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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ZEYTIN DAL KANSERI ETMENI Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye KARSI in
vitro KOSULARDA FARKLI BITKILERIN UCUCU YAGLARININ ETKISi

Cansu OKSEL
Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Mustafa MIRIK

Bu ¢alismada bitki ugucu yaglarinin farkli uygulama, doz ve siirelerde Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’ye karsi antibakteriyel etkisi arastirilmigtir. Disk ve siispansiyona
karistirma yontemleri uygulandiginda kekik (Thymus vulgaris), bergamot (Citrus bergamia),
sarimsak (Allium sativum), karabas, (Lavandula stoechas), karanfil (Caryophyllus
aromaticum) ve okaliptiis (Eycalyptus globus) ugucu yaglar1 digerlerine gore daha etkili
olurken, besi yerine ugucu yaglarin eklenmesi uygulamasi etkisiz bulunmustur. Ugucu yag
dozu arttirildikca antibakteriyel etkininde arttig1 tespit edilmistir. Farkl siirelerde uygulanan
ucucu yaglarin tamaminda 24 saat sonra yapilan ekimlerde bakteri popiilasyonunda degisiklik
olmazken, 0, 1, 3 ve 6 saat sonra yapilan ekimlerde bakteri popiilasyonunda énemli derecede
azalma gozlenmistir. Biitiin uygulamalar sonucunda, besi yerinde Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi’ ye kekik ucucu yaginin antibakteriyel etkisinin en yiiksek oranda oldugu
saptanmistir.. Kekik ugucu yagi yaninda bergamot, karabas ve okaliptiis ugucu yaglarida

patojene etkili olmustur.

Anahtar Kelimeler: Ugucu Yag, Zeytin Dal Kanseri, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi, antibakteriyel, Kekik,

2014, 64 sayfa



ABSTRACT
MSc. Thesis

EFFECT Of ESSENTIAL OIL AGAINST BACTERIAL KNOT DISEASE CAUSED by

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye in in vitro CONDITIONS
Cansu OKSEL
Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa MIRIK
The antibacterial effect of essential oils of thyme (Thymus vulgaris), bergamot (Citrus
bergamia), garlic (Allium sativum), fernch lavender (Lavandula stoechas) clove
(Caryophyllus aromaticum), eucalytus (Eycalyptus globus) on Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi were investigated. Thyme, bergamot, garlic, fernch lavender, clove, eucalytus
essential oils have been found effective more than others. It is detected that as the dose of
essential oils increased, the antibacterial effect increased. Bacterial population did not changes
after 24 h growth in different treatment of essential oils at different times, but relative
decrease in becterial population at 0, 1, 3, and 6 h growing were observed. Especially, thyme
essential oil showed the highest antibacterial effect. In all of the applications in different
doses. Thyme essential oil the most effective. Bergamot, lavender and eucalyptus essential

oils followed the thyme essential oil, respectively.

Key Words: Essential oil, Olive Knot Disease, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi,

antibacterial, thyme
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1.GIRiS

Zeytin (Olea europea L.) agaci, zeytingiller (Oleaceae) familyasindan, meyvesi yenen,
yaklasik 2000 y1l kadar yasayabilen, kutsal bir bitki olarak pek ¢ok kiiltiirde 6nemli bir yere
sahiptir. Tarimsal alanda zeytinin M. O. 6000 yillarinda ilk kullanimina iliskin veriler Dogu
Akdeniz’de Suriye sinirlart igerisinde rastlanilmistir. Zeytinin buradan ii¢ koldan diinyaya
yayildigin1 gostermektedir. Son yillarda Hatay, Kahramanmaras ve Mardin’de zeytin agacinin
en alt tiirtine rastlanilmasi da bu diisiinceyi dogrulamaktadir. Giineydogu Anadolu’dan Bati
Anadolu’ya ve oradan da Ege adalar1 yoluyla Yunanistan, italya, Fransa ve Ispanya’ya kadar
uzanmustir. Sicilya yoluyla Kuzey Afrika’ya yayilan zeytin, Glineydogu Anadolu’dan Suriye
ve Misir ilizerinden ilerleyen ikinci kol ile birleserek Akdeniz’in tiim giiney kiyilarina
yayilmistir. Ugiincii kol ise Irak ve Iran {izerinden Afganistan ve Pakistan’a kadar ilerlemistir.
XVL. Yiizyilda Ispanyollar tarafindan Giiney ve Kuzey Amerika’ya gétiiriilmesi ile zeytinin
diinyadaki yayilist tamamlanmistir. Zeytinin Avrupa’ya yayilmasinda ise Romalilar,
zeytinyaginin yayilmasinda ise Giritliler etkin rol oynamustir. Giritliler yaklagik 3000 yil

zeytin ticaretinin hakimi konumunda yer almistir (Anonim 2014).

Zeytin meyvesi yaglik ve sofralik olarak islenebilen tarimsal bir iiriin olmasinin yant
sira, zeytinyagina ve salamuraya islenmesi nedeniyle de tarima dayali sanayi ve ihracatta
vazgecilmez Uriinler arasinda yer almaktadir. Ayrica son yapilan aragtirmalarda; igerigindeki
fenolik bilesiklerin dogal antioksidan madde olarak gorev yaparak kalp damar hastaliklarini
onlemede sinir ve sindirim sisteminde, kemik gelisiminde onarici etkilerinin oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 zamanda zeytinin igerdigi fenolik bilesiklerin antimutajenik ve
antikansorojenik olduklarmm yaninda antimikrobiyal, antioksidatif ve enzim inhibisyonu
etkilerinin oldugu da belirlenmistir. Bu 6zellikleri ile zeytin ve zeytinyagi gerek diinyada

gerekse iilkemizde insan sagligindaki 6nemi agisindan giderek daha 6n plana ¢ikmaktadir.

Zeytin agacinin en iyi yetistirilme kosullar1 Akdeniz iklimine sahip bolgelerdir (Sekil
1.1). Zeytin bitkisinin ¢evresel istekleri goz oniine alindiginda en 1yi gelisim gosterdigi alanlar
yillik sicaklik ortalamasinin 15-20°C arasinda olan bolgelerdir. Zeytin agacinin vejetasyonuna
gore sicaklik istekleri de farklilik gostermektedir; ilk siirglinlerin goriilmesinden sonraki
olusumuna kadarki dénem (Subat-Mart) 5-10°C, ciceklenme déneminde (Mayis-Haziran) 15-
20°C, meyve olusumu ve biiyiime doneminde (Mayis-Haziran) 20-25°C ve tam olgunluktan
hasat sonuna kadar olan dénemde (Kasim-Ocak) ise 5°C’dir. Yiiksek uyum yetenegi

nedeniyle ¢ok yetersiz sartlarda bile iirlin verebilen bir bitki olan zeytin, iyi sulanmasi halinde



en fazla 40°C’ye, en az —7°C’ye kadar dayanabilir. Sicakliklarin yaninda yillik ortalama 600-
800 mm yagis olmasi zeytin gelismesi i¢in yeterli olmaktadir. Zeytin agacinin bu 6zel iklim
istekleri nedeniyle zeytincilik, Sekil 1.2°de de goriildiigii gibi diinyada daha ¢ok Akdeniz’de
kiyist olan iilkelerde (Ispanya, Italya, Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Suriye, Fas, Fransa ve
Portekiz ) yapilmaktadir. FAO’nun 2013 verilerine gore diinyada zeytin agaci varliginin
yaklagik % 90’n1 bu lilkelerde yer almaktadir. Yaklasik 9.984.918 hektar zeytin iiretim
alanindan 16.584.919 ton zeytin iiretimi yapilmaktadir (FAO 2013). Diinyada son yillarda
zeytinyagi ve sofralik zeytin gibi zeytin {irlinlerine artan talep nedeniyle zeytinciligin sadece
Akdeniz’e kiy1 olan iilkelerde degil, Sekil 1.1°de de goriildiigli gibi zeytin 30°- 45° kuzey ve
giiney enlemleri arasindaki Akdeniz iklimi gosteren Arjantin, Sili, Meksika, Peru,

Avusturalya vb. diger iilkelerde de ekonomik anlamda tarimi yapilmaktadir (Anonim 2014).

Sekil 1.1. Diinyada zeytin iiretim alanlar1



Sekil 1.2. Akdeniz havzasi zeytin liretim alanlari

Tiirkiye cografik konumunun zeytin iiretimi i¢in uygun olmasi nedeniyle diinyada
onemli zeytin iireticileri arasindadir (Sekil 1.3). Cizelge 1.1°de de goriildiigii gibi gerek zeytin
iretimi ve gerekse zeytinyagi iiretiminde Tirkiye diinyada 4. sirada yer almaktadir.
Tiirkiye’de bulunan 81 ilinin yaklasik 41’inde farkli oranlarda zeytin iiretimi yapilmaktadir.
Zeytin iretiminin bolgelere gore dagilimina bakildiginda % 53’tiniin Ege Bolgesi’'nde, %
23’{inlin Akdeniz Bolgesi’nde, % 18’inin Marmara Bolgesi’nde, % 6’smin Giineydogu
Anadolu Bolgesi'nde ve % 0,2’sinin de Karadeniz Bolgesi’nde oldugu goriilmektedir.
Bolgelerde iiretilen zeytinin kullanim alanlar1 farklilik gostermektedir. Ege Bolgesi’nde
tretimin % 55’1 yaglik olarak degerlendirilirken Marmara Bolgesi’nde iiretimin % 60’1
sofralik olarak degerlendirilmektedir. Buna karsin zeytin dane iiretimi illere gore dagilimi
sirasiyla, Izmir (% 13), Manisa (% 12.5) Aydin (% 12), Mugla (% 10), Balikesir (% 12.5),
Canakkale (% 7) ve Bursa (% 5) seklindedir (TUIK 2013).



