzluk i¢inde muhafaza
edilmistir. Siipheli Ornekler fazla bekletilmeden laboratuara getirilmis ve yiizey
sterilizasyonu yapilmis, her bitki érneginden (yaprak ve meyvelerden) steril su i¢inde
bakteri siispansiyonlart hazirlanmistir. Elde edilen bakteri siispansiyonu seri olarak
sulandirildiktan sonra her bir ornekten alinan 200 pl siispansiyonlar, genel (Nutrient
Agar, NA), veya yar1 secici (Yeast Dekstroz Chalk (YDC) Agar; King’s B (KB) Agar)
besi ortamlarinin yiizeylerine yayilmistir. Ekim yapildiktan sonra tiim petri kaplar

26°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

3.2.3.2. Bakteriyel Izolatlarin Morfolojik ve Klasik Biyokimyasal Yéntemlerle

Tanilanmasi

Her bitki 6rneginden elde edilen siispansiyon ayr1 ayri petrilere ekilmis ve her
petride gelisen farkli koloniler izolat olarak kabul edilmistir. Tiim bakteriler ilk olarak
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Palleroni, 1984) kriterlerine gore
gruplandirilarak karakterize edilmistir. Saflastirilan tiim izolatlara gram boyama, oxidaz
testi, hareketlilik, spor olusumu, KOH testi ve katalaz testleri yapilmigtir (Lelliot ve
Stead, 1987; Hildebrand ve ark., 1988; Schaad ve Stall, 1988; Goszczynska ve
Serfontein, 1998; Schaad, 2001; Fouire, 2002). igerisinde KB bulunan petriler 365 nm’
lik UV 11k altinda tutulmus ve fluoresan Pseudomonas spp.’nin King B ortaminda
fluoresan koloni olusturmasina bakilarak cins diizeyinde teshisleri yapilirken, diger
bakteriler morfolojik goriiniimlerine bakilarak kodlanmis ve kesin teshis islemleri igin
hazirlanmigtir. Tiim bakteri izolatlar1 kesin teshis (MIS sistemi ile) ve sonraki
calismalarda kullanilmak {izere hem +4 °C’de buzdolabinda petri kaplar1 igerisinde, hem
de uzun siireli saklamalar i¢in %20’lik glycerol igerisinde —80 °C’de derin dondurucular

icerisinde, muhafaza edilmistir.
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3.2.3.3. Bakteriyel izolatlarinin Yag Asitleri Profillerine Gore Tanilanmasi

Saf kiiltlir olarak —80 °C’de muhafaza edilen bakteri izolatlarinin yag asit metil
ester ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmasi ve analizleri Sasser (1990)’in
belirttigi sekilde yapilmigtir. Bilgisayar kontrolli gaz kromatografi sistemi olan
Mikrobiyal Tanilama Sistemi (MIS, MIDI, Inc., Newark, DE) kullanilarak kiiltiire
alian izolatlarin tiir ve alt tiir seviyesinde tanisi asagida anlatildig1 sekilde yapilmastir.

Test edilecek mikroorganizmalar steril platin bir 6ze ile depo kiiltiirden alinarak,
Trypticase soy broth agar (TSBA) kat1 besi yerine 4 fazli ¢izgi ekim yapilmis, daha
sonra ekim yapilan petriler, 24-48 saat siireyle 27 °C’de inkiibasyona birakilmustir.

Mikroorganizmalarin yag asitlerini saf olarak izole edebilmek icin 4 farkli ¢ozelti
kullanilmistir. Hazirlanan 4 ¢ozelti ile aerobik bakterilerden yag asit metil esterlerinin
saflagtirilmasi asagidaki metot takip edilerek yapilmistir.

1. TSBA tizerinde gelistirilen bakterilerin inkiibasyon periyodunu takiben, 4 fazl
¢izim yapilmis petrilerin 3 ve 4 numaral fazlarindan canli bakteri hiicreleri steril bir
Ozeyle toplanarak (~40mg) steril teflon kapakli cam test tiiplerine (5 ml) aktarilarak
tiipler etiketlenmis ve kapaklart kapatilmstir.

2. Her bir test tiipline 1ml hiicre parcgalayici ¢ozelti ilave edilmis ve 5-10 sn
calkalandiktan sonra test tipleri 5 dk siireyle 100 °C’lik su banyosunda bekletilmistir.
Ardindan tekrar 5-10sn ¢alkalanan test tiipleri 25 dk siireyle 100 °C’lik su banyosunda
inkiibasyona birakilmistir. Boylece canli hiicreler pargalanarak, yag asitlerinin serbest
kalmasi saglanmistir.

3. Test tiiplerine 2 ml metillestirme ¢ozeltisinden eklendikten sonra 5-10 sn’lik
bir ¢alkalamadan sonra 80 °C’de 10dk siireyle su banyosunda bekletilmis ve hemen
takiben 2dk siireyle buz veya soguk su igerisinde sogutulmustur. Bu uygulama ile
serbest yag asitlerine ester baglari ile metil eklenmis ve yag asitlerinden yag asit metil
esterleri elde edilmistir. Bu durumda yag asitlerine yliksek sicakliklarda uguculuk
ozelligi kazandirilmastir.

4. Sogutulmus tiiplere 1.25 ml saflagtirma ¢ozeltisinden eklenerek 10 dk siireyle
hematoloji ¢alkalayicisinda bekletilmistir. Tiiplerin alt kisminda asidik (inorganik), {ist
kisminda da organik sivi faz olmak iizere 2 ayri1 faz olustugu goézlenmistir. Yag asit

metil esterleri asidik fazdan ayrisarak organik faz bolgesinde toplandigindan pastor



23

pipeti kullanarak tiiplerin alt kismindaki asidik faz atilmis ve organik faz muhafaza
edilmistir.

5. Son asamada her tlipe 3 ml bazik yikama ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Tiipler
5 dk siireyle hematoloji calkalayicisinda karistirildiktan sonra 10 dk siireyle oda
sicakliginda bekletilmis olup, kullanilan ¢6zeltinin bazik 6zelliginden dolay1 serbest yag
asit metil esterleri daha saf olarak elde edilmistir. Bu asamada da benzer sekilde tiip
igerisinde yine iki ayr1 faz olustugu tespit edilmistir. Ustte toplanan ve yag asit metil
esterleri iceren faz, pastor pipeti ile alinarak 2 ml gaz kromatografisi vial siselerine
transfer edildikten sonra agizlar1 sikica kapatilmig ve MIS cihazi iizerindeki &rnek
koyma tepsisine yerlestirilmistir.

Ornekler MIS cihazi iizerindeki 6rnek depolama tepsisine yerlestirildikten sonra
cihaz caligtirilarak, sistem kilavuzunda belirtildigi gibi tek tek analiz edilmis ve tam

sonuglart alinmistir.

3.2.3.4. Tiitiinde Asir1 Duyarhhk (Hypersensitive Reaction, HR) Testi

Izole edilen bakteri izolatlarinin fitopatojen olup olmadiklari tiitiinde asir1
duyarlilik testi ile belirlenmistir. Bu kapsamda bakteri izolatlar1 10 ml LB Agar ortami
icerisinde gece boyu gelistirilmistir. Gelisen bakteriler 4000 rpm’de 10 dk. santrifiij
edilmistir. Ust taraftaki siipernatant uzaklastirilmis ve pelet kismi toplanarak 10 mM
steril MgCl, icerisinde tekrar siispanse edilip santrifiij isleminden gegirilmistir.
Stipernatant uzaklastirilmis ve pelet 10mM MgCl, igerisinde tekrar siispanse edilmistir.
Olusan siispansiyonun konsantrasyonu 620 nm’de (Optik Densite) OD=0.13"e
spektrofotometre ile ayarlanmistir (yapilan petri sayim yontemiyle OD= 0.13 degerinin
10® koloni olusturan birim (cfu)/ml’ye denk geldigi goriilmiistiir). Daha sonra bakteri
stispansiyonu 5 cc’lik steril plastik enjektorlerle tiitiin (Nicotiana tabacum L. Samsun)
yapraklarmin alt kismindan damar aralarina enjekte edilmistir. inokule edilen bitkiler en
az 8 saat 151kl1 bir ortamda tutularak inokulasyonun yapildigi kistimda nekroz olusup
olusmadig: tespit edilmistir. Olii doku olusumu HR pozitif, olusmamas: ise HR negatif

olarak degerlendirilmistir (Lelliot ve Stead, 1987).
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3.2.4. Patojenisite Testlemeleri

Farkli bolgelerden izole edilen fungal ve bakteriyel izolatlarin patojensite
testlemelerinde bolgede taze tiiketime yoOnelik olarak en fazla ekimi yapilan “Gina” ve

“Sarikiz” fasulye cesitleri kullanilmistir.

3.2.4.1. Fungal Etmenlerin Patojenisite Testlemeleri

Funguslarin patojenisite testlemeleri i¢in gerceklestirilen denemelerde, i¢inde torf-
bahge topragi bulunan 21 cm’lik saksilara fasulye tohumlar1 ekilmistir. Yaklasik 15
giinlik fidelerde ilk ger¢cek yaprak olusum doneminde patojenisite  caligsmalari
yuritilmustir.

R. solani, M. phaseolina ve S. rolfsii izolatlar1 PDA {izerinde 7 giin boyunca
gelismeye birakilmistir. Inokulum siispansiyonu, fungusun tamamen geliserek yiizeyini
kapladig1 4 petri kutusunun iceriginin 400 ml steril suda diisiik hizda (200 rpm) 1
dakika karigtirnlmasiyla hazirlanmistir. Daha sonra hazirlanan siispansiyonun
konsantrasyonu 10° propagiil/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Hazirlanan inokulum
siispansiyonundan 10 ml alinip, 2 kotiledon yaprak olusturmus saglikli fasulye
bitkilerinin kok bogaz1 yaralanarak c¢evresine pipet yardimiyla inokulasyonlar
yapilmistir (Jones ve Belmar, 1989; Schneider ve Kelly, 2000).