Cizelge 1.1. Diinyada zeytin iiretimi (FAO 2013)

2007 2008 2009 2010 2011 2012
ispanya 6.140.251 | 5570.727 | 5701.000 | 6.682.009 | 7.820.060 | 3.626.600
italya 3249.800 | 3.473.600 | 3.286.600 | 3.170.700 | 3.182.204 | 2.992.330
Yunanistan | 2.313.055 | 2575000 | 2.286.139 | 1.809.800 | 2.000.000 | 2.100.000
Tiirkiye 1075.854 | 1464248 | 1.290.654 | 1415000 | 1.750.000 | 1.820.000
Tunus 998.000 | 1.183.000 | 800.000 | 873.000 | 562.000 | 963.000

Suriye 495310 | 827.033 | 885942 | 960403 | 1.095.043 | 1.095.043
Diinya 16.998.160 18'018'19 17.622.359 | 19.000.981 | 20.545.421 | 16.584.857

Sekil 1.3. Tiirkiye’de Zeytin iiretimi yapilan yerler (1: Ege Bolgesi, 2: Marmara Bolgesi, 3:
Akdeniz Boélgesi, 4: Gilineydogu Anadolu Bolgesi, 5: Karadeniz Bolgesi, Numaralar
bolgelerin agac sayisi ve tiretim miktarina gore ¢oktan aza dogru verilmistir)

Tiirkiye’de zeytin iiretimi yildan yila bir artis gostermektedir. Cizelge 1.2°de de
gortldiigi gibi 1995 yilinda 515.000 ton dane iiretimi ve 40.000 ton zeytinyagi {iretimi
gerceklestirilirken; 2012 yilina gelindiginde 1.820.000 ton dane iiretimi ve 195.000 ton zeytin
yag iretimi gerceklestirilmistir (TUIK 2013). Bu artista en 6nemli faktér son yillarda

Tirkiye’de zeytin ve zeytin irilinlerine diger tarim iirlinlerine uygulanan desteklemeler



yaninda sertifikali fidan1 ile zeytin bahgesi tesisine verilen destek, girdi destekleri ve
zeytinyaginda kg basima uygulanan prim destegi yaninda ambalajlanmis-paketlenmis sofralik

zeytin ve zeytinyagina verilen ihracat desteginden kaynaklanmaktadir

Cizelge 1.2. Tiirkiye’de Zeytin Agaci Sayist ve Uretimi (1000 Adet; 1000 Ton)

Toplam Meyve Meyve Toplam Zeytinyag
Yillar Agag:pSaym Ve:en Verm);yen I“Jritim Sofralik | Yaghi I"Jyretii’nig
1995 87 581 81 437 6 144 515 206 309 40.0
1996 89 740 83 200 6 540 1800 435 1365 200.0
1997 95730 85 780 9950 510 200 310 40.0
1998 93 450 85 850 7 600 1650 430 1220 170.0
1999 95500 87 130 8370 600 250 350 70.0
2000 97 770 89 200 8570 1800 490 1310 175.0
2001 99 000 90 000 9 000 600 235 365 65.0
2002 101 600 91700 9900 1800 450 1350 140.0
2003 102 750 92 250 10 500 850 350 500 79.0
2004 107 100 94 950 12 150 1600 400 1200 145.0
2005 113180 96 625 16 555 1200 400 800 112.0
2006 129 265 97 773 31492 1767 556 1211 165.0
2007 144 329 104 219 40 110 1076 456 621 72.0
2008 151 630 106 139 45 491 1464 512 952 130.0
2009 153 723 109 127 44 596 1291 460 831 147.0
2010 157 156 111 398 45 758 1415 375 1040 160.0
2011 155 427 117 941 37 486 1750 550 1200 191.0
2012 157 904 120 820 37 084 1820 480 1340 195.0




Ulkemizde yetistirilen zeytin gesitleri bolgelere gore degiskenlik gostermektedir. Bu
cesitlerin yetistirildigi bolgeler Cizelge 1.3 te verilmistir. Ege Bolgesinde Balikesir korfez
bolgesinde Ayvalik, Izmir, Aydin ve Mugla illerinin ise Memecik zeytin ¢esidi yaygin olarak
yetistirilmektedir. Diger gesitler ise, Ak zeytin, As1 yeli, Cakir Cilli, Dilmit, Erkence, Esek
zeytini (Odemis), Girit zeytini, Hurma kaba, Hurma karaca, Izmir sofralik, Karayaprak, Kiraz,
Memeli, Tas arasi, Tavsan yiiregi, Yag zeytini, Yerli yaglik ¢esitleridir. Marmara Bolgesinde
en Oonemli ¢esit Gemlik cesididir. Bolgenin diger ¢esitleri; Edincik su, Beyaz yaglik, Celebi
(Iznik), Cizmelik (Tekirdag), Erdek yaglik, Esek zeytini (Tekirdag), Samanli, Sam,
Karamiirsel su, Siyah salamuraliktir. Akdeniz bolgesinde bolgesel ¢esitlerin yaninda Ege ve
Marmara bolgesinin gesitleri yayginlik gostermektedir. Bolgenin en 6nemli gesitleri; Biiyiik
Topak Ulak, Celebi (Silifke), Elmacik, Halhali (Hatay), Karamani, Sar1 Habesi, Sariulak,
Saurani, Sayfi ve Kiiciik Topakulak’tir. Giineydogu Anadolu Bdlgesinin dnemlileri, Kilis
Yaglk, Nizip Yaghk, Halhali (Derik), Egriburun (Nizip), Kan Celebi gibi cesitlerdir.
Bolgenin diger cesitleri ise, Belluti, Egriburun (Tatayn), Halhali, Celebi, Hamza Celebi,
Hirhali Celebi, Hursuki, Iri Yuvarlak, Kalem bezi, Mavi, Melkabazi, Tespih Celebi, Yag
Celebi, Yaglik Celebi, Yaghk Sar1 Zeytin, Yuvarlak Celebi, Yuvarlak Halhali, Yiin Celebi
Zoncuk’tur. Son iiretim bolgesi olan Karadeniz’de zeytincilik Artvin, Trabzon, Samsun ve
Sinop illeri disinda yapilamamaktadir. Bolgenin zeytin ¢esitleri ise; Butko, Gorvele,
Marantelli, Patos, Otur, Sati, Samsun Salamuralik, Samsun Tuzlamalik, Samsun Kirmizi
Tuzlamalik, Samsun Yaglik, Sinop No.1, Sinop No.2, Sinop No.4, Sinop No.5, Sinop No.6,
Trabzon Yagliktir.



Cizelge 1.3. Bolgelere gore yetistirilen zeytin gesitleri

Zeytin Yetistirlen Bolgeler Yetistirilen Cesitler

Ege Ayvalik, Memecik, Ak zeytin, As1 yeli, Cakir Cilli, Dilmit,
Erkence, Esek zeytini (Odemis), Girit zeytini, Hurma kaba, Hurma
karaca, Izmir sofralik, Karayaprak, Kiraz, Memeli, Tag arasi,
Tavsan yiiregi, Yag zeytini, Yerli yaglik cesitleri

Akdeniz Biiyiik Topak Ulak, Celebi (Silifke), Elmacik, Halhali (Hatay),
Karamani, Sar1 Habesi, Sarmlak, Saurani, Sayfi ve Kiiciik
Topakulak

Marmara Gemlik, Edincik su, Beyaz yaglk, Celebi (iznik), Cizmelik

(Tekirdag), Erdek yaglik, Esek zeytini (Tekirdag), Samanli, Sam,
Karamiirsel su, Siyah salamuralik

Gilineydogu Anadolu Kilis Yaglik, Nizip Yaglik, Halhali (Derik), Egriburun (Nizip),
Kan Celebi, Belluti, Egriburun (Tatayn), Halhali, Celebi, Hamza
Celebi, Hirhali Celebi, Hursuki, Iri Yuvarlak, Kalem bezi, Mavi,
Melkabazi, Tespih Celebi, Yag Celebi, Yaglik Celebi, Yaglik Sari
Zeytin, Yuvarlak Celebi, Yuvarlak Halhali, Yiin Celebi Zoncuk

Karadeniz Butko, Gorvele, Marantelli, Patos, Otur, Sati, Samsun Salamuralik,
Samsun Tuzlamalik, Samsun Kirmizi Tuzlamalik, Samsun Yaglik,
Sinop No.1, Sinop No.2, Sinop No.4, Sinop No.5, Sinop No.6,
Trabzon Yaglhk

Tiirkiye’de cok genis alanlarda iiretimi yapilan, i¢ tiikketim ve ithracatimiz i¢in 6nemli
bir yere sahip olan zeytin agaglarinda ekonomik kayiplara neden olan bir¢ok hastalik ve
zararli bulunmaktadir. Bu etmenlerden dolayr gerek zeytinyagi ve gerekse sofralik zeytin
tretim miktarinin azalmasma neden olmaktadir. Zeytin agaclarinda fungal hastaliklardan
Verticillium solgunlugu (Veticillium dahliae Kleb.) ile Zeytin halkali leke hastaligi (Spilocaea
oleaginae (Cast) Hughes (=Cycloconium oleaginum Cast) ve bakteriyel hastaliklardan
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (Smith 1908) Janse (1982)’nin neden oldugu zeytin

uru veya zeytin dal kanseri hastalig1 verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir.

Hastaliga neden olan etmen Pseudomonas savastanoi diiz ¢ubuk seklinde, bir veya iki
kamgiya sahip gram negatif bir bakteridir. Boyutu ise, eni 0.5-1 um, boyu 1.5-4.0 um arsinda
degismektedir (Palleroni, 1989). Bakteri ilk olarak Olea europea L. (zeytin) bitkisinden Smith
tarafindan izole edilmis ve Bacterium savastanoi olarak isimlendirilmistir. Daha sonra 1932
yilinda digsbudak (Fraxinus excelsior L.) bitkisinden Brown tarafindan izole edilmis ve

Bacterium savastanoi var. fraxini olarak adlandirilmis ve en son 1943’te Dawson tarafindan



Pseudomonas savastanoi subsp. fraxini olarak yeniden isimlendirilmistir (Janse 1982).
Nerium oleander L. bitkisinde bu hastalik etmeninin ilk kez tanilanmasi Ferraris tarafindan
1926’da Pseudomonas tonelliana olarak yapilmis ancak 1928’de Smith tarafindan daha kesin
bir tanilama yapilarak Pseudomonas savastanoi subsp. nerii olarak isimlendirilmistir. Daha
sonraki yillarda Sisto ve ark. (1999)’nin bildirdigine gére Gardan ve ark. 1992 yilinda
yaptiklar1 bir taksonomik calismayla bakteri Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak

adlandirmastir.

Hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi diinyada zeytin yetistirilen
hemen hemen her yerde goriilmektedir. Janse (2006)’nin bildirdigine gore etmen Amerika,
Arjantin, Avusturya, Avustralya, Brezilya, Cezayir, Fas, Fransa, Giiney Afrika, Hollanda,
Irak, Ingiltere, Iran, Israil, Ispanya, Isveg, Isvigre, Kolombiya, Kibris, Yunanistan, Libya,
Meksika, Yeni Zerllanda, Peru, Polonya, Rusya, Tanzanya, Tunus, Tirkiye, Uruguay,
Yugoslavya gibi ¢ok genis iilkelerde hastalik tespit edilmistir.

Ulkemizde bu hastaligin, zeytinlerde varligi uzun zamandir bilinmesine ragmen ilk
calismalar Ege bolgesinde Azeri (1993), Aydin ve Mugla illerinde Tatli ve Benlioglu (2004),
Bati Akdeniz Bolgesinde Basim ve Ersoy (2000), Dogu Akdeniz Bolgesinde (Mirik ve ark.
2004), Marmara Bolgesinde ise (Mirik ve ark. 2007) tarafindan yapilmistir.

Zeytin uru veya zeytin dal kanseri hastaliginin etmeni Oleceae ve Apocynaceae
familyasina ait farkli bitkilerde yaprak, siirgiin ve gévdede urlara olusumuna neden olur.
Etmenin konukgular1 olarak Zeytin (Olea europea L.) (Smith 1908, Young ve ark. 1978),
Zakkum (Nerium oleander L.) (Wilson 1965), Yasemin (Jasminium officinale L.) (Janse
1981), Disbudak (Fraxinus excelsior L.) (Janse 1981) ve Forzitya calisi (Forsythia sp.)
(lacobellis ve ark. 1998), Mersin g¢alis1 (Mirik ve ark. 2006) ve Cilbirt1 ¢alist (Fontanesia
phillyreoides.) (Mirik ve ark. 2011), Cin ardic1 (Loropetalum chinense) (Conner ve ark. 2013)

saptanmuistir.

Zeytin, zakkum ve disbudak gibi farkli konukgulardan elde edilen Pseudomonas
savastanoi izolatlariin carpraz olarak yapilan patojenite testleri sonucunda: zeytinden elde
edilen izolatlar sadece zeytinde ur olusturmus, zakkumdan izolatlar1 zakkum ve zeytinde

simptom olusturuken disbudak ise sadece kendi konukc¢usunda ur olusturmustur (Iacobellis ve
ark. 1998).



Cizelge 1.4’te de gorildigi lizere Young (1996) tarafindan yapilan Pseudomonas
savastanoi’nin isimlendirmesi sonucunda 6 pathovara ayirmistir ve bu pathovarlarin

konukgular1 listelenmistir.

Cizelge 1.4. Pseudomonas savastanoi’nin pathovar ve konukgulari

Pathovar Konukc¢u
Pseudomonas savastanoi pv. fraxini Disbudak (Fraxinus excelsior)
Pseudomonas savastanoi pv. glycinea Soya (Glycine max)
Pseudomonas savastanoi pv. nerii Zakkum (Nerium oleander)
Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola Fasulye (Phaseolus vulgaris)
Pseudomonas savastanoi pv. retacarpa Ispanyol siipiirgesi (Retema sphaerocarpa)

Zeytin (Olea europaea)

Zakum (Nerium oleander)

Ligistrum (Ligustrum sp.)

) ) Yasemin (Jasminium officinale)
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi Forzitya calist (Forsythia sp.)

Mersin ¢alist (Myrtus communis)
Cilbart1 ¢alis1 (Fontanesia phillyreoides)
Cin ardic1 (Loropetalum chinense)
Kurtbagr1 (Ligustrum japonicum)

Ramos ve ark. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
pathovarlarini izole edildikleri konuk¢unun yaninda genel konukgularada ¢apraz patojenite
caligmalar1 ile pathovarlarin farkliliklarini belirlemislerdir. Pseudomonas savastanoi pv.
fraxini, nerii ve savastanoi pathovarlari digbudakda ur olusturuken retacarpa pathovari ise ur
olusumu géstermemistir. Zakkum bitkisinde sadece nerii ve Ispanyol siipiirgesinde (Retema
sphaerocarpa) ise sadece retacarpa pathovari ur olusumuna neden olmustur. Bu ¢alismada
Cizelge 1.5 de de goriildiigii gibi sectikleri Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

pathovarlarinin fenotipik ve genetik farkliliklarini ortaya koymuslardir.

Ekonomik agidan etmenin en énemli konukc¢usu zeytindir. Ancak hastalik etmeni bir

yara patojenidir. Bitki iizerinde herhangi bir yara olmadig: takdirde patojenin bitkiye girig



yapamamaktadir. Hastalik etmeni infekteli agaglarin {izerinde bulunan urlarda canliligini
stirdiirebilmektedir ve asla uzun siire toprakta yasamini siirdiiremez. Buradan saglikli bitkilere
yagmur, rlizgar, bocek ve insan hareketleriyle yayilmakta ve yaralardan enfeksiyon
gerceklestirmektedir. Bir zeytin {iretim alaninda tekbir agacin infekteli olmas1 durumunda bir
yildan kisa bir siire icerisinde bahgenin tamamina yayilabilir. infekteli agaglarda bulunan
bakteri yagmurlu ve 1lik gecen aylarda maksimum popiilasyona ulagabilmektedir (Ramos ve
ark. 2012). Bitki lizerindeki yaralar; bitkiye uygulanan kiiltiirel islemler esnasinda ve sirikla
zeytin hasadi1 sirasinda meydana geldigi gibi riizgar, dolu, siddetli yagmur gibi iklim
faktorlerinden dolayr da olusabilmektedir. Bu yararlardan enfeksiyon sonucunda bakteri
tarafindan hastalandirilmis dokularda gozle goriilebilir urlar olusturmaktadir (Alvarez ve ark.
1998). Hastalik 6zellikle ana dal ve siirgiinlerde ur olusumuna neden olur. Bunun yaninda
kok, kabuk, yaprak, yaprak sapt ve meyve dalinda da ur olusumuna neden olabilir. Sekil
1.5’te gorildiigii gibi baslangigta urlar yumusak ve sarimsi olmasma karsin daha sonra

sertlesir ve kahverengi nekrotik alanlar seklinde goriintii alir (Janse, 2006).

Cizelge 1.5. Pseudomonas savastanoi pathovarlarinin fenotipik ve genetik farkliliklart (Ramos
ve ark. 2012)

Pseudomonas Konukgular Hormon genlerinin yeri
savastanol Disbudak | Zakkum | Zeytin pr‘?ny()l. iaaMH iaal ptz
pv. Siipiirgesi
. Sigil Sigil e S I
fraxini benzeri benzeri Bilinmiyor | Bilinmiyor | Bilinmiyor
nerii Ur Ur Ur - Plasmid Plasmid Plasmid
savastanoi Ur - Ur - Kromozom | Kromozom | Kromozom
retacarpa - - - Ur Bilinmiyor | Bilinmiyor | Bilinmiyor

Bakteri tarafindan salgilanmasi tesvik edilen indol asetik asidin (IAA) (Smidt ve
Kosuge 1978, Surico ve ark. 1985, lacobellis ve ark. 1994, lacobellis ve ark. 1995),
sitokininler (Surico ve ark. 1985), ve Tip III salg1 sistemi vasitasiyla hrp/hrc gen demetlerinin
kodlanmasiyla (Sisto ve ark. 2004) bitkide ur olusumu i¢in gerekli oldugu bir¢ok arastirici
tarafindan bildirilmistir. Olusan urlar sonucu bitki besin maddesi ve su alinimi engellendigi
veya azalmasindan dolayr bitki gelisimi zayiflayarak kurumalar meydana gelmektedir
(Gardan ve ark. 1992).
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Sekil 1.4. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin dallarda
olusturdugu urlar (Fotograflar Mirik ve ark. 2008’den
alimastir)

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’yi tanilama teknikleri igerisinde bakteriyel
izolasyonlar, bunu takiben yapilan patojenite testleri ve biyokimyasal testler yer almaktadir.
Taniy1 desteklemek igin serolojik testler (Casano ve ark. 1987), molekiiler yontemler
(Penyalver ve ark. 2000, Ersoy 2002) kullanilabilmektedir. Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin izolasyonunda yaygin olarak yari secici besi yeri kullanim1 diger bakterilerle
karisik oldugu durumlarda kolaylik saglamaktadir. Yogun olarak gram negatif bakterilerin
bulundugu durumlarda PVF1 yar1 segici besi yeri (Surico ve Lavermicocca 1989)
kullanilmaktadir. Bu besi ortaminda Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin UV 15181
altinda flouresan 151k verme Ozelligi ile ayirt edilebilecekleri bildirilmistir (Surico ve
Lavermicocca 1989). Bunun yaninda saprofitik bakterilerin gelisimini % 89-97 oraninda

engelleyebilen OKA isimli bir yar1 segici besi yeri gelistirilmistir (Azad ve Cooksey 1995).