Uygulama yapilmis bitkiler ve saksilar daha sonra 10.000 liiks 1s1k, 24-25 C
sicaklik, 16 saat aydinlik, 8 saat karanlik kosullarindaki iklim odasinda 4 hafta
bekletilmistir. Bu siire sonunda her bir bitki, kok bogaz1 seviyesinden kesilmek suretiyle
iletim demetlerindeki renk degisimleri ve nekroz gibi belirtiler esas alinarak hastalik

olusumu degerlendirilmistir.
3.2.4.2. Bakteriyel Etmenlerin Patojenisite Testlemeleri
Bakteriyel etmenlerden P. s. pv. phaseolicola’nin patojenisite testlemesi, ham

meyve inokulasyon teknigi ile yapilmistir (Harper ve ark., 1987). KB besi yerlerinde

gelistirilen iki giinliik bakteri kiiltiirlerinden steril kiirdan ile alinan bakteri kolonileri
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tam olgunlasmamis taze koparilmis fasulye meyveleri lizerine acilan yaralara
bulastirilmistir. Inokule edilen meyveler, tabaninda 1slak kurutma kagitlar1 bulunan
seffaf plastik kaplar igerisinde 22°C sicaklik ve 12 saat/giinliik foto periyot’a sahip
inkiibatorlere yerlestirilmistir. Inokiilasyondan sonraki 5 giin boyunca 24 saat arayla
inkiibatdrlerdeki meyvelerde simptom gelisimi gdzlenmistir. Inokulasyon noktalarinda
goriilen 1slaklik seklindeki belirtiler hastalik etmenin viriilent bir izolat oldugunu

gostermistir.

3.2.5. Bitki Ugucu Yaglarinin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan bitkilerin toplanmasi i¢in Hatay ilinin degisik bolgelerine
Nisan-Agustos aylarinda periyodik olarak ¢ikislar yapilmis ve O. syriacum var. bevanni
(Suriye kekigi), L. nobilis (defne) bitkilerinin yapraklari ile F. vulgare (rezene)
bitkisinin tohumlar1 toplanmistir. Toplanan bitkilerin yaprak, siirgiinlerinden olusan
yesil aksamlar1 ile tohumlar gblgede hava sirkiilasyonunda kurutulmustur. Bitkilerin
ucucu yaglart Clevenger tipi cihaz yardimiyla (ildam, Ankara, Tiirkiye) buhar
distilasyonu ile elde edilmistir (Council of FEuropean Pharmacopoeia, 1997).
Ekstraksiyon sonucu elde edilen ugucu yaglar denemelerde kullanilincaya kadar +4
°C’de igerisinde anhydrous sodium sulphate bulunan koyu renkli cam siselerde

korunmustur.

3.2.6. Bitki Ucucu Yaglar ve Ana Bilesenlerinin Antifungal Etkinliklerinin

Belirlenmesi

3.2.6.1. Bitki Ucucu Yaglarimin Degme Etkilerinin Belirlenmesi

Ucucu yaglarinn degme etkisini arastirmak i¢in, agar seyreltme yontemi
uygulanmistir. Bu yontemde 1 ml hacimlik eppendorf tiip igerisinde ugucu yaglarin
farkli konsantrasyonlar1 (O. syriacum 0-240 pg/ml; F. vulgare 0-320 pg/ml; L. nobilis
0-2880 pg/ml) Tween 20 (%0.1) ve etanol (5 pl) yardimiyla siispansiyon haline

getirilerek 45°C civarindaki PDA ortamina katilasmadan once karistirilmis ve 9 cm
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capindaki petri kaplarina dokiilmiistiir. Daha sonra katilasan PDA ortamina fungus
kiiltlirlerinden 10 mm ¢apindaki mantar delici ile alinan diskler miselli yiizeyi besi
ortamina degecek sekilde petri kabimnin merkezine yerlestirilmistir. Petri kabinin
bosluklar1 parafilm ile kapatilarak 25 °C’de 5 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol petrilerinde ortama sadece Tween 20 (%0.1) ve etanol (5 pl) eklemesi
yapilmistir. Kontrol petrilerinde fungus gelisiminin tamamlanmasiyla (5 giin), ortam
ylizeyindeki fungus kolonilerinin caplar1 Olgiilerek ucucu yaglarin etkinligi ortaya

konulmustur.

3.2.6.2. Bitki U¢ucu Yaglarimin Buhar Etkilerinin Belirlenmesi

Bitki ugucu yaglarinin buhar etkisinin arastirildigi ¢alismalarda, 9 cm ¢apindaki
steril petri kaplarina (100 ml hava hacimli) PDA ortami dokiilerek petri kabinin
merkezine 10 mm c¢apindaki mantar delici ile aliman 7 giinliikk fungus kiiltliriiniin
diskleri, diskin misel gelisimi goriilen yiizeyi PDA ile temas edecek sekilde
yerlestirilmistir. Ugucu yaglarinin degisen konsantrasyonlart (O. syriacum 0-60 pg/ml;
F. vulgare 0-80 pg/ml; L. nobilis 0-200 pg/ml) petri kabinin kapagimin merkezine
yapistirilan steril filtre kagidina emdirilmis daha sonra petri kabinin bosluklar1 parafilm
ile kapanip ters cevrilerek (kapak altta kalacak sekilde) 25 °C’de 5 giin siiresince
inkiibasyona birakilmigtir. Kontrol petri kapaklarina steril destile su damlatilarak ayni
islemlere tabi tutulmustur. Degerlendirmeler kontrol petrilerinde fungus gelisimi

tamamlandiginda (yaklasik 96 saat) koloni ¢aplarinin dlgiilmesiyle yapilmistir.

3.2.6.3. Bitki Ucucu Yaglarinin Ana Bilesenlerinin Degme Etkilerinin Belirlenmesi

Daha once yapilmis olan bir ¢alismada GC-MS analizleri O. syriacum ugucu
yagmin en 6énemli ana bilesenin carvacrol (%79.8); L. nobilis ugucu yagmin 1,8-cineole
(%36.0) ve F. vulgare ugucu yagmin ise trans-anethole (%82.8) oldugu belirlenmistir
(Soylu ve ark., 2004). Test edilen ucucu yaglarin ana bilesenleri ticari olarak (Sigma,
Aldrich, USA) temin edilmis ve denemelerde kullanilmisgtir. Ana bilesenlerin antifungal
ve antibakteriyel etkinlikleri ise ugucu yaglarin fungal ve bakteriyel etmenlerin

gelisimini engeleyen minimum engelleme konsantrasyonlarinda bulunan miktarlart (1x)
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ile bu miktarin 2 (2x) ve 3 (3x) kat1 kullanilmistir. Ornegin antifungal etkinliginin
belirlendigi caligmalarda ana bilesenlerin konsantrasyonlar1 carvacrol i¢in 130-570
pg/ml; 1,8-cineole i¢in 500-3000 pg/ml; trans-anethole icin 220-780 pg/ml olacak
sekilde ayarlanmistir. Bu dozlar her bir yagin fungal etmeni engelleyen dozlardaki

bulunus oranina gore ayarlanmstir.

3.2.7. Bitki Ugucu Yaglarinin Antibakteriyel Etkinliklerinin Belirlenmesi

3.2.7.1. Agar Disk Difiisyon Yontemi

Test edilen ugucu yagin hizli bir sekilde etkinliginin belirlendigi Agar disk
difiisyon yonteminde (Hammer ve ark., 1999), ortaya c¢ikan engellenme bdlgelerinin
capina gore yagin etkinligi belirlenmis ve buna bagli olarak minimum engellemeyi
yapacak yag konsantrasyonlari hakkinda on fikir elde edilmistir. Bu yontemde, 24
saatlik bakteri siispansiyonundan 0.1 ml bakteri kiiltlirii alinmis, 9 cm ¢apinda 20 ml
King B ortami igeren petri yiizeylerine yayilarak ortam yilizeyinde kurumaya
birakilmistir. Daha sonra bu petrilerin tam ortasina 6 mm c¢apinda steril filtre kagitlar
(disk) yerlestirilmis ve bu filtre kagidina 10 pl bitki ugucu yag1 otomatik ayarli pipet
yardimiyla damlatilmistir. Damlatilan yagin etrafa tagmamasi i¢in kagit diskler 4 kat
halinde kullanilmistir.

Her bir petriye 1 bitki ugucu yagi konmus ve uygulama (her patojen ve yag igin) 5
farkli petride tekrar edilmistir. Petrilerin kenarlar1 daha sonra parafilm ile kaplanarak 25
°C’ de 4 giin inkiibasyona birakilmis, giinliik olgiimler alimmigtir. Ugucu yaglarin
etkinligi petrilerde ortaya ¢ikan inhibisyon (engelleme) bdlgelerinin oOlgiilmesiyle
yapilmistir. Degerlendirmeler engelleme alaninin genigliginin enine ve boyuna

Olclilmesiyle yapilmustir.
3.2.7.2. Mikro Seyreltme Yontemi
Test edilen bitki ugucu yaglari ve ana bilesenlerin minimum engelleme

konsantrasyonlart mikro seyreltme yontemi ile 1 ml kapasiteli steril eppendorf tiipleri

icerisinde belirlenmistir. Denemelerde kullanilan farkli ugucu yag ve ana bilesenlerinin
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konsantrasyonlar1 eppendorf tiiplerine konulduktan sonra iizerlerine toplam hacmi 1000
ul tamamlayan daha 6nceden tarif edildigi sekilde hazirlanan (son konsantrasyonu 10°
hiicre/ml olacak sekilde) 24 saatlik bakteri siispansiyonu ilave edilmistir. Sonucta
eppendorf tiiplerde ugucu yaglar ve ana bilesenleri degisen konsantrasyonlart elde
edilmistir. Farkli ugucu yag ve ana bilesen konsantrasyonlarinin bulundugu eppendorf
tiipleri parafilm ile kaplandiktan sonra inkiibatorlii orbital ¢alkalayicida 25 °C 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ugucu yagin sivi besi ortaminda homojen bir halde dagilmas:
icin LB besi ortami i¢ine yayici-¢ziicii madde olarak %1 oraninda dimethyl sulfoxide
(DMSO) ilave edilmistir. Aynt oranda DMSO kontrol olarak kullanilan ve igerisinde
sadece bakteri kiiltiirii bulunan tiiplere de ilave edilmistir.

Bakteriyel etmenin gelisimini tamamen engelleyen en diisiik konsantrasyon degeri

(MIC, minimum inhibisyon konsantrasyonu) 2 farkli sekilde ortaya konmustur;

A. Klasik petride sayma yontemi: Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag ve ana
bilesenleri ile muamele edilen bakteri siispansiyonlarinin 48 saat inkiibasyonundan
sonra, her tiipten 0.2 ml drnek alinarak besi ortami yiizeyine yayilmistir. Petriler 25
°C’de 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra yiizeyde gelisen bakteri kolonileri
sayilarak ugucu yaglarinin etkinligi ortaya konulmustur. Herhangi bir bakteri koloni
gelismesinin goriilmedigi petriler o yag veya ana bilesen i¢cin MIC degeri olarak

belirlenmistir.