Bakteriyel hastaliklara karsi kimyasal kullanimi smirli oldugundan hastalikla
miicadelede kiiltiirel yontemler 6nemlidir. Bitkiyi patojenden korumak i¢in; don olaymnin ¢ok
oldugu yerlere zeytin dikiminden kaginilmali, taban suyu yiiksek yerlerde zeytin yetistiriciligi

yapilmamali veya fazla su i¢in kurutma hendekleri agilmali, bahge tesisatinda fidanlarin
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bulasik olup olmadig1 kontrol edilmeli, fazla azotlu glibre vermekten kaginilmali, hasatta sirik
kullanimindan vazgegilmeli, budama islemi nemli glinlerde yapilmamali ve makaslar % 1’ lik
sodyumbhipklorit (camasir suyu) ile dezenfekte edilmeli, bahgede urlar var ise bunlar toplanip
yakilmalidir. Etmen yara patojeni oldugu i¢in agacta miimkiin oldugunca az yara agilmalidir.
Budama yerlerine % 5’lik goz tas1 ve arkadan bitkisel katran siirtilmelidir. Yeni bahge tesis
edilecegi zaman sertifikali fidanlarla yapilmalidir. Bahge igerisinde yapilacak kiiltiirel
islemlerde herzaman once saglikli bitkilerden baslanmali ve nemli kosullarda herhangi bir
islem yapilmamalidir (Ramos ve ark. 2012). Hastaliga kars1 dayanikli ¢esitler kullanilmalidir.
Hastaligin kimyasal miicadelesinde; iiretim sezonu igerisinde ilkbaharda ve hasattan sonra
olmak {izere en az iki kez bakirl bir ilagla uygulama yapilmalidir. Bakir icerikli kimyasallarin
kullanilmast agilan yaralardan hastaligin yayilmasini azaltir. Yaralanma goriildiigli zaman

yeni enfeksiyonlardan korunmak i¢in bakirli ilag uygulamasi tekrarlanmalidir.

Bakteriyel hastaliklarla miicadelede kullanilan bakirli preparatlar sistemik olmayan
enfeksiyonlarda basar1 gosterirken bitkinin iletim demetlerinde veya i¢ kisminda bulunan
bakterileri engellemede yeterli olamamaktadir. Bu nedenle biyolojik miicadele, cesitli bitki
ekstratlart ve bunlarin ugucu yaglar1 gibi alternatif yontemlere yonelik caligmalar
yapilmaktadir. Bir¢ok arastirici zeytin alt suyunu hastalik etmenine karsi kullanmiglardir. Krid
ve ark. (2011) yaptiklar1 bir calismada farkli dozlarda kullandiklar1 zeytin alt suyunun hastalik
etmeninin in vitro’da petri kaplarinda gelisimini engelledigini belirlemislerdir. Ayn1 sekilde
bitki uygulamalarinda da ur olusumunu engelledigini saptamislardir. Ayrica 6zellikle organik
uretimlerde tercih edilen yoresel bitki esktraktlar1 ve bunlarin ugucu yaglarmin hastalik
etmenlerine karsi kullanimimin da etkili oldugu bilinmektedir. Rhouma ve ark. (2009)
tarafindan yaptiklar1 bir ¢alismada Pistacia ve Schinus tiirlerinden elde ettikleri yaprak
ekstratlarinin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin de yer aldigi bitki patojenlerine
kars1 etkinligini arastirmiglardir. Calisma sonucunda Pistacia tiirlerinden antibakteriyel
ozelliginin oldugu ama Schinus tiirlerinin ise antifungal etkiye sahip olduklarini

belirlemislerdir.

Bu tezde oncelikle hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin
tanilanmas1 amaglanmustir. ikinci amacimizi ise, 21 farkli bitki ekstraktindan elde edilen
ucucu yaglarin (Adagayi, Anason, Aloevera, Aspir, Bergamut, Biberiye, Defne, Isirgan
tohumu, Karanfil, Kantaron, Karabas, Kekik, Kimyon, Lavanta, Melissa, Mersin, Nane,
Okaliptiis, Rezene, Papatya, Sarimsak) farkli dozlarinin hastalik etmeni Pseudomonas

savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi in vitro kosullarda etkinliginin belirlenmesi olusturmustur.
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Ugucu yag ve etkili dozun belirlenmesiyle Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi

alternatif ve ekonomik bir yontemin gelecekte gelistirilecegi diigiiniilmektedir
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2. LITERATUR OZETi
2.1. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ile lgili Yapilan Calismalar
Patojenin Ozellikleri ve Isimlendirilmesi

Pseudomonas savastanoi morfolojik olarak diiz ¢ubuk seklinde, bir veya iki kamgili,
gram negatif Ozellikte bir bakteridir. Yaklasik olarak boylart 0.5-1pm-1.5-4pm arasindadir
(Palleroni, 1989). Bakteri ilk olarak Olea europea L. (zeytin) bitkisinden Smith tarafindan
izole edilmis ve Bacterium savastanoi olarak isimlendirilmistir. Daha sonra 1932 yilinda
disbudak (Fraxinus excelsior L.) bitkisinden Brown tarafindan izole edilmis ve Bacterium
savastanoi var. fraxini olarak yeniden isimlendirilmistir (Janse 1982). Nerium oleander L.
bitkisinde bu hastalik etmeninin ilk kez tanilanmasi Ferraris tarafindan 1926’da Pseudomonas
tonelliana olarak yapilmis ancak 1928’de Smith tarafindan daha kesin bir tanilama yapilarak
Pseudomonas savastanoi subsp. nerii olarak isimlendirilmistir. Daha sonraki yillarda Sisto ve
ark. (1999)’'nin bildiklerine gore Gardan ve ark. 1992 yilinda yaptiklari bir taksonomik
calismayla bakteriyi Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak adlandirmiglardir.
Ekonomik a¢idan 6nemli olan zeytin bitkisinde dal kanserine neden olan etmenin konukgulart
olarak Zeytin (Olea europea L.) (Smith 1908; Young ve ark.1978), Zakkum (Nerium
oleander), Yasemin (Jasminium officinale L.) (Janse, 1981), Disbudak (Fraxinus excelsior L.)
(Janse, 1981) ve Forzitya (Forsythia sp.) (Iacobellis ve ark.1998) saptanmistir. Dogu Akdeniz
Bolgesinde Zakkum, Yasemin, Cilbirti ve Mersin ¢alilarinda Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin neden oldugu ur hastaligi saptanmig, Mersin ve Cilbirti ¢alisinin P.
savastanoi’nin yeni bir konukgusu oldugu tespit edilmistir (Mirik ve ark. 2006). Mirik ve ark.
(2011) Cilbirtt calisinin  (Fontanesia phillyreoides) zeytin dal kanseri etmeni olan
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye konukguluk ettigi saptanmuistir. Yapilan diger
caligmalarda etmenin yeni konucular1 olarak Akdiken (Rhamnus alaternus) (Temsah ve ark.
2007), Cin ardic1 (Loropetalum chinense) (Conner ve ark. 2013) bitkisinin Pseudomonas

savastanoi pv. savastanoi’ nin yeni bir konukgusu oldugu saptamuistir.
Patojenin Konukgular:

Janse (1982) zeytin, zakkum, disbudak, yasemin ve kurtbagrina yaptigir patojenite
calismasi sonucunda zeytin ve digbudak izolatlar1 zeytin ve disbudakda, zakkum izolatlari
zakkum, zeytin ve digbudakda, yasemin izolatlar1 zeytin ve forzityada, kurtbagri izolatlar1 ise

zeytin ve disbudak ur olusumuna neden olmustur.
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Mirik ve ark. (2011) zeytin, zakkum, yasemin, mersin ve cilbirtt ¢alisindan elde
ettikleri Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarini konukgularin hepsinde yaptiklari
patojenite c¢alismalarinda farkliliklarin oldugunu belirlemislerdir. Zeytinden elde edilen
izolatlar zakkumda, zakkumdan elde edilen izolatlar yaseminde, yaseminden elde edilen
izolatlar ise zakkum bitkisinde ur olusumuna neden olmazken diger konukgularda ur
olusumuna neden oldugunu belirlemiglerdir. Arastiricilar Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi izolatlariin izole edildikleri konukg¢ularina verildiginde daha siddetli ur

olusumlarina neden oldugunu belirtmislerdir.

Ramos ve ark. (2012) yaptiklari bir ¢alismada Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
pathovarlarin1 izole edildikleri konuk¢unun yaninda genel konukcularda capraz patojenite
calismalar1 ile pathovarlarin farkliliklarini belirlemislerdir. Pseudomonas savastanoi pv.
fraxini, nerii ve savastanoi pathovarlari disbudakta ur olustururken retacarpa pathovari ise ur
olusumu gdstermemistir. Zakkum bitkisinde sadece nerii ve Ispanyol siipiirgesinde ise sadece
retacarpa pathovart ur olusumuna neden olmustur. Pseudomonas savastanoi pathovarlari
zeytin bitkisine inokule edildiginde ise nerii ve savastanoi pathovarlari ur olusumuna, fraxini

sigil olusumuna neden olurken retacarpa pathovari ise ur olusumuna neden olmamastir.
Patojenin Patojenite Ozellikleri

Caponero ve ark. (1995) zeytin ve zakkum izolatlari ile yaptiklar1 ¢alismada indol-3-
acetic acid ve sitokinin biyosentezinden sorumlu olan tryptophan monooxygenase (iaaM) ve
isopentenyl transferase (ipt) genlerinin izolatlarda bulunma yerlerini arastirmislardir.
Calismada kullandiklar1 10 zakkum izolatinin hem zeytinde hem de zakkumda ur olusumuna
neden oldugunu ama bakteriosin liretememsinin yaninda plasmidi {izerinde iaaM (tryptophan
monooxygenase) geninin bulunmadigini belirlemislerdir. Bunun aksine 11 zeytin izolatinin
sadece zeytinde ur olusumuna neden oldugunu, 10 izolatin bakteriosin iiretebildigi ve 9
izolatin ise kromozomu {iizerinde iaaM genin bulundugunu belirlemislerdir. Bir zeytin
izolatinda ayni plasmid {izerinde hem iaaM hem de ipt genlerinin bulundurdugunu, iki zeytin
izolatinda ise plazmit tizerinde iaaM geninin bulundugunu saptamislardir. Ayrica bu
caligmada ile ilk defa plasmid kdkenli iaaM geninin viriilens ve bakteriosin iireten zeytin
izolatlarinda ipt geni ile ayni plasmid te bulundugunu belirlemislerdir. Zeytin ve zakkum
izolatlarinda viriilenslikte 6nemli olan iaaM ve ipt genlerinin ya kromozom {izerinde ya da

plasmid {izerinde bulunabildigi tespit edilmistir. Bu sonuglara goére dogal kosullarda zakkum
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ve zeytin bitkilerinin birbirine yakin ya da temasi durumunda dahi hastaligin bulagmasinin

miimkiin olmadig1 belirlenmistir.

Gardan ve ark. (1992)’nin bildirdigine gore Janse (1981) farkli konukgulardan izole
ettikleri izolatlar1 biyokimyasal ve fizyolojik karekterizasyonunu yapmis ve izolatlar arsinda
farkliliklamn ~ oldugunu  belirlemistir. Bu  farkliliklarin  levan  olusumu, pektatin
hidrolizasyonunda, indolasetikasit ve sitokinin benzeri bilesiklerin iiretiminde oldugunu
saptamistir. Bu sonuglara gore de Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarini pv.

savastanoi, nerii ve fraxini olarak ii¢ farkli pathovara ayrilmasini 6nermistir.

Alvarez ve ark. (1998)’nin bildirdigine gore, Janse (1991) ve Wells ve ark. (1991),
zeytin ve zakkum izolatlarinin yag asit profillerine gore iki farkli homogeneous gruba
ayrildigini, bu iki grubun farkliliginin IAA genin bakteri hiicresi igerisinde farkl
lokasyonlarda (kromozom veya plasmid) bulunmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir.
Ayrica farklh bakteriosin tiretmeleri (Iacobellis ve ark. 1995) ve plasmid lizerinde yer alan
sitokinin tiretim genlerinin bulunmasindan (Mac Donald ve ark. 1986, Powell ve Morris

1986) kaynaklandigini belirlenmistir.

Iacobellis ve ark. (1998) bildirdigine gore, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin pathovarlarinin ayiriminda patojenite testlerinde, fitohormon iiretiminde ve
seker metabolizmalarinda (Wilson ve ark. 1972), yag asit profillerinde (Varvaro ve Sasser
1987), DNA yapilarina (Mugnai ve ark 1994) ve bakteriosin iiretimindeki farkliliklar g6z

Oniine aliarak yapilmaktadir.
Patojenin Tanilanmasi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’yi anilama teknikleri icerisinde bakteriyel
izolasyonlar, bunu takiben yapilan patojenite testleri ve biyokimyasal testler yer almaktadir.
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin izolasyonunda yaygin olarak yari segiCi besi
ortami1 kullanimi diger bakterilerle karisik oldugu durumlarda kolaylik saglamaktadir. Yogun
olarak bakterilerin bulundugu durumlarda PVF1 yarn secici besi yeri kullanilmaktadir. Bu
ortamda Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi nin UV 15181 altinda flouresan 151k verme
ozellikleri ile ayirt edilebilecekleri bildirilmistir (Surico ve Lavermicocca 1989). Ayrica,
Azad ve Cooksey (1995) yiiksek oraninda saprofitik bakterilerin gelismesini engellerken,
patojen Dbakterinin gelismesine kolaylik saglayan OKA isimli yar1 segici besi yeri

gelistirmisler ve daha sonra igerisine %0.04 oraninda SDS, bacitracin, ampicilin, novobiocin
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ve cycloheximide iceren antibiyotikleri ekleyerek tekrar modifiye etmisler ve OKA-M olarak

isimlendirmislerdir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin PCR ile tanilamasinda Penyalver ve ark.
(2000) iaaL genini kullanarak elde ettikleri primer (IAALF5’-GGC ACC AGC GGC AAC
ATC AA-3’ VE TAALR 5’CGC CCT CGC AAC TGC CAT AC-3’) ile basarili bir sekilde

yapilabilmekte ve yapilan PCR sonucunda 454kb’likbaz olusumu gézlenmektedir.

Ersoy (2002) tarafindan dizayn edilen PSS1 (5°-TGG GGT GCT ACT TGT ACC
CGA-3") ve PSS2 (5’- CCG TGT ACT ACG TTC AGC GAG-3’) ile yapilan PCR sonucunda
684bp baz goriintiisii elde edilmistir. Ayni sekilde dizayn ettikleri PSS3 (5°-CAG GAC TTC
AGA ACC CAC GT-3’) ve PSS4 (5’-CGG TCG ATG ATG TAG AGC AT-3’) primerleri
kullanilarak yaptiklar1 PCR c¢alismalari sonucunda da 1064 bp’lik bant olusumunu elde
etmislerdir. Bu ¢alisma ile gerek PSS1-PSS2 ve gerekse PSS3-PSS4 primer giftleri kullanarak
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin PCR ile tanilanmasi basarili bir sekilde

yapilacagi gosterilmistir.

Mirik ve ark. (2008) ve Mirik ve ark. (2011)’de bildirdiklerine gore bakteriyel etmenin
neden oldugu urlu yapidan hazirlanan siispansiyon igerisinde PSF besi yeri bulunan petrilere
lic ¢izgi ekim ydntemine gdre ¢izmisler ve sonra 48 saat 25°C’de inkiibe edildikten sonra bir
giin buzdolabina transfer etmislerdir. Bu sayede petri igerisinde gelisen ve ortamin ylizeyini

kaplayan sar1 saprofitik bakterinin gelisimini engelleyerek patojeni izole etmiglerdir.

Bella ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢calismada PVF-1 ortamina izolasyon, klasik PCR ve
real-time PCR gibi farkli tanilama yontemlerini kiyaslamislardir. infekteli zakkum
agaclarinda simptomlu ve simptomsuz bitkilerden 20 6rnek almislardir. Simptomlu olan 20
ornekten PVF-1besiyerine izolasyon ve klasik PCR ile 18 adedinde hastalik etmenini
belirlerken, real-time PCR’da 6rneklerin tamaminda saptamislardir. Ur belirtisi géstermeyen
infekteli zakkum bitkilerinden yapilan izolasyon ve klasik PCR ¢alismalarinda 6 adedinde
real-time PCR’da ise 12 adet bitki 6rneginde patojeni tespit etmislerdir. Ayrica ayni ¢alismada

real-time PCR’1n 10%-108 bakteri yogunlugunda etmenin tanilanabildigini saptamislardir.

Mirik ve Aysan (2011) Marmara Bolgesinde Tekirdag, Canakkale, Balikesir, Bursa ve
Yalova illerinde zeytin iiretim alanlarindan elde ettikleri Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi izolatlarini klasik tanmnin yaninda BIOLOG, yag asit analizleri ve spesifik PCR ile

yapmuglardir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlarinin tiim hiicre yag asitleri

17



kompozisyonuna gore karsilastirdiklarinda %97, BOX-PCR’a dayanan kiime analizlerine gore

genotipik olarak %97.4 oraninda birbirlerine benzerlik gosterdigini saptamigslardir.