B. Resazurin mikrotitrasyon assay testi (REMA): Bu kapsamda resazurin
sodyum tuzu (Sigma, R-2127) 0.1 mg/ml (w/v) oraninda steril distile su ig¢inde
hazirlanmis ve mavi-mor renkli bir stok solusyon elde edilmistir. Elde edilen solusyon
22 pum por c¢apl steril membran filtrelerle filtrasyondan gegirilerek steril cam tiipte +4
°C saklanmigtir. Klasik yontemle belirlemede oldugu gibi farkli konsantrasyonlarda
ucucu yag ve ana bilesenleri ile muamele edilen bakteri siispansiyonlar1 48 saat inkiibe
edilmistir. Farkli konsantrasyonlarla muamele edilmis her tlipten 180 pl bakteri
siispansiyonu alinarak steril eppendorf tiiplerine konulmus ve bu siispansiyonun iizerine
resazurin stok soliisyonundan alinan 200 pl ilave edildikten sonra (bu asamada ilave
edilen tiim tiipler mavi-mor renge doniismiistiir) 6 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibatorden cikartilan tiipler igerisinde baslangigta mavi-mor renk olan siispansiyonun
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pembe renge donmesi o tiiplerde bakteriyel gelisimin oldugunu, mavi-mor renkte kalan
siispansiyon ise herhangi bir bakteriyel gelisimin olmadigini gostermistir (Palomino ve
ark. 2002). S6z konusu ugucu yagin veya ana bilesenin MIC degerinin mavi-mor rengin
goriildiigii ilk tliplerdeki konsantrasyonun oldugu kabul edilmistir. Mavi-mor rengin
goriildigi ilk tiplerden alinan o6rnekler klasik mikro seyreltme testi ile de canliligin

olup olmadig1 agisindan desteklenmistir.

3.2.8. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tim in vitro denemelerinde her petri/eppendorf tiip 1 tekerriir ve her
konsantrasyon da 3 tekerriir olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore
kurulmus olup, deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir. Ol¢iim sonuglarina gére %
engelleme = (K,-Uy)/Ky) x 100 formiilii ile hesaplanmigtir. Ki=kontrol deki koloni sayisi;
Ui=uygulama sonucunda gelisen koloni sayisini ifade eder.

Elde edilen Ol¢ciim degerlerinde % engelleme oranlarina c¢evrilmeden SPSS
istatistik programi (SPSS Inc., versiyon 11.5.0) kullanilarak tek yonlii ANOVA ile
varyans analizi yapilmis ve Duncan’s ¢oklu karsilastirma testi (p<0.05) ile

konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar tespit edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Fungal ve Bakteriyel Hastahk Etmenlerinin izolasyon ve Teshisleri

Hatay ilinde fasulye yetistiriciliginin biiylik bir alani taze tiikketime yonelik olup,
klasik tarla yetistiriciliginin yan sira, 6zellikle Erzin ve Dortyol il¢elerinde turunggil
bahgeleri arasinda ara tarim olaraktan da yapilmaktadir. Calismalarda kullanilan ve
ugucu yaglarin antifungal etkinliklerinin test edildigi fungal etmenler S. rolfsii, R. solani
ve M. phaseolina hastalikli fasulye bitkilerinin kok, kok bogazi ve govdelerinden (Sekil
4.1) izole edildikten sonra PDA besi ortaminda gelisen kolonilerinin morfolojik
yapilara gore (Sekil 4.2) teshisleri yapilmis ve patojenisite testlemelerinden sonra
calismalarda kullanilmistir. Benzer sekilde bakteriyel etmenler de hastalikli bitkilerin
yaprak, gdvde ve meyvelerinden izole edildikten sonra yag asit profillerine gore
mikrobiyel teshis sistemi ile tanimlanmiglardir. Bakteriyel etmenlerin patojeniste
testlemeleri, Psp icin meyve lizerinde, Cff icin ise govde inokiilasyon teknigi

kullanilarak yapilmistir.
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Sekil 4.1. Hatay ili ve ilgelerinde ekimi yapilan fasulye bitkilerinde sorun olan toprak
kokenli fungal hastalik etmenlerince bitki kok ve gdvdelerinde (oklar)
olusturulan hastalik belirtileri (A, B ve C). D, Bakteriyel fasulye hale
yanikligi etmeni P. syringae pv. phaseolicola’nin fasulye meyvelerinde
olusturdugu tipik 1slaklik belirtileri (oklar)

Sekil 4.2. Hastalikli fasulye bitkilerinden izolae edilen toprak kokenli fungal hastalik
etmenlerinin (A, S. rolfsii; B, R. solani; C, M. phaseolina) PDA besi yerinde
olusturduklar1 koloni morfolojileri
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4.2. Bitki Ucucu Yaglar ve Genel Ozellikleri

Calismalarda kullanilan bitki ugucu yaglar1 Clevenger tipi alet yardimiyla buhar
distilasyon yontemi ile elde edilmis ve denemelerde kullanilmigtir. Ugucu yaglari
kullanilan bitkilerin yag verimleri ve ugucu yaglarin genel 6zellikleri Cizelge 4.1 de
verilmistir. Bitkiler i¢inde en yiiksek verim F.vulgare tohumlarindan elde edilmis olup,

bunu O. syriacum ve L. nobilis bitkileri takip etmistir.

Cizelge 4.1. Calismalarda kullanilan bitkiler ve ucucu yaglarinin genel 6zellikleri

cors .. 9 . Ucucu yagin
Bitki Kullanilan bitki kismi  Ucucu yagin rengi % verims*
O. syriacum Yaprak Koyu sari- turuncu 6.7b
L. nobilis Yaprak Acik sari 3,1a
F. vulgare Tohum Saydam beyaz 79c

* Kurutulmusg bitki materyalinden elde edilen toplam miktar (w/v). Yag verimi her birinde 100 gr kuru
bitki materyalinin kullanildigi 3 farkli ekstraksiyon sonucu elde edilen miktarin ortalamasidir. Siitun
icerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler yag verimleri arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli oldugunu gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.01)

4.3. Bitki Ucucu Yag ve Ana Bilesenlerinin Antifungal Etkinliklerinin Belirlenmesi

4.3.1. Bitki Ucucu Yaglarimin Misel Gelisimi Uzerine Degme Etkileri

Bu ¢alisma kapsaminda O. syriacum, L. nobilis ve F. vulgare bitkilerinden elde
edilen ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlarinin S. rolfsii, R. solani ve M. phaseolina
tizerine degme etkilerini belirlemek i¢in kontrol petrilerinde fungus kolonileri tamamen
petriyi kapladiginda ( 5 giin sonra) degerlendirme yapilmis ve sonuclar ¢izelge 4.2, 4.3

ve 4.4’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. O. syriacum ugucu yagmin degme fazinin PDA ortaminda fungal
etmenlerin misel gelisimi iizerine etkinligi

S. rolfsii R. solani M. phaseolina
Konsantrasyon* Misel gelisimi  Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik

(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 90.0 g** - 90.0 h - 90.0 g -
1 783 f 13.0 87.7h 3.0 80.8 f 10.2
2 59.7¢ 33.6 65.7¢g 2.7 653 ¢ 27.4
3 42.3d 53.0 59.3f 34.1 61.0¢ 322
4 28.0c 68.8 513e 43.0 51.0d 433
5 16.7b 81.4 33.0c 63.8 48.0d 46.6
6 0a 100 2130 76.3 30.0c 66.6
7 - Oa 100 153D 83.0
8 - - Oa 100

*Caligmalarda ugucu yag konsantrasyonlar1 asagidaki oranlarda kullanilmustir.

S. rolfsii i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 40, 80, 120, 160, 200, 240 ug/ml,

R. solani igin uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 20, 40, 60, 80, 120, 140, 160 pg/ml,

M. phaseolina i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 20, 40, 60, 80, 120, 160, 180, 200 pug/ml olarak
uygulanmustir.

** Siitunlar igerisindeki ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler, konsantrasyonlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gostermektedir. (Duncan’s Multiple Range Test, p<0.05)

-: Bu konsantrasyonda uygulama yapilmamistir

Cizelge 4.3. F. vulgare ug¢ucu yaginin degme fazinin PDA ortaminda fungal etmenlerin
misel gelisimi iizerine etkinligi

S. rolfsii R. solani M. phaseolina
Konsantrasyon* Misel gelisimi  Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik

(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 90.0 h** - 90.0 g - 90.01 -
1 72.0¢g 20.0 72.0 f 20.0 76.3 h 15.2
2 61.0f 32.2 65.0¢ 27.7 71.7¢g 20.3
3 45.0e 50.0 593e¢ 34.1 573 f 36.3
4 33.0d 63.3 48.3d 46.3 36.7¢ 59.2
5 22.7c 74.7 40.0c 55.5 29.7d 67.0
6 16.0b 82.2 23.7b 73.6 21.7 ¢ 75.8
7 0a 100 Oa 100 163 b 81.8
8 - - 0a 100

*Calismalarda ugucu yag konsantrasyonlar1 agsagidaki oranlarda kullanilmistir;

S. rolfsii i¢in uygulanan dozlar sirast ile: 0, 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280 pg/ml,

R. solani igin uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280 ug/ml,

M. phaseolina i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 40, 80, 120, 160, 200, 240, 280, 320 ug/ml olarak
uygulanmistir.

** Stitunlar igerisindeki ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler, konsantrasyonlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli oldugunu gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, p<0.05)

-: Bu konsantrasyonda uygulama yapilmamuistir.
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Cizelge 4.4. L. nobilis ugucu yagmin degme fazinin PDA ortaminda fungal etmenlerin
misel gelisimi iizerine etkinligi

S. rolfsii R. solani M. phaseolina
Konsantrasyon* Misel gelisimi  Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik

(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 90.0 h** - 90.0 h - 90.0 g -
1 813 ¢ 9.6 76.3 fg 15.2 77.6 13.7
2 653 f 27.4 74.3 f 17.4 60.1¢ 33.2
3 49.7 e 44.7 713 f 20.7 44.1d 51.0
4 43.0de 52.2 70 £ 222 21.8 ¢ 75.7
5 28.0 ¢ 68.8 61 ef 32.2 11.1b 87,6
6 14.7b 83.6 513e¢ 43.0 0a 100
7 0a 100 35.7d 60.3 -
8 - 21.1c 76.5 -
9 - 12.8b 85.7 -
10 - Oa 100 -

Caligmalarda ugucu yag konsantrasyonlari asagidaki oranlarda kullanilmigtir;

S. rolfsii i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 480, 640, 800, 960, 1120, 1280, 1440 pug/ml

R. solani i¢in uygulanan dozlar sirast ile: 0, 480, 640, 800, 960 1120, 1280, 1440, 1600, 1760, 1920
pg/ml

M. phaseolina i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 480, 960, 1440, 1920, 2400, 2880 pg/ml olarak
uygulanmustir.

** Siitunlar icerisindeki ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler, konsantrasyonlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli oldugunu gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, p<0.05)

-: Bu konsantrasyonda uygulama yapilmamaistir.

Cizelgelerde de goriilebilecegi gibi yaglarin artan konsantrasyonlarinda
funguslarin misel gelisimleri azalmistir. Kullanilan 3 fungal izolatin misel gelisimi
tizerine en yiiksek antifungal etkiyi O. syriacum ve F. vulgare bitkilerinden elde edilen
ugucu yaglarin gosterdigi ve L. nobilis bitkisinden elde edilen ugucu yagmn diger iki
ucucu yaga gdre daha az antifungal etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Ugucu yaglardan
O. syriacum yaginin S. rolfsii’yi 240 pg/ml, R. solani’yi 160 pg/ml ve M. phaseolina’y1
200 pg/ml, konsantrasyonlarda tamamen engelledigi belirlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil
4.2.). F. vulgare ugucu yaginin O. syriacum ugucu yagina yakin bir degerle S. rolfsii ve
R. solani’yi 280 pg/ml konsantrasyonda engellerken, M. phaseolina’yr 320 pg/ml
konsantrasyonda tamamen engelledigi belirlenmistir (Cizelge 4.3). L. nobilis ugucu
yagi, O. syriacum ve F. vulgare ugucu yagina kiyasla oldukga diisiik diizeyde etkinlik
gostermis, fungal etmenlerin misel gelisimlerini daha yiiksek konsantrasyonlarda

durdururabilmistir. Cizelge 4.4’de de goriilebilecegi gibi L. nobilis ugucu yagmin S.
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rolfsii’yi 1440 ug/ml, R. solani’yi 1920 pg/ml engellerken, M. phaseolina’y: oldukga
yliksek bir konsantrasyonda (2880 pg/ml) tamamen engelledigi belirlenmistir.

Daha o6nce yapilan pek c¢ok calismada da kekik tiirlerinin yaglarimin diger bitki
yaglarindan daha diisiik konsantrasyonlarda fitopatojen fungal ve bakteriyel etmenlere
kars1 antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Benjilali ve ark., 1984; Maiti ve
ark. 1984; Cakir ve Yegen ,1988; Charai ve ark., 1996; Sivropoulou ve ark., 1996;
Basim ve ark., 2000; Daferera ve ark., 2002; Abou-Jawdah ve ark. 2002; Cheng ve ark.
2005; Soylu ve ark, 2006; YeZhou, 2007).

Miiller-Riebau ve ark., (1995) yaptiklar1 ¢alismada, test edilen ugucu yaglarin
bazilarmin (S. fruticosa, L. nobilis, M. pulegium, ve E. camaldulensis) c¢alismada
kullanilan toprak kokenli funguslarin misel gelisimini engellemedigini veya ¢ok az
engelledigini, benzer sekilde sadece kekik tiirlerinin ugucu yaglarinin (T. spicata, S.
thymbra ve O. minitiflolium) test edilen funguslarin miselyal gelisimini genis Olgiide
engelledigini bildirmislerdir.Yapilmis olan bir bagka ¢alismada Mentha arvensis ugucu
yaginin M. phaseolina ve S.rolfsii’nin iginde bulundugu 8 fungus tiiriine fungistoksik
etki gosterdigini ve sentetik fungisitlerden daha etkili oldugunu belirlemislerdir (Kumar

ve ark. , 2002).

4.3.2. Bitki Ucucu Yaglarmin Misel Gelisimi Uzerine Buhar Etkileri

Bitki ugucu yaglarinin fungal misel gelisimi {izerine buhar etkilerinin
arastirtlmasina yonelik ¢alisma kapsaminda O. syriacum, F. vulgare ve L. nobilis’den
elde edilen ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlar1 boliim 3.2.6.2°de belirtildigi sekilde
uygulanmistir. Ugucu yaglarin buhar etkisini belirlemek i¢in yapilan denemelerde elde

edilen sonuclar Sekil 4.3 ile Cizelge 4.5, 4.6 ve 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.3. Rezene ugucu yagimin buhar fazina ait farkli konsantrasyonlarinin
(A) S. rolfsii, (B) R. solani ve (C) M. phaseolina etmenlerine karsi
gosterdigi antifungal etkinligi

Cizelge 4.5. O. syriacum ugucu yaginin buhar fazinin PDA ortaminda fungal etmenlerin
misel gelisimi izerine etkinligi

S. rolfsii R. solani M. phaseolina
Konsantrasyon* Misel gelisimi Etkinlik Misel gelisimi Etkinlik Misel gelisimi Etkinlik

(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 90.0 g** - 90.0d - 90.0 f -
1 773 f 14.1 90.0d - 733 e 18.5
2 63.7¢ 29.2 447 ¢ 50.3 37.3d 58.5
3 51.7d 42.5 23.7b 73.6 27.0 cd 70.0
4 383¢c 57.4 Oa 100 26.0c 71.1
5 21.0b 76.6 - 16.7 be 81,4
6 Oa 100 - 13.0b 85.5
7 - - Oa 100

*Caligmalarda ugucu yag konsantrasyonlar1 agagidaki oranlarda kullanilmistr;

S. rolfsii i¢in uygulanan dozlar sirast ile: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 pg/ml hava

R. solani i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 5, 10, 15, 20 pg/ml hava

M. phaseolina i¢in uygulanan dozlar sirast ile: 0, 5, 10, 15, 2 0, 25, 30, 35 pg/ml hava olarak
uygulanmigtir.

** Siitunlar igerisindeki ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler, konsantrasyonlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli oldugunu gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, p<0.05)

-: Bu konsantrasyonda uygulama yapilmamistir
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Cizelge 4.6. F. vulgare ugucu yaginin buhar fazinin PDA ortaminda fungal etmenlerin
misel gelisimi iizerine etkinligi

S. rolfsii R. solani M. phaseolina
Konsantrasyon* Misel gelisimi  Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik
(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 90.0 d** - 90.0d - 90.0 e -
1 89.7d 0.3 90.0 d - 853 ¢ 5.2
2 78.3d 13.0 42.0c¢ 53.3 59.3d 34.1
3 48.7 ¢ 45.8 243 b 73.0 393 ¢ 56.3
4 42.0¢ 53.3 Oa 100 25.0b 72.2
5 19.7b 78.1 - Oa 100
6 Oa 100 - -

*Caligmalarda ucucu yag konsantrasyonlar agagidaki oranlarda kullanilmistir;

S. rolfsii i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 ug/ml hava

R. solani i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 5, 10, 15, 20 pg/ml hava

M. phaseolina i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 40, 50, 60, 70, 80 pg/ml hava olarak uygulanmustir.
** Siitunlar igerisindeki ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler, konsantrasyonlar arasindaki farkin
istatistiksel olarak dnemli oldugunu gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, p<0.05)

-: bu konsantrasyonda uygulama yapilmamuistir.

Cizelge 4.7. L. nobilis ugucu yagimin buhar fazinin PDA ortaminda fungal etmenlerin
misel gelisimi iizerine etkinligi

S. rolfsii R. solani M. phaseolina
Konsantrasyon* Misel gelisimi Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik Misel gelisimi  Etkinlik

(mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 90.0 h** - 90.0 h - 90.0 j -
1 79.0 g 12.2 833¢g 7.4 85.1j 5.5
2 75.0 fg 16.6 57.0f 36.6 55.71 38.1
3 713 f 20.7 46.0 e 48.8 48.0 h 46.6
4 64.7 ¢ 28.1 33.3d 63 387¢ 57
5 41.3d 54.1 25.0¢ 72.2 343 fg 61.8
6 28.0c 68.8 23.0c¢ 74.4 32.0 ef 64.4
7 20.3b 77.4 13.0b 85.5 26.3 de 70.7
8 Oa 100 Oa 100 21.7 cd 75.8
9 - - 20.3 cd 77.4
10 - - 16.0 be 82.2
11 - - 133D 85.2
12 - - Oa 100

*Caligmalarda ucucu yag konsantrasyonlar1 agagidaki oranlarda kullanilmistr;

S. rolfsii i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 200 pg/ml hava

R.solani i¢in uygulanan dozlar sirast ile: 0, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 200 pg/ml hava

M. phaseolina i¢in uygulanan dozlar sirasi ile: 0, 32, 36, 44, 48, 52, 56, 60, 64, 68, 72, 76, 80 pg/ml hava

olarak uygulanmustir.
** Siitunlar igerisindeki ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler, konsantrasyonlar arasindaki farkin

istatistiksel olarak dnemli oldugunu gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, p<0.05)
-: Bu konsantrasyonda uygulama yapilmamaistir.



38

Cizelgelerdende (4.5- 4.7) goriilebilecegi gibi ugucu yaglarin konsantrasyonlarinin
artmasiyla funguslarin misel gelisimleri azalmistir. Degme fazinda elde edilen
sonuclarda oldugu gibi buhar fazlari bakimindan en yiiksek antifungal etkiyi gdsteren
ucucu yaglar O. syriacum ve F. vulgare bitkilerinden elde edilen yaglar olurken, L.
nobilis bitkisinden elde edilen ugucu yagin daha az etkili oldugu belirlenmistir. Ugucu
yaglarin buhar fazindaki patojen gelisimini durduran konsantrasyonlarinin, degme
fazinda kullanilan konsantrasyonlara gore daha diisikk oldugu belirlenmistir. O.
syriacum ugucu yaginmn S. rolfsii’yi 60 pg/ml, R. solani’yi 20 pg/ml ve M.
phaseolina’y1 35 pg/ml konsantrasyonlarda tamamen engelledigi belirlenmistir (Cizelge
4.5). F. vulgare ugucu yaginin O. syriacum ugucu yagina benzer degerlerle S. rolfsii ve
R. solani’yi (sirasi ile 60 ve 20 pg/ml konsantrasyonda) engellerken, M. phaseolina’y:
80 pg/ml konsantrasyonda tamamen engelledigi belirlenmistir (Sekil 4.3 ve Cizelge
4.6). L. nobilis ugucu yaginin buhar etkinligi degme etkinliginde oldugu sekilde O.
syriacum ve F. vulgare ugucu yagina kiyasla oldukea diisiik olmus ve fungal etmenlerin
misel gelisimlerini daha yliksek konsantrasyonlarda durdurabilmistir (Cizelge 4.7).
Cizelgede de goriilebilecegi gibi L. nobilis ugucu yagi S. rolfsii ve R. solani’yi 200
ug/ml engellerken, M. phaseolina’y1 nispeten ¢ok yiiksek bir konsantrasyonda (80.0
ng/ml) tamamen engelledigi belirlenmistir.