Ramos ve ark. (2012) hastalik etmeninin epidemiyolojisini, bitki {izerinde herhangi bir
yara olmadigi takdirde patojenin bitkiye giris yapamadigini, enfekteli agaclarin iizerinde
bulunan wurlarda canliligmni siirdiirebildigini ve asla uzun siire toprakta yasamini
siirdiiremedigini belirtmistir. Enfekteli bitkilerden saglikli bitkilere yagmur, riizgar, bocek ve
insan hareketleriyle yayilmakta ve yaralardan enfeksiyon gergeklestirebildigini bildirmistir.
Bir zeytin iiretim alaninda tekbir agacin infekteli olmas1 durumunda bir yildan kisa bir siire
icerisinde bahgenin tamamina yayilabilecegini ve infekteli agaglarda bulunan bakterinin

yagmurlu ve 1lik gecen aylarda maksimum popiilasyona ulasabildigini saptamislardir.
Hastalik Epidemiyolojisi

Bitki lizerindeki yaralar; bitkiye uygulanan kiiltiirel islemler esnasinda ve sirikla zeytin
hasadi sirasinda meydana geldigi gibi riizgar, dolu, siddetli yagmur gibi iklim faktorlerinden
dolay1 da olusabilmektedir. Bu yararlardan enfeksiyon sonucunda bakteri tarafindan

hastalandirilmis dokularda gozle goriilebilir urlar olusturmaktadir (Alvarez ve ark. 1998).

Hastalik 6zellikle ana dal ve siirgiinlerde ur olusumuna neden olmaktadir. Bunun
yaninda kok, kabuk, yaprak, yaprak sapi ve meyve dalinda da ur olusumuna neden
olabilmektedir. Urlar baglangigta yumusak ve sarimsi olmasina kargin daha sonra sertlesir ve

kahverengi nekrotik alanlar seklinde goriintli almaktadir (Janse, 2006).

Hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi diinyada zeytin yetistirilen
hemen hemen her yerde goriilmektedir. Amerika, Arjantin, Avusturya, Avustralya, Brezilya,
Cezayir, Fas, Fransa, Giiney Afrika, Hollanda, Irak, Ingiltere, Iran, Israil, Ispanya, Isveg,
Isvigre, Kolombiya, Kibris, Yunanistan, Libya, Meksika, Yeni Zelanda, Peru, Polonya,
Rusya, Tanzanya, Tunus, Tirkiye, Uruguay, Yugoslavya gibi ¢ok genis iilkelerde hastalik
tespit edilmistir (Janse, 2006).

Ulkemizde bu hastaligin, zeytinlerde varlifi uzun zamandir bilinmesine ragmen ilk
calismalar Ege bolgesinde Azeri (1993), Aydin ve Mugla illerinde Tatli ve Benlioglu (2004),
Bat1 Akdeniz Bolgesinde Basim ve Ersoy (2000), Dogu Akdeniz Bolgesinde (Mirik ve ark.
2004), Marmara Bolgesinde ise (Mirik ve ark. 2007) tarafindan yapilmistir.

Marmara Bolgesinde Balikesir, Bursa, Canakkale, Tekirdag ve Yalova illerindeki

zeytin tretim alanlarinda survey yapilarak dal kanseri hastaliginin yayginligt arastirilmistir.
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Hastaligin tiretim alanlarinda yayginligi % 15-100 arasinda degismekle birlikte ortalama % 57
olarak belirlenmistir. Illere gore hastaligm yayginlik orani; Balikesir % 56, Canakkale % 73,
Tekirdag % 30 olarak saptanmistir. Sofralik Gemlik ¢esidinin tiretildigi Bursa ve Yalova’ da
hastaliga rastlanilmamistir. Yaglik cesitlerin tiretildigi Mudanya’ da ise hastalik % 2-5

arasinda degisen oranlarda saptanmistir (Mirik ve ark. 2007).
2.2. Bitki Ekstratlar1 ve Ucucu Yaglar ile Yapilan Calismalar

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi bitki ekstratlar1 ve ugucu yaglarin
etkisini ortaya koyan bes adet ¢alisma bulunmaktadir. Bunlara asagida yer verilmistir. Ayrica
bu yiiksek lisanscalismasinda kullanildigimiz 21 farkli bitki ekstratlar1 ve ugucu yaglarin
farkli bitki patojeni bakterilere etkisini ortaya koyan onceki calismalarada asagida yer

verilmigtir.

Sakiz agaci (Pistacia atlantica ), Antep fistig1 (Pistacia vera), Brezilya biber agaci
(Schinus terebenthifolius), Peru biber agaci (Schinus molle)’ nin yaprak ekstraktlarinin
Agrobacterium tumefacens ve Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi antibakteriyel
etkisi tizerine yapilan ¢alismada Sakiz agaci (Pistacia atlantica) ve Peru biber agaci (Schinus
molle)’nin bakterilerin gelismesini engellemislerdir. Yapilan kimyasal analizleri sonucunda
yaprak ekstraktlarinin tanin, flavanoids ve alkoloidlerden meydana geldigi belirlenmistir

(Rhouma 2009).

Bendaoud ve ark. (2009) okaliptiis (Eucalytus radiata)’tan elde ettikleri ugucu yag
bakteriyel (Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi) ve fungal
(Fusarium solani ve Rhizoctonia solani) patojenlere karsi etkinliklerini denemislerdir.
Antibakteriyel etki olarak 750 ve 1000 uL L™ dozunda uygulama yapilmasma ragmen
Agrobacterium tumefaciens, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye gore daha hassas
olmasindan dolay1 etkisi yiiksek olmustur. Benzer olarak ayni dozlarin uygulandigi fungal

etmenlerden Rhizoctonia solani, Fusarium solani’ye gore daha ¢ok etkilenmistir.

Krid ve ark. (2011) zeytin alt suyu ve bundan elde edilen fenolik ekstraktlarin
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi in vitro ve bitki {izerinde etkinligini
aragstirmiglardir. In vitro kosullarda hastalik etmeninin gelisimini tamamen durdurdugunu
saptamiglardir. Bitki denemelerinde kullandiklar1 100, 500 ve 1000 mg L dozlarinin
stirgiinlerde ur olusumunu engelledigini belirtmislerdir. Zeytin alt suyuna yapilan GS/MS
analizleri sonucunda yiiksek oranda hydroxytyrosol bulundugu, bunun yaninda tyrosol,

catechol, caffeic acid ve p-coumaric asidin bulundugu saptanmistir. Bu kimyasallarin
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antibakteriyel etkilerinin oldugu diisiiniildiigi ve bundan dolay1 etkinin yiiksek oldugu
belirtilmektedir. Bakir uygulamalar ile fenolik bilesikler kiyaslandiginda daha az etkili
oldugu belirtmislerdir.

Okan ve ark (2011) Keten (Linum usitatissimum), Pavlonya (Pavlonia tomentosa),
Enginar (Cynara scollymus), Rezene, (Feoniculum vulgare), Feslegen (Ocimum basillicum),
Sinir otu (Plantago mayor), Antep fistig1 (Pistacia vera), Ceviz (Juglans regia), Zeytin (Olea
europaea), Hint yagi (Ricinus communis), Nar (Punica granatum), Cayir diigmesi
(Sanguisorba officinalis), Sar1 kantaron (Hypericum perforatum), Mese palamudu (Quercus
spp.), Igde (Elaeagnus pungens), Sigir kuyrugu (Verbascum spp.)’nm In vitro’ da
Pseudomonas savastanoi’ye ve Agrobacterium vitis’e etkisini arastirmislardir. Pseudomonas
savastanoi’ye Cayir diigmesi (Sanguisorba officinalis)’in ve Agrobacterium vitis’e ise Cayir
diigmesi (Sanguisorba officinalis), Ceviz (Juglans regia), Mese palamudu (Quercus spp.),
Antep fistig1 (Pistacia vera), Hint yag1 (Ricinus communis) ve Nar (Punica granatum) den

elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel etkilerinin bulundugu belirlemistir.

Trigui ve ark. (2013) kina (Lawsonia inermis) yaprak ekstraktini bitki patojeni olan
Pseudomnas savastanoi pv. savastanoi ve Agrobacterium tumefaciens’e karsi in vitro ve in
vivo kosullarda test etmislerdir. Kloroform ve etil asetat ile yapilan yaprak ekstraktlarinda
hastalik etmenlerinin gelismesini engellemistir. Bitki denemelerinde etil asetat ile yapilan
yaprak ekstraktlarinda farkli konsantrasyonlarda (0.4, 0.2, 0.1 ve 0.05 mg/yara) zeytin
dallarinda ura neden olan Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ve domates bitkilerinde ise
Agrobacterium tumefaciens’in neden oldugu ur olusumlarint engellenmistir. Ayrica etil asetat
ile yapilan yaprak ekstraktinin kimyasal analizinde gallik asit, lalioside, glukoz, apigenin,

luteolin gibi fakli fenolik ve fenolik glikozit bilesikleri belirlenmistir.

Caliymada kullamlan bitki ekstrakt ve ucucu yaglarmin diger bitki patojeni

bakterilere etkisi

Basim ve ark. (2000) Kekik (Tymbra spicata var. spicata)’den elde edilen ugucu yagin
etkisini, Agrobacterium tumefaciens, Erwinia amylovora, E. caratovora pv. caratovora,
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Xanthomonas axonopodis pv. vesicatora,
Pseudomonas syringae pv. syringae gibi bazi bitki patojeni bakterilere karsi denemis ve

calisma sonunda ugucu yagin antibakteriyel etkisinin oldugunu belirlemislerdir.
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Baser ve ark. (2001) ¢esitli bolgelerden toplanan yedikekik (Satureja wiedemannian)
ucucu yagmin karvakrol ve timoliin igeriginin patojen mikroorganizmalarin inhibisyonu

acisindan giiclii bir antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir.