Cakir ve Yegen (1988), tarafindan yapilan ¢alismada F. moniliforme, R. solani, S.
sclerotiorum ve Phytophthora capsici ‘nin misel gelisimini tamamen engelleyen ugucu
yaglarin T. spicata, S. thymbra, L. nobilis ve M. spicata yaglari oldugunu ancak en
yuksek etkiyi benzer sekilde kekik tiirlerinin gosterdigini belirlemislerdir. Cakir (1992),
kekik tiirlerinden T. spicata ve S. thymbra ucgucu yaglarinin buhar etkisini arastirmak
icin yapmis oldugu denemelerde ugucu yagin her petriye verilen 0,1 ml’sinde S.
sclerotiorum ve test edilen diger funguslarin misel gelisimini tamamen durdurarak
fungisidal etki yaparken diger ugucu yaglarin funguslar iizerinde kekik tiirleri kadar
etkili olamadiklarini belirtmistir. Bitki ugucu yaglarinin funguslarin gelisimi {izerine
buhar etkileri ile ilgili bir baska ¢alismada okaliptus yaginin Pythium sp., S, rolfsii ve S.
sclerotiorum’un, defne yaginin R. solani ve S. sclerotiorum’un, sarimsak yaginin ise
sadece S. sclerotiorum’un misel gelisimini %100 oraninda engellemeyi basardigi, ancak
karabag kekik ugucu yaginin tiim patojenlere yiiksek etkinlik gosterdigi belirlenmistir

(Yonucu, 1997). Soylu ve ark. 2006), origanum ve rezene ucucu yaglarinin S.
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sclerotiorum’a karsi yiiksek diizeyde etkinlik gosterdigini ve benzer sekilde ugucu

yaglarin buhar fazinin degme fazina oranla daha etkili oldugunu belirlemislerdir.

4.3.3. Bitki Ucucu Yaglarmn Ana Bilesenlerin Misel Gelisimi Uzerine Degme
Etkileri

Bitki ugucu yaglarinin etkinligi ortaya konulduktan sonra yaglarin icerisinde en
yiiksek oranda bulunan kimyasal bilesenlerin antifungal etkinlikleri arastirilmistir.
Calismalarda ugucu yaglarin 6nemli ana bilesenleri ticari olarak temin edilmis olup, test
edilen patojenlere  kars1  farkli  konsantrasyonlarda  kullamilmustir.  Farkli
konsantrasyonlarda ugucu yag bilesenlerini iceren besi yerlerinde fungal gelisimler
Olciilerek, misel gelisimi durduran en diisik konsantrasyonlar belirlenmistir.

Calismalarda elde edilen sonuglar Cizelge 4.8’de sunulmustur.

Cizelge 4.8. Bitki Ucucu Yag Ana Bilesenlerinin Antifungal Etkinligi
Fungal etmenler ve engellenme oranlari (%)

Ana bilesenler ve dozlar* S. rolfsii R. solani M. phaseolina
Carvacrol 1x 100 43 62.2
Carvacrol 2x 100 100 100
Carvacrol 3x 100 100 100
trans-anethole 1x 90 20.7 20.3
trans-anethole 2x 100 85 46
trans-anethole 3x 100 100 78.8
1,8-cineole 1x 0 18.8 0
1,8-cineole 2x 14.1 67.8 13.7
1,8-cineole 3x 44.1 81 100

Konsantrasyonlar ana bilesenin test edildigi fungusa karst minimum engellemeyi saglayan
konsantrasyondaki oranlara gore ayarlanmis ve sirasi ile asagidaki oranlarda kullanilmustir;

* carvacrol konsantrasyonlari sirasi ile;

S. rolfsii i¢in: 190, 380, 570 pg/ml; R. solani i¢in: 130, 260, 390 ug/ml; M. phaseolina i¢in: 160,
320, 480 pg/ml olarak kullanilmustir.

* trans-anethole konsantrasyonlari sirasi ile;

S. rolfsii i¢in: 220, 440, 660 ug/ml; R. solani igin: 220, 440, 660 pg/ml; M. phaseolina igin: 260,
520, 780 pg/ml olarak kullanilmustir.

* 1,8 cineole konsantrasyonlari sirasi ile;

S. rolfsii i¢in: 500, 1000, 1500 ug/ml; R. solani igin: 670, 1350, 2010 ug/ml; M. phaseolina igin:
1000, 2000, 3000 pg/ml olarak kullanilmuistir.

-: Bu konsantrasyonda uygulama yapilmamastir.
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Denemelerde en etkili ugucu yag olarak belirledigimiz O. syriacum ugucu yaginin
ana bileseni carvacrol’iin tek basina kullanildiginda fungal etmenlerden S. rolfsii’yi
190ug/ml’ lik konsantrasyonda tamamen engellerken, R. solani’yi 260 pg/ml ve M.
phaseolina’y1 320ug/ml konsantrasyonlarinda engellemistir. F. vulgare ugucu yaginin
ana bileseni olan trans-anethole, carvacrole oranla daha yiiksek konsantrasyonlarda
etkinlik gostermistir. Trans-anethole tek basina kullanildiginda S. rolfsii’yi 440 pg/ml,
R. solani’yi 660 pg/ml’lik konsantrasyonlarda tamamen engellerken, M. phaseolina’y:
780 pg/ml’lik konsantrasyonunda %78.8 oraninda engellemistir. Ana bilesenler i¢inde
en disiik etkinlik ugucu yaglarda da oldugu gibi L. nobilis ugucu yagmnin ana bileseni
olan 1,8-cineole tarafindan gosterilmistir. 1,8-cineole tek basina kullanildiginda S.
rolfsiyi  1500pg/ml  konsantrasyonunda %44.1, R. solani’yi 2010 pg/ml
konsantrasyonunda %81 ve, M. phaseolina’yt 3000 pg/ml gibi olduk¢a yiiksek
konsantrasyonda tamamen engellemistir.

Sonuglara bakildiginda test edilen ana bilesenlerden carvacrol’iin S. rolfsii’ye
kars1 antifungal etki gosterdigi konsantrasyonun (190 pg/ml) patojeni engelleyen
origanum ucucu yag konsantrasyonunda (240 pg/ml) bulunus oraninda engellemesi, S.
rolfsii’ye kars1 gosterilen antifungal etkinlikten carvacrol’iin sorumlu oldugunu ortaya
koymustur. Ayni bilesigin R. solani ve M. phaseolina karsi ise daha yiiksek
konsantrsayonlarda etkinlik gostermesi bu etmenlere karsi carvacrol’iin antifungal
etkinlikten tek basina sorumlu bilesen olmadigini gostermistir.

Diger ana bilesenler olan trans-anethole ve 1,8-cineole’lin antifungal etkinlik
gosterdikleri konsantrasyonlarinin, ugucu yaglarin fungal etmenleri engelleyen
konsantrasyonlarindaki bulunus oranlarindan yiiksek olmasi, bu bilesenlerin etmenlere
kars1 antifungal etkinlikten tek basina sorumlu olmadiklarini1 géstermistir. Bu durum ana
bilesenlerin, ugucu yaglarin igerisinde bulunan diger bilesenlerle sinerjik etkide
bulunuyor olabileceklerini ortaya koymustur.

Daouk ve ark. (1995) yaptiklar1 ¢alismada, O. syriacum L.’nin GC kullanilarak
ucucu yaginin icerigini carvacrol ve thymol olarak tanimlamiglar, Origanum yaginin,
Penicillium spp., Aspergillus niger ve Fusarium oxysporum’a kars1 giiglii engelleyici
etki gosterdigini bildirmislerdir. Yapilan bir baska ¢alismada, Salvia pomifera subsp.
calycina, S. fruticosa, S. thymbra ve O. onites gibi Yunanistan’da yabani olarak yetisen

bitkilerin ugucu yaglar1 ve bilesenlerinden olan carvacrol, camphor ve 1,8- cineole’un
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antifungal etkileri arasinda bitki, hayvan ve insan patojeni olan 13 fungus tiirline kars1
denemislerdir. En yiiksek ve en genis etkinligi olanlarin carvacrol igeren O. onites ve
T. spicata ugucu yaglar1 oldugunu bulmuslardir. Denenen bilesenler arasinda en yiiksek
antifungal etkiyi benzer sekilde carvacrol ve en diisiik etkiyi 1,8-cineole gostermistir

(Sokovic ve ark. 2002).

4.4. Bitki Ucucu Yag ve Ana Bilesenlerinin Antibakteriyel Etkileri

Bitki ugucu yaglarinin antibakteriyel etkinligi 2 farkli yontemle arastirilmistir.
Oncelikle Agar disk difiizyon yontemi ile ugucu yaglarin antibakteriyel 6zelliginin
bulunup bulunmadig1 ve varsa siddetlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Diger yontem
olan mikro seyreltme yontemi ile bitki ugucu yaglar1 ve ana bilesenlerinin test edildigi
bakteriyel etmeni engelleyen en diisiikk konsantrasyonunun (minimum inhibisyon

konsantrasyonu) bulunmasi hedeflenmistir.

4.4.1. Bitki Ucucu Yaglarinin Antibakteriyel Etkileri

4.4.1.1. Agar Disk Difiizyon Yontemi

Agar disk diflizyon yonteminde 10 pl bitki ugucu yaginin emdirildigi steril filtre
kagitlarindan hazirlanan diskler onceden bakteri siispansiyonu ile bulastirilmis petri
kaplarinin ortasina yerlestirilip petri kapagi kapatilmis ve parafilm ile g¢evrilmistir.
Uygulama yapilan petriler 48, 72 ve 96 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Kagit
disklerin etrafinda olusan engelleme bdlgelerinin (Sekil 4.4) capt Olgiilerek ucucu
yaglarin antibakteriyel etkinligi belirlenmistir (Cizelge 4.9). Kontrol olarak steril su ve 2

farkli antibiyotik (tetracycline ve rifampicin 100 pg/ml konsantrasyonda) kullanilmistir.
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Sekil 4.4. L. nobilis ve O. syriacum ugucu yaglarinin bakteriyel etmenlerden P. syringae
pv. phaseolicola (A) ve C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (B) kars1 agar
disk difiisyon testi ile antibakteriyel etkinliginin belirlenmesi. Kagit disk
etrafinda olusan bakteri engellenme bolgesi ok ile gosterilmistir

Cizelge 4.9. Bitki Ucucu Yaglarmin Bakteriyel Hastalik Etmenlerine Karsi
Antibakteriyel Etkinligi*

Bakteriyel etmenler ve gozlenen engellenme alanlar1 (mm)

Uygulamalar Psp Cff

O. syriacum 10.1b 37.0d
L. nobilis 6.0a 10.0a
F.vulgare 6.2a 12.1a
Tetracyclin (100pg/ml) 223¢c 346¢
Rifampisin (100pug/ml) 11.9b 20.1b

* Antibakteriyel etkinlik agar disk difiisyon yontemi ile belirlenmistir. 10 pl ugucu yag emdirilmis steril
filtre kagidi (6 mm) 6nceden bakteri siispansiyonu yayilmis petrilerin ortasina yerlestirilmis ve 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Filtre kagidi etrafinda ortaya ¢ikan engelleme bolgesinin ¢api (kagit disk dahil)
Olgtilmiistir. Elde edilen degerler 5 farkli petri kutusunda dlgiilen engellenme bdlgelerin ¢apinin (mm)
ortalamasidir.

**Aym satir veya siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiigiik veya biiyiik
harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple
Range Test, P<0.01).

Elde edilen sonuglara gore, kullanilan yaglar igerisinde O. syriacum ugucu yagi,
test edilen her iki patojene karsi en yiiksek antibakteriyel etkinlige sahip olan yag
olmustur. Bunu sirasiyla F. vulgare ve L. nobilis ugucu yaglari takip etmistir. Bakteriler
arasinda ugucu yaglara kars1 gram-pozitif Cff’in gram-negatif Psp’e gore daha duyarl
(engellenme bolgesi en biiyiik) oldugu belirlenmistir. S6z konusu engellenme bolgeleri

daha sonra sivi besi ortamina ilave edilmis ve 48 saat sonra sivi besi ortamlarda
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herhangi bir bakteriyel gelisme gézlenmemistir. Bu durum ugucu yaglarin antibakteriyel
Ozelliginin bakteriyostatik (gegi¢i etkinlik) etkinlikten ziyade bakteriyosidal (kalict
etkinlik) etkinliginden kaynaklandigini gostermistir. Vasinauskiene, (2006) tarafindan
yapilmis olan bir ¢aligmada O. vulgare, Acorus calamus, Carum carvi, M. piperita,
Achillea millefolium A. filipendulina, A.cartilaginea gibi tibbi ve aromatik bitkilerden
elde edilen ugucu yaglar, bitki hastaliklarinin miicadelesinde alternatif miicadele
olanaklar1 olusturmasi sebebiyle, patojenik bakterilerin gelisimine etkileri yoniinden
denemeye alinmistir. Ugucu yaglarin engelleyici 6zelliklerinin belirlenmesinde disk-
difizyon metodu kullanilarak yapilan in vitro denemeleri sonucunda O. vulgare’den elde
edilen ugucu yagin patojenik bakterilere kars1 gii¢lii bir engelleyici 6zellikte oldugu
goriilmiistiir. Bazi  Pseudomonas spp. tiirlerine ve Erwinia carotovora subsp.

carotovora’ya ise zayif bir antibakteriyel 6zellik gosterdigi saptanmustir.

4.4.1.2. Mikro Seyreltme Yontemi

Mikro seyreltme yontemi ile bitki ugucu yaginin test edildigi bakteriyel etmeni
engelleyen en diisilk konsantrasyonunun (minimum inhibisyon konsantrasyonu)
belirlenmesi amaclanmistir. Farkli konsantrasyonlarda ucucu yag iceren bakteri
siispansiyonlart 26 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmig ve buradan alinan 100 pl
bakteri siispansiyonu yayildiklari petri kabinda 26 °C’de 48 saat tekrar inkiibasyona
birakilarak ucucu yaglarin bakterilerin populasyon gelisimi {izerine olan antibakteriyel
potansiyelleri gerek REMA gerekse petriye klasik ekim yontemleri ile belirlenmistir
(Sekil 4.1). Calismalarda elde edilen sonuclar Cizelge 4.10 de sunulmustur.

Mikro seyreltme yonteminden elde edilen sonuglar agar disk diflizyon testinde
elde edilen sonuglar1 desteklemistir. Agar disk difiisyon testinde en kiigiik engelleme
bolgesi olusturan ugucu yagin mikro seyreltme yonteminde MIC konsantrasyon
degerlerinin en yiiksek miktarda oldugu belirlenmistir. Mikro seyreltme testindeki
konsantrasyonlara bakildiginda gram-pozitif Cff, gram-negatif Psp gore daha diisiik
dozlarda engellenebilmistir. Psp’e karst en yiiksek antibakteriyel etkiyi O. syriacum
bitkilerinden elde edilen yag goéstermis, bu yagin etkinligini sirasiyla F.vulgare ve L.
nobilis bitkisinden elde edilen ugucu yaglart izlemistir. Ugucu yaglarin Psp’e karst

gosterdigi antibakteriyel etkinlikleri, Cff’’de farklilik gosterdigi belirlenmistir. O.
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syriacum ugucu yagi Psp’de oldugu gibi Cff’’ye karsida benzer sekilde en yiiksek etkiyi
gosterirken, L. nobilis ugucu yag1 F.vulgare ugucu yagina kiyasla daha etkili olmustur.
O. syriacum ugucu yagi test edildigi Cff ve Psp etmenlerine karsi L. nobilis ve F.
vulgare ugucu yaglarina kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda (siras1 ile 0.5 ve 2.5
mg/ml) antibakteriyel etkinlik gostermistir F.vulgare ve L. nobilis ugucu yaglari ise test
edildigi her iki bakteriyel etmeni daha yiiksek konsantrasyonlarda (siras1 ile 60 ve 400
mg/ml) antibakteriyel etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

Kontrol 0.5 mg/ml

1.0 mg/ml 25 mg/ml

Sekil 4.5. O. syriacum ugucu yagmin Psp (A) ve Cff (B) etmenlerine karsi farkli
konsantrasyonlarda gdstermis oldugu antibakteriyel etkinliginin Resazurin
mikrotitrasyon assay testi (REMA) ile belirlenmesi. Pembe renk bakteriyel
gelismenin  (canl) varhi@im gosterirken, mavi-mor renk bakteriyel
gelismenin olmadigimi (6li) gostermektedir. C, Klasik petri yayma yontemi
ile REMA testinde kullanilan tiiplerden elde edilen sonuglarin (bakterilerin
canlilik durumlarinin) teyit edilmesini gdstermektedir.
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Cizelge 4.10. Ugucu Yaglarin Bakteriyel Gelisimlerini Engelleyen Minimum Engelleme
Konsantrasyonlar1 (MIC)

Bakteriyel Etmenler

Ucgucu Yaglar

Psp Cff
O. syriacum 2.5 mg/ml 0.5 mg/ml
F.vulgare 300 mg/ml 175 mg/ml
L. nobilis 400 mg/ml 60 mg/ml

Benzer sekilde Lamiaceae familyasina dahil olan kekik ve origanum yaglarinin
diger yaglara oranla daha yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu yapilan pek ¢ok
calismada da bildirilmistir (Knobloch ve ark., 1989; Karamanoli ve ark., 2000; Ezzat,
2001; Nagaraj ve ark., 2001; Bouzouita ve ark., 2003; Daferera ve ark., 2003; Thakare
ve ark., 2003; Baydar ve ark., 2004; Horvath ve ark., 2004; Nguefack ve ark., 2005;
Soylu ve ark., 2003). Basim ve ark. (2000), T. spicata ugucu yagmin buhar etkisinin
bazi bakteriler {izerindeki antimikrobiyal etkinligini arastirdiklar1 calismada,
Agrobacterium tumefaciens, Clavibacter michiganensis subsp. michiganesis, Erwinia
caratovora, E. amylovora, Pss ve Xanthomonas axonopodis i¢in minimum bakterisidal
konsantrasyonlarinin sirasiyla 98, 91, 569, 59, 684 ve 41 pg /ml oldugunu
bildirmislerdir. Ulkemizde farkli bdlgelerden toplanan O. syriacum, L. stoechas var.
stoechas ve F. vulgare bitkilerine ait bitki ugucu yaglarinin kimyasal kompozisyonu ve
baz1 gida, insan ve bitki patojeni bakteriyel hastalik etmenlerine karsi antimikrobiyal
etkinligi birkag¢ arastirmada ¢alisilmistir (Dadalioglu ve Evrendilek, 2003; Tepe ve ark.,
2004). Soylu ve ark. (2003), L. stoechas var. stoechas bitki ugucu yaginin fasulye hale
yaniklik etmeni P.s.pv. phaseolicola’ya karsi antibakteriyel etkinlikte bulundugunu
fakat etkinligin Lamiaceae familyasina dahil olan biberiye (R. officinalis), kekik (T.
spicata) ve origanum (O. onites) gibi bitkilerden elde edilen ugucu yaglarla
kiyaslandiginda diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Patojenler arasinda en duyarli bakteriyel etmeni gram-pozitif etmen Cff olurken,
en dayanikli etmen gram-negatif Psp olmustur. Benzer sekilde gida patojeni olan Gram
pozitif bakteriyel etmenlerde de duyarliligin fazla oldugu bildirilmistir (Chao ve ark.,
2000; Del Campo ve ark., 2000; Ezzeddine ve ark., 2001; Bouzouita ve ark., 2005;
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Grierson ve Afolayan 2005; Iacobellis ve ark., 2005; Lopez ve ark., 2005; Santoyo ve
ark., 2005). Cox ve ark (2000), cay agact (Melaleuca alternifolia) yapragindan elde
ettikleri ugucu yaglarin antibakteriyel etkinligini Gram-negatif (Escherichia coli) ve
Gram-pozitif (Staphylococcus aureus) bakterilerle Candida albicans’a karsi test
ettikleri ¢alismalarda, bitki ugucu yagmin antibakteriyel ve antifungal etkinliginin
mikroorganizmalarin hiicre membran yapisinin gecirgenligini bozarak kimyasal
ozmotik dengesini degistirdigini, bdylece hiicre Oliimlerine neden oldugunu
bildirmislerdir.

Vaara (1992)’ye gore gram-negatif bakterilerin ugucu yaglara kars1 diisiik diizeyde
duyarlilik gostermesinin nedeninin bu tip bakterilerin hiicre duvarlarinin dis kisminda
yer alan kompleks yapiya sahip bir mebranin varligindan kaynaklandigi, bu membranin
ucucu yaglar gibi hidrofobik yapidaki bilesiklerin gerek bu membranin porlarindan
gerekse sahip olduklar lipopolisakkaridlerden hiicre sitoplazmasi igerisine difiize
olmasmi engellemesi sonucu etkinliklerinin diisiik olmasina neden oldugunu
bildirmistir.