Mirik ve Aysan (2002), domates ve biberde bakteriyel leke hastaligina neden olan
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’nin tohum kokenli inokulumuna turp (Raphanus
raphanistrum), nane (Mentha piperita), sarimsak (Allium sativum), zakkum (Nerium
oleander), okaliptiis (Eucalyptus sp.), yalanci karabiber, menengi¢ (Pistacia terebinthus),
kuru sogan (Allium cepa), ¢am (Pinus sylvestris), marata (Clematis marata) ve biberiye
(Rosmarinus officinalis) bitki ekstraktlarmin, in vitro ve in vivo kosullarda iki farkli
sterilizasyon yontemi kullanarak etkisini aragtirmiglardir. Sarimsak ve okaliptiis ekstraktlari in
vitro kosullarda patojenin gelisimini engellerken, in vivo denemelerde ise hastalik olusumu
okaliptiis ekstraktt % 100, sarimsak ekstraktt % 95 oraninda engellemistir. Ayrica hastalik
siddetine olan etkileri degerlendirildiginde okaliptiis ekstraktinin etkisi % 100 iken sarimsak

ekstraktinin etkisinin ise % 24 olarak belirlemislerdir.

Basim ve Basim (2003) Giil (Rosa damascena)’ den elde edilen ugucu yagin
antibakteriyel etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada Xanthomonas axonopodis pv vesicatoria’ya
kars1 yapilan disk diflizyon testi sonucunda bakteriyel etmenin gelisimini engelledigini
belirlemislerdir. Ayrica arastiricilar Rosa damascena’dan elde edilen ugucu yagin bakteriyel

hastaliklara kars1 bakterisit olarak kullanilabilecegini 6nermislerdir.

Daferera ve ark. (2003) giiveyotu (Origanum vulgare), geyik otu/giritotu (Origanum
dictamnus), mercankosk (Origanum majorana), kekik (Thymus capitatus), lavanta
(Lavandula angustifoli), biberiye (Rosmarinus officinalis), adacay1 (Salvia fruticosa) ve
yarpuz (Mentha pulegium) gibi bitkilerin ugucu yaglari, domateste patojen olan Botrytis
cinerea, Fusarium sp. ve Clavibacter michigenensis subsp. michigenensis’ye karsi etkilerini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda giliveyotu, kekik, dictamnus ve mercankdsk ugucu yaglari
diisiik konsantrasyonlarda (85-300ug/ml) dahi testlenen 3 patojenin gelisimlerini tamamen

durdurmustur. Lavanta, biberiye, adacay1 ve yarpuz ise daha az etki géstermistir.

Sahin ve ark. (2003), Cibriska’dan (Satureja hortensis) elde ettikleri ekstrati, klinik ve
bitki patojeni olan 55 adet bakteriye karsi denemislerdir. Deneme sonunda bitki ekstratinin
klinik bakterilere karsi etkili oldugu, yeni bir ila¢ yapiminda ve tedavide kullanilabilecegi

belirlenmistir. Ancak, bitki patojeni bakterilere karsi deneme sonuglarinin Clavibacter,
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Pseudomonas ve Xanthomonas cinsine ait bakterilerde ekonomik o6nemde olmadigini

bildirmislerdir.

Curtis ve ark. (2004) sarimsak ekstratinin bitki patojen organizmalara kars1 etkisini in
vitro’da test etmistir. Agrobacterium tumafaciens, Erwinia carotovora, Pseudomonas
syringae pv. maculicola, Pseudomonas syringae pv. phaseolicola, Pseudomonas syringae pv.
tomato, Xanthomonas campestris pv. campestris adli bitki patojenlerine karsi etkili oldugunu

saptamistir.

Talas-Ogras ve ark. (2005) Salkim agaci1 (Robinia pseudoacacia) tohumundan elde
edilen cationic peptitin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Staphylococcus
aereus, Bacillus subtilis, Erwinia carotovora subsp. carotovora, Pseudomonas syringae pv.
syringae, Xanthomonas campestris pv. campestris ve Esherichia coli gibi bazi1 bakterilerin

gelisimlerini engelledigini bildirmistir.

Domateste Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas vesicatora ve
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis sera ve arazi kosullarinda 6nemli kayiplara
neden olan bakteriyel etmenlerdir. Bu hastalik etmenlerine kars1 Allium sativa (Sarimsak) ve
Ficus carica (Incir) ekstratlarmin uygulanmasi sonucunda hastalik oranin1 % 58 ve %30,
hastalik siddeti ise % 68 ve % 30 oraninda azalmistir. Standart bakir uygulamalar ile
karsilastirnldiginda Allium sativa (Sarimsak) %65 ve Ficus carica (Incir) ise %38 oraninda
hastalig1 engellemistir. Allium sativa ve Ficus carica ekstraktlarinin antibakteriyel etkisinin
domateste bakteriyel hastalik etmeni olan Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas
vesicatora ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ e karsi serada basarili sekilde

kullanilabilecegi belirlenmistir (Balestra ve ark. 2009).

Hong ve ark. (2011) kekikten elde ettikleri thymol fenolik bilesik ve asibenzolar-S-
methyl’i tek tek ve karigim olarak Ralstonia solanacearum’a karsi etkinliklerini
aragtirmiglardir. Calisma sonucunda sadece thymol kullanildiklarinda hastaligt %30
goriilirken thymol ve asibenzolar-S-methyl karigimi uygulandiginda hastalik orant %19
olarak belirlenmistir. Ayn1 zamanda uygulamalar sonucunda iiriinde de 6nemli seviyede artis
gorilmiistiir. Arastiricilar dayanikli domates ¢esidi ile birlikte bu kimyasallarin kullanimi ile

hastalik etmenlerine kars1 miicadelenin basarili olacagini bildirmislerdir.

Lucas (2012) Karanfil (Syzgium aromaticum), tar¢in, limon otu (Cymbopogon citratus
(D.C) Stapf), okaliptus (Eucalytus gunii Hook), kekik (Thymus vulgaris L.) ve ¢ay otu

(Camellia sinensis (L) O. Kuntze) ugucu yaglarinin Xanthomonas vesicatora’ nin gelisimine
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ve domates bakteriyel lekesinin siddeti iizerine etkilerini arastirmiglardir. In vitro da biitiin
ucucu yaglar etkili olurken sera kosullarinda da benzer olarak hastalik siddetini azalttig

gorilmiistiir.

Mbega ve ark. (2012) Tanzanya’da domateslerdeki bakteriyel leke hastaligina kars1 84
farkli bitkinin [Adagay1 (Salvia officinalis L.), adi yonca (Medicago sativa ssp. sativa L.),
aksogiit (Salix alba L.), aciaga¢ (Quassia sp.), ayrik otu (Agropyron repens L. ), aga¢ minesi
(Lantana camara L.), avakado (Persea americana L.), akdiken (Frangula alnus Mill.),
Agapanthus (Agapanthus sp.), avize agaci (Yucca sp.), ayrik otu (Agropyron repens (L.)
Beauv.), alman papatyas: (Matricaria chamomilla L.), atkuyrugu (Equisetum arvense L.),
aloevera (Aloe vera L.), andizotu (Inula helenium L.), Adam’s needle (Yucca filamentosa L.),
ardi¢ (Juniperus communis L.), akhardal (Sinapis alba L.), asma anac1 (Vitis vinifera L.),
andizotu (Inula helenium L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.), ¢ay (Camellia sinensis L.),
carkifelek (Passiflora incarnata L.), ¢uhagigegi (Primula veris L.), cayir t¢giilii (Trifolium
pratense L.), cemenotu (Trigonella foenum-graecum L.), deniz yosunu (Fucus vesiculosus
L.), dikenli kayiskiran (Ononis spinosa L.), ebegiimeci (Malva sylvestris L.), ginseng (Panax
ginseng C.A. Meyer.), ginko (Ginkgo biloba L.), hindiba (Cichorium intybus L.), irlanada
yosunu (Chondrus crispus L.), 1sirgan otu (Urtica sp.), kirmizibiber (Capsicum frutescens L.),
kayin agact (Betula pendula Roth.), kahve (Coffe arabica L.), karanfil (Caryophyllus
aromaticus L.), kinoa (Chenopodium quinoa Wild.), kekik (Thymus vulgaris L.), kinin
(Cinchona pubescens Vahl.), kereviz (Apium graveolens L.), kuzudili (Plantago major L.),
karaaga¢ (Ulmus campestris L.), karakavak (Populus nigra L.), kazotu (Pontentilla anserine
L.), kakule (Ellettaria cardamomum L.), limon otu (Cymbopogon citratus L.), meyankokii
(Glycyrrhiza uralensis L.), mese (Quercus robur L.), okaliptiis (Eucalyptus globulus L.), dkse
otu (Viscum album L.), reyhan (Ocimum basilicum L.), mercan bitkisi (Jatropha sp.), mojave
yucca (Yucca schidigera L.), miirver agaci (Sambucus nigra L.), nar (Punica granatum L.),
Nor-grape 80 (Vitis vinifera L.), nemm (Azadirachta indica L.), papatya (Bellis perennis L.),
sabunotu (Saponaria officinalis L.), sedefotu (Ruta graveolens L.), sisal (Agave sisalana
Perrine.), Soapbark (Quillaja saponaria Molina.), suyarpuzu (Mentha aquatica L.),
solucanotu (Tanacetum vulgare L.), sarigam (Pinus sylvestris L.), sogan (Allium cepa L.), tas
anasonu (Pimpinella saxifraga ssp. nigra (Mill)), ti¢giil (Trifolium repens L.), yayla muzu
(Rheum palmatum L.), yaban mersini (Vaccinium myrtillus L.), zerdegal (Curcuma longa L.),
zencefil (Zingiber officinale Rosc.), zeytin (Olea europaea L.) ] ektraktinin etkisini

aragtirmigtir. Tohum uygulamasi olarak aloevera (Aloe vera L.), adagay1 (Salvia officinalis
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L.), kayin agaci1 (Betula pendula Roth.), kahve (Coffe arabica L.), meyankokii (Glycyrrhiza
uralensis L.), ardi¢ (Juniperus communis L.), reyhan (Ocimum basilicum L.), mese (Quercus
robur L.), yayla muzu (Rheum palmatum L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.), sedefotu
(Ruta graveolens L.), akhardal (Sinapis alba L.), mojave yucca (Yucca schidigera L.)
bitkilerinden elde edilen ekstraktlar1 en etkili oldugu belirlenmistir. Ozellikle aloevera (Aloe
vera L.), kahve (Coffe arabica L.) ve mojave yucca (Yucca schidigera L.) bakteriyel leke
hastaligin1 tamamen engellemis ve tohumun ¢imlenmesine ise herhangi bir olumsuz etkileri

olmamustir.