Nguefack ve ark. (2005), bes bitkiden elde ettikleri ugucu yaglardan Ocimum
gratissimum ve T. vulgaris’ in tohum kdokenli fitopatojen bakteriyel hastalik
etmenlerinden Acidovorax avenae subsp. avenue, Burkloderia glumae, B. plantarii,
Xanthomonas oryzae pv. oryzae ve X. oryzae pv. orizicola’ya karsi daha etkili oldugunu
belirlemiglerdir. Ozturk, (2007) tarafindan yapilmis olan bir ¢alismada, Tiirkiye’nin
dogusunda yetisen Ziziphora clinopodioides Lam.bitkisinden elde edilen ugucu yag ve
methanol ekstrakti antibakteriyel etkisinin belirlenebilmesi i¢in yapilan denemeler
sonucunda, Acidovorax facilis, Bacillus flexus, Bacillus spp., Bacillus sphaericus,
Brevibacillus brevis, Corynebacterium ammoniagenes, Enterobacter sakazakii, Erwinia
carotovora carotovora, Moraxella catarrhalis and Xanthomonas arboricola’ nin
engellendigini bildirmistir. Diger bir ¢alismada ise Laouer ve ark. (2003), Ammoides
pusilla bitkisinden elde ettikleri ugucu yagin aralarinda fitopatojen bakteriyel
etmenlerden Pss ve P.S syringae pv. mosprunorum’ un da bulundugu birgok bakteriyel,
fungal ve maya patojenlerine kars1 test ettikleri calismalarinda ugucu yagin kullanilan
tim patojenlere karsi antifungal ve antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu

bildirmislerdir.
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4.4.2. Bitki Ucucu Yaglarinin Ana Bilesenlerinin Antibakteriyel Etkinlikleri

(Calismalarda ugucu yaglarin 6nemli ana bilesenleri ticari olarak temin edilmis
olup, test edilen patojenlere karst (i) minimum engelleme yaptiklar
konsantrasyonlardaki bulunma orani (1x), bu oranin (ii) iki (2x) ve (@ii) ¢ (3x) kat1
dozlarda olmak iizere 3 farkli dozlarda kullanmilmistir. Farkli dozlarda ugucu yag
bilesenlerini igeren bakteri silispansiyonlardaki bakteri populasyonlari daha once
belirtildigi gibi mikro seyreltme yontemiyle belirlenmistir. Benzer sekilde REMA testi
ile de, uygulama yapilmis eppendorf tiiplerinden alinan drneklerdeki populayon durumu
tiiplerdeki renk degisimleri (Sekil 4.2) izlenerek petride elde edilen sonuglarla

karsilagtirilmistir. Caligmalardan elde edilen sonuclar Cizelge 4.11 de sunulmustur.

“Pip / 1,3-Cincote

Sekil 4.6. Bitki ucucu yaglarin ana bilesenlerinden carvacrol (A) ve 1,8-cineole’lin (B)
Psp etmenine karsi farkli konsantrasyonlarda (1x, 2x ve 3x) gostermis
oldugu antibakteriyel etkinliginin Resazurin mikrotitrasyon assay testi
(REMA) ile belirlenmesi. Pembe renk bakteriyel gelismenin (canli) varligini
gosterirken, mavi-mor renk bakteriyel gelismenin olmadigin1 (6lii)
gostermektedir. C ve D, Klasik petri yayma yontemi ile REMA testinde
kullanilan tiiplerden elde edilen sonuglarin (bakterilerin canlilik
durumlarinin) teyit edilmesini géstermektedir
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Sonuglara gore F. vulgare ugucu yaginin ana bileseni olan trans-anethole’lin her
iki bakteri izolatint mikro seyreltme yontemi ile belirlenen minimum engelledigi
konsantrasyonun (1x) yani sira diger 2 dozda da (2x ve 3x) engellemeyi basaramamustir.
Bu durumda rezene ugucu yagdaki ana bilesen trans-anethole bilesenin bakteriyel
etmenlere kars1 gosterilen antibakteriyel etkinlikten tek bagsina sorumlu bilesen
olmadigimn1 gostermektedir. Muhtemelen rezene ucucu yagin gostermis oldugu
antibakteriyel etkinlikte trans-anethole’lin ug¢ucu yagda daha diisiik konsantrasyonlarda
bulunan diger bilesenlerle sinerjik etkilesime giderek bakteri gelisimini engelledigi
distiniilmektedir.

L. nobilis ugucu yaginin ana bileseni 1,8-cincole Psp izolatinin populasyon
gelisimini kontroldeki gelisime oranla 6nemli diizeyde engellenmis olsa da (%72.1
oraninda), kullanilan 3 dozda da tamamen engellenme tespit edilmemistir. Ayn1 bilesen
Psp’deki etkinliginin aksine Cff izolatinin populasyon gelisimini, mikro seyreltme
yontemi ile belirlenen minimum engelledigi konsantrasyonda (1x) engelledigi
belirlenmigtir.  Elde edilen sonuglara bakildiginda 1,8-cineole’iin tek basina Psp
izolatin1 engelleyen ana bilesen olmadigini trans-anethole’ de oldugu gibi diger
bilesenlerle sinerjik etkilesimde bulundugunu gostermektedir. Diger yandan, 1,8-
cineole’iin tek basia Cff izolatinin engellemis olmasi ise bu izolata karsi antibakteriyel
etkinlikten sorumlu bilesik oldugunu goriilmektedir.

Denemelerde en etkili ugucu yag olarak belirledigimiz O. syriacum ugucu yaginin
en onemli bileseni carvacrol’lin antibakteriyel etkinliginin belirlendigi ¢caligmalarda da
en etkili ana bilesen oldugu tespit edilmistir. Carvacrol tek bagina kullanildiginda her iki
etmenin populasyon gelisimini, mikro seyreltme yontemi ile belirlenen minimum

engelledigi konsantrasyonda bulundugu oranda (1x) tamamen engellemistir.
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Cizelge 4.11. Bitki Ucgucu Yag Ana Bilesenlerinin Farkli Konsantrasyonlarinin
Fasulyede Sorun Bakteriyel Hastalik Etmenlerine Kars1 Antibakteriyel

Etkinligi
Bakteriyel etmenler ve %engellenme
Ana bilesenler ve dozlar’ Psp Cff
Carvacrol 1x 100 100
Carvacrol 2x 100 100
Carvacrol 3x 100 100
trans-anethole 1x 1.3 4.5
trans-anethole 2x 4.2 7.2
trans-anethole 3x 6.3 11.2
1,8 cineole 1x 5.4 100
1,8 cineole 2x 27.6 100
1,8 cineole 3x 72.1 100

* Dozlar ana bilesenin test edildigi bakteriye karsi minimum engellemeyi saglayan dozdaki
oran(1x), iki (2x) ve 3 kat1 (3x) olmak iizere kullanilmigtir.

** Antibakteriyel etkinlik mikro seyreltme yontemi ile belirlenmistir. Farkli dozlarda ugucu yag
bilesenleri igeren bakteri siispansiyonlar1 48 saat inkiibasyona birakilmis ve buradan alinan 100
ul siispansiyon yayildiklari petri kabinda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen degerler
5 farkl petri kutusunda gelisen bakteri kolonilerinin logaritmik degerlerinin ortalamasi olup, %
engelleme= (Ky-Uy)/Ky) x 100 formiilii ile hesaplanmistir. Ky=kontrol deki koloni sayisi;
Ui=uygulama sonucunda gelisen koloni sayisini ifade eder. Deneme 2 farkli zamanda tekrar
edilmistir.

Aynui siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kii¢iik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gésterir (Duncan’s Multiple Range Test,
P<0.01).

Ozetle ¢alismalarda kullanilan 3 farkli ucucu yaginda bulunan ana bilesenler
icerisinde en yiiksek bulunma oranina sahip 3 farkli ana bilesikler arasinda en yiiksek
antibakteriyel etkinlik, origanum ugucu yaginin ana bileseni olan carvacrol tarafindan
gosterilmistir. Her ne kadar test edildigi bakteri tiirline gore degisiklik gdsterse de
carvacrol’l 1,8-cineole izlemistir. Rezene ugucu yaginin ana bileseni trans-anethole’lin
ise etkinliginin ¢ok diisiik oldugu belirlenmistir.

(Calismalarda kullanilan bitki ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri ile antibakteriyel
potansiyellerinin belirlendigi arastirma sonuglarina bakildiginda s6z konusu bitki ugucu
yaglarin antibakteriyel potansiyellerinin igerilerinde yiiksek diizeyde bulunan carvacrol
gibi phenoliklerler ve terpen’lerden kaynaklandigi diistiniilmektedir. S6z konusu ana

bilesiklerden olan carvacrol (Sivropoulou ve ark., 1996; Aligiannis ve ark., 2001;
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Lambert ve ark., 2001; Salgueiro ve ark., 2002; Edris ve Farrag, 2003; Azaz ve ark.,
2005; Chami ve ark., 2005; Faleiro ve ark., 2005)’{in farkl1 bakteriyel ve fungal hastalik
etmenlerine karsi antimikrobiyal etkinlikleri 6nceden yapilan ¢alismalarla ortaya
konulmustur. Nostro ve ark. (2004) origanum yaginin yani sira ana bilesenlerinden
carvacrol ve thymol’iin antibiyotige dayanikli bir¢ok insan patojeni bakteriyel etmene
kars1 oldukca yliksek diizeyde antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir.
Bitki ugucu yag ve ana bilesenlerinin bakteri hiicrelerinin morofolojik yapilarinda
onemli diizeylerde bozulmalara neden olduklar1 yapilan elektron mikroskobu c¢aligsmlari
ile de teyit edilmistir (Bennis ve ark., 2003).

Ucucu yaglarin igerisinde ana bilesen olarak yer alan (carvacrol, camphor, 1,8-
cineole ve trans-anethole gibi) kimyasallarin baz1 patojenlere kars1 dogrudan
antimikrobiyal etkenlikten sorumlu etken olmadigi, bunlarin yag igerisinde daha diisiik
oranlarda bulunan diger kimyasal bilesenlerle (y-terpinene, linalool vb.) sinerjik etkiye
girerek test edildikleri mikroorganizmalara kars1 etkinlik gosterdikleri yapilan onceki
calismalarda da bildirilmistir (Hinou ve ark., 1989; Zakarya ve ark., 1993; Sivropoulou
ve ark., 1996; Chalchat ve ark., 1997; Cimanga ve ark., 2002; Grierson ve Afolayan,
2005; Cha, 2005; Santoyo ve ark., 2005). Cimanga ve ark. (2002) ile Zakarya ve ark.
(1993) iki farkli Eucalyptus tiiriinde ana bilesen olarak yer alan 1,8-cineole ve a-pinene
her iki bitki yaginda da ayni oranda bulunmasina ragmen, bu yaglarin test edildigi ayni
bakteri tiiriine karst Onemli diizeyde antibakteriyel etkinlikte bulunduklarini
bildirmislerdir.

Aragtiricilar antibakteriyel etkinlikte gézlenen bu farkliligin her iki yagin kimyasal
bilesenlerinde tespit edilen fakat diisiik oranlarda yer alan farkli kimyasal bilesiklerden
kaynaklanmig olabilecegini bildirmislerdir. Hocine ve ark. (2003) Ammoides pusilla
isimli bitkiden elde edilen ugucu yagin ana bilesenlerinden biri olan y-terpinene’nin test
edilen insan patojeni, bakteriyel ve fungal hastalik etmenlerine (Serratia marcescens,
Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Klebsilla pneumontae, Pseudomonas syringae pv. syringae, Pseudomonas
syringae pv. mosprunorum, Aspergillus niger, Candida albicans) karsi tek basina veya
sinerjik olarak antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmistir. S6zkonusu bilesenlerin
fitopatojen hastalik etmeni olan Botrytis cinerea’ya karsida tek basina veya sinerjik

olarak antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmistir (Wilson ve ark. 1997). Adam ve
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ark. (1998) Origanum vulgare ve Lavandula angustifolia bitki ugucu yaglarinin ana
bilesenleri olan carvacrol, linalool, 1,8—cineole, camphor ve a-terpinene bilesenlerinin
antifungal etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda carvacrol disinda diger bilesenlerin
tek baglarma kullanildiginda oldukc¢a diisikk oranda antifungal 6zellik gosterdigini

bildirmislerdir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu calisma ile Hatay ilinde dogal olarak yetisen tibbi bitkilerden Suriye
kekigi (O. syriacum), rezene (F. vulgare) ve defne (Laurus nobilis) bitkilerinden elde
edilen ugucu yag ve bu yaglarin ana bilesenlerinin (carvacrol, trans-anethole ve 1,8-
cineole) fasulye bakteriyel hastalik etmenleri Psp ve Cff ile toprak kokenli fungal
hastalik etmelerinden Sclerotinia rolfsii, R. solani ve M. phaseolina’ya kars1 kimyasal
miicadeleye alternatif bir yontem olarak yararlanabilme olanaklari in vitro kosullarinda
arastirilmis ve sonugta bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin ve bu yaglarda en yiiksek
diizeyde bulunan ana bilesenlerinin test edildikleri bakteri ve fungal etmenlerinin
gelisimi lizerine etkinlikleri ortaya konulmustur. Origanum ugucu yagi ve ana bileseni
olan carvacrol’iin defne ve rezene ugucu yagina gore daha diigiik konsantrasyonlarda
etkinlik gosterdigi belirlenmistir.

Bitki ugucu yaglarinin antifungal etkinliinin arastirildigi ¢alismada, bitkilerden
elde edilen ugucu yaglarin buhar ve degme etkilerinin fungus misellerinin gelisimi
tizerine etkinlikleri incelenmis olup elde edilen sonuglara gore ugucu yaglarin buhar
fazinin degme fazine gore daha etkili oldugu belirlenmistir.

Agar disk difiisyon testi ucucu yaglara karsi en duyarli bakteriyel etmenin Gram
pozitif bakteri olan Cff nin oldugu belirlenmistir. Yaglar i¢cinde origanum ugucu yaginin
defne ve rezene ugucu yagina oranla daha yiiksek diizeyde antibaketriyel etkinlik
gosterdigi belirlenmistir. Ugucu yaglarin ana bilesenlerin test edildigi bakteri izolatlara
kars1 gosterdigi antibakteriyel etkinliklerine bakildiginda carvacrol’lin origanum ugucu
yaginin etmenlere karsi gostermis oldugu antibakteriyel etkinlikten sorumlu bilesik
oldugu; defne ugucu yaginin ana bileseni olan 1,8-cineole’lin Cff’e kars1 antibakteriyel
etkinlikten sorumlu bilesen olurken, Psp’ya karsi tek basina sorumlu etkin bilesen
olmadig1; rezene ugucu yaginin ana bileseni olan trans-anethole’in ise her iki bakteri
izolatina kars1t ugucu yagin gostermis oldugu antibakteriyel etkinlikten sorumlu ana
bilesen olmadig1 belirlenmistir.

Bu durum 1,8-cineole ve trans-anethole’iin etkinligini gosteremedigi izolatlara kars1
antibakteriyel etkinlikten 1. derecede sorumlu bilesen olmadigin1 gostermektedir. Bazi
bitki ugucu yaglarmin ana bilesenlerinin yagda bulunduklar1 orana gore belirlenen

konsantrasyonlarda antibakteriyel etkinlik gostermemesinin nedeni yagin igerisinde
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diisiik oranda bulunan diger bilesenlerin eksikliginden kaynaklanabilir. Benzer sekilde
sonuglar daha oOnceden farkli bitki ugucu yaglar1 ile yapilan ¢alismalarda da
bildirilmistir

Ozetle, denemelerde kullanmis olan ugucu yaglarin test edilen tohum kokenli bitki
bakteriyel etmenlerin yan1 sira toprak kokenli fungal hastalik etmenleri lizerinde etkili
oldugu agikga gorilmektedir. Bu yaglardan 6zellikle O. syriacum ugucu yagmin ve bu
yagin ana bileseni olan carvacrol’iin patojenlerin gelisimi iizerine etkileri olduk¢a iimit
vericidir. Bitki ugucu yaglarin uygulmaya aktarilmasi i¢in bazi ¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Ozellikle tohum kokenli bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 uygulanan
sicak suya daldirma yonteminde sicak suyun tohum c¢imlenm kapasitesi iizerine olan
olumsuz etkinligi, suyun sicakligini diisiirlip igerisine ugucu yaglarin eklenmesi ile
giderilebilecegi diisiiniilmektedir. Diger uygulama sekli ugucu yaglarin suda
¢Oziinirliiginii saglayip, damla sulama ile bitkilerin koklerine verilmesi ile toprak
kokenli fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karsi miicadelede kullanilabilir.
Benzer sekilde oOzellikle solarizasyon calismalarinda topraga verilmesi ile gerek
fitopatojen bakteriyel ve fungal etmenlere, gerekse nematod ve yabanci ot tohumlari
tizerine olan etkinligi arastirilabilir.

Aragtirmamizda kullanilan bitkilere benzer bitkilerin de patojenler iizerinde
antimikrobiyal etkinliginin olabilecegi ihtimali {izerinde durulup, antimikrobiyal
etkinligi olabilmesi muhtemel diger bitkilerin arastirilmasit konusunda daha kapsamli
aragtirmalar yapilabilir. Bu bitkilerden elde edilecek ugucu yag ve ekstraktlarin dogal
dengeye =zarar vermemesi nedeniyle yapilacak preparat ¢alismalart sonucunda
gelistirilen formiilasyonlarin zirai ilaglarin yerine kullanilabilecegi kuvvetli ihtimaldir.
In vitro etkinligini arastirdigimiz bitki ugucu yaglarinin yukarda belirtilen in vivo
denemeleri yapilarak ugucu yaglarin tarla ve sera kosullarindaki etkinliklerinin
aragtirilmast bu konuda yapilan c¢alismalarin gelistirilmesi {izerine ve gelistirilen
preparatlarin hastaliklarla miicadelede kullanilmasi sonucunda zirai iiretime katkida
bulunacag: agik¢a goriilmektedir. Ulkemizde ve dzellikle Hatay ili ve ¢evresinde bu tiir
tibbi bitkilerin dogal olarak yetistigi dikkate alinacak olursa, calismalarimiza benzer
konulara yonelik aragtirmalarin artmasi muhtemeldir. Artan bilimsel caligmalara paralel
olarak yore halki tarafindan dogadan bilingsizce toplanan bu bitkilerin korunmaya

alinmasi, bunun yaninda bu tiir antimikrobiyal etkinligi yiiksek olan bitkilerin 6zellikle
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alternatif kiiltiir bitkisi olarak yetistiriciliginin tesvik edilmesi, gelecekte bu konu da

yapilacak yeni caligmalara temel teskil etmesi agisindan 6nemlidir.
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TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesinde, laboratuar ¢alismalar1 ve yazim asamasinda degerli
fikir ve katkilariyla caligmalarimi yonlendiren saym hocam Dog¢. Dr. E. Mine
SOYLU’ya sonsuz tesekkiir ederim. M.K.U Fitopatoloji laboratuvarlarindaki
yardimlarindan dolayr Dog. Dr. Sener KURT Yrd. Dog. Dr. Sibel DERVIS ‘e
calismanin bakteriyel etmenlerle yapilan kismindaki katkilarindan dolayr Dog. Dr.
Soner SOYLU, bakteriyel etmenlerin tanilanmasinda yapmis olduklar1 degerli
katkilarindan dolay1 Prof.Dr. Fikrettin SAHIN (Yeditepe Universitesi, Miihendislik ve
Mimarlik Fakiiltesi, Genetik ve Biyomiihendislik Béliimii, ISTANBUL) ve Yrd.Dog.Dr.
M. Figen DONMEZ’e (Atatiirk Universitesi, Bitki Koruma Béliimii, ERZURUM)
tesekkiir ederim. Patojen Kkiiltiirlerin korunmasinda ve laboratuar calismalarimda
yardimlarindan dolay1 Aras.Gor. M. Fatih TOK, bakteriyoloji ¢alismalarindaki
yardimlarindan dolay1 Senay BALCI’ya ayrica tesekkiir ederim. Tez caligmalarina
sagladigi maddi desteginden dolay1 M.K.U Arastirma Fonuna da tesekkiir ederim.

Diyarbakir Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii Miidiiriimiiz Dr. inang OZGEN’e
Fitopatoloji sube sefi Ender OGUT’e Osman CIFTCI’ye ve gorev yapan tiim mesai
arkadaglarima, tiim hayatim boyunca maddi ve manevi destegini hicbir zaman
esirgemeyen aileme, Yiiksek lisans egitimim boyunca her zaman bana desteklerini ve

fedakarliklarini esirgemeyen esime ve ¢ocuklarima sonsuz tesekkiir ederim.

OZGECMIS
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1976 yilinda Eskisehir’de dogdum. ilk, orta egitimimi Eskisehir’de, lise egitimimi
ise Ankara Laborant Meslek Lisesi’nde tamamladiktan sonra 1995 yilinda Diyarbakir
Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii’'nde laborant olarak goreve basladim.2002 yilinda
Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesini bitirdim. 2006 yilinda M.K.U. Fen Bilimleri
Enstitiisii, Bitki Koruma Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans 6grenimime basladim. Halen
Diyarbakir Zirai Miicadele Arastirma Enstitiisii’'nde meyve hastaliklar1 laboratuarinda

calismaktayim.