Kotan ve ark. (2013) Satureja hortensis (cibriska)’den elde ettikleri ekstrakt ve ugucu
yagin1 Clavibacter michiganenesis subsp. michiganensis, Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria ve Xanthomonas axonopodis pv. vitians karsi domates ve marul tohumlarinda
dezenfaktan olarak denemislerdir. Ugucu yag petri denemelerinde c¢ok etkili bulunurken
ekstrak daha az etkili olmustur. Tohum uygulamalarinda ¢imlenmeye olumsuz bir etki
bulunmamasinin yaninda hastalik oraninda diistis ve bitkilerde kok ve yesil aksaminda bir

artis tespit edilmistir.
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3. MATERYAL-METOD
3.1. MATERYAL

TUBITAK TOVAG-1060196 nolu proje kapsaminda izole edilen ve tanilar1 yapilmis
olan Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatlari, CFPB 1672 referans izolat, besi
yerleri, c¢esitli kimyasallar, laboratuar malzemeleri, inkiibator, etiiv, otoklav, pH metre,
spektrofotometre, ticari olarak alinan Adagay1 (Salvia spp. Mecitefendi), Anason (Pinpinella
anisum, Mecitefendi) , Aloevera (Aloe vera, Destek), Aspir (Carthamus tinctorius, Destek),
Bergamut (Citrus bergamia, Nurs Lokman Hekim), Biberiye (Rosmarinus officinalis,
Mecitefendi), Defne (Laurus nabilis, Mecitefendi), Isirgan tohumu (Urtica diolca, Nurs
Lokman Hekim), Karanfil (Caryophyllus aromaticum, Mecitefendi), Kantaron (Hypericum
perforatum, Nurs Lokman Hekim), Karabas (Lavandula stoechas, Mecitefendi), Kekik
(Tymus vulgaris, Destek), Kimyon (Carum carvi, Nurs Loman Hekim), Lavanta (Lavandula
officinalis, Nurs Lokman Hekim), Melissa (Melissa officinalis, Nurs Lokman Hekim), Mersin
(Myrtle sp. Mecitefendi), Nane (Mentha piperita, Mecitefendi), Okaliptiis (Eucolyptus globus,
Nivalis), Rezene (Foeniculum vulgare, Mecitefendi), Papatya (Matricoria chamomilla, Nurs
Lokman Hekim), Sarimsak (Allium sativum, Nivalis) bitkilerinin ugucu yaglari bu ¢alismanin

materyalini olusturmustur.

3.2. METOD
3. 2. 1. Bakteri Kiiltiirlerinin Gelistirilmesi

Derin dondurucuda gliserol icerisinde saklanan 34 adet Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi bolge izolatlar1 ve CFPB 1672 kodlu referans izolatin gelistirilmesi i¢in King B
(20g Proteose peptone, 1.5 g K;HPO43H,0, 1.5 g MgS0O,47H,0, 10 ml Glyserol, 15 g Agar,
1000 ml Saf su, pH= 7.2) besi yeri kullanilmistir. Taze hazirlanan King B besi yeri igeren
petrilere bakteri kiiltiirleri ¢izgi ekim seklinde asilanmistir. Petriler 48 saat 25°C’de inkiibe
edildikten sonra krem renkli floresan koloni gelisimleri gosteren izolatlar se¢ilerek alinmis ve

tani testleri icin kullanilmistir (Lelliot ve Stead 1987).

3. 2. 2. Patojenite Testi ve Re-izolatlarin Eldesi

Patojenite testi, izole edilen bakterinin patojenite 6zelligini gosteren bir yontemdir ve
etmenin kesin tansin1 yapmak i¢in gereklidir. Nutrient agar besi yerinde gelistirilen 24 saatlik
bakteri izolatlarmmn 10° hiicre/ml yogunlugundaki siispansiyonu Tutku Fidancilik-Tekirdag
firmasindan 1 yasindaki saglikli Edremit cesidi zeytin fidanlarinda agilan yaralardan bir

injektor yardimiyla inokule edilmistir. Negatif kontrol olarak steril su, pozitif kontrol olarak
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CFPB 1672 (INRA-Fransa, Dr. Cindy Morris, zeytin izolat1) kodlu Pseudomonas savastanoi
izolat1 kullanilmistir. Inokulasyon bélgeleri 24 saat 1slak pamuk ve parafilm ile sarilarak 25°C
ve %70 nem igeren sera bélmesinde muhafaza edilmistir. Pozitif kontrolle bulasik bitkilerde
distan gozle goriiliir simptomlar olusunca yaklagik 2 ay sonra degerlendirme yapilmistir
(Janse 1981).

Inokulasyon yapilan Edremit zeytin fidanlarinda olusan yumusak dokuya sahip, acik
renkli urlar kesilerek incelemeye alinmistir. Ornekler kiiciik parcalara ayrilmis ve %70 etil
alkol ile yiizeyden dezenfeksiyon edilmistir. Ornekler porselen havan igerisine konulmus ve 2
ml steril saline buffer eklenerek siispansiyonlar hazirlanmistir. Steril kabin igersine konulan
havanlar 15-20 dakika bekletilerek bakterinin saline buffer siispansiyonuna gegmesi
saglanmistir. Bekleme sonunda icerisinde King B agar bulunan petrilere {i¢ ¢izgi yontemine
gore gizimler yapilmistir (Janse 2006). 25°C’de 2 giin inkiibasyondan sonra petriler buz
dolabinin +4 kismina alinmis ve 24 saatte orada inkiibe edilmistir. izolasyon petrileri 48
saatten fazla inkiibatorde bekletilmesi durumunda Mirik ve ark. (2008) belirttigi gibi petri
yiizeyinde sar1 renkli saprofit bir bakteri geliserek petriyi kaplamakta ve patojeni izole etmeyi
engellemektedir. PSF agar besi yerinde zayif floresan tipte, kiigiik yuvarlak ve kabarik
olmayan tipte gelisen koloniler saflagtirilmistir. Yapilan tiitiinde HR pozitif olan izolatlar cam
tiiplerde egik olarak hazirlanmis yeast dekstroz kalsiyum karbonat agar (YDCA) besi yerine

cizimleri yapilarak buzdolabinda saklanmaigtir.

3. 2. 3. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Tam Testleri
3. 2. 3. 1. Potasyum Hidroksit (KOH) ile Gram Reaksiyon Testi

Taze hazirlanan %3’lik potasyum hidroksit soliisyonundan lam {izerine bir damla
damlatildiktan sonra Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi re-izolatlar1 ve referans izolatin
24 saatlik kiiltiirtinden steril kiirdanla alinarak soliisyona dairesel hareketlerle karistirilmistir.
20-30 saniye sonra kiirdan yukari kaldirildiginda viskoz, yapiskanimsi bir siinmenin olusmasi
gram negatif olarak degerlendirilmistir (Sands 1990). Kontrol olarak Prof. Dr. Yesim
AYSAN’dan alinan gram pozitif 6zellige sahip Cmm 3a-r kodlu Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis kiiltiirii kullanilmigtir.

3.2.3. 2. Levan Olusumu
SNA besi yeri olarak adlandirilan, % 5 sukroz iceren nutrient agar (8 g Nutrient broth,
15 g, Agar, 50 g Sakkaroz, 1000 ml Saf su) ortamina ¢izgi seklinde ekim yapilmistir. 3-5

giinliik inkubasyon sonra pozitif reaksiyon verenler beyaz mukoid, tiimsek seklinde koloni
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olusumuna gore degerlendirilmistir (Schaad ve ark. 2001). Pozitif kontrol olarak Ziraat
Yiksek Miihendisi Nesrin TUNALI’ dan temin edilen Erwinia amylovora 57 izolati

kullanilmustir.

3. 2. 3. 3. Oksidaz Testi

Taze hazirlanan %1°lik N; N; N; N; Tetra methyl-p-phenylendiamine dhydrochloride
soliisyonu steril filtre kagidina damlatilmistir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi re-
izolatlar1 ve referans izolatin 24 saatlik kiiltiiriinden steril kiirdanla alinarak 1slak kurutma
kagidina ¢izildiginde 10 saniye sonra bakteri kitlesi maviye doniisiirse pozitif, 60 saniye sonra
maviye doniisiirse ge¢ pozitif, 60 saniye sonra mavi renk olusumu goézlenmez ise negatif

olarak degerlendirilmistir (Kovaks 1956).

3. 2. 3. 4. Pektolitik Aktivite Testi

Patates yumrular yiizeysel dezenfeksyon icin dnce deterjanli firgalanarak yikanmis ve
daha sonra %1 NaOCl’da 3 dakika bekletilmistir. NaOCl’yi uzaklastirmak i¢in 3 kez steril saf
su ile durulanmistir. Bu islemden sonra steril bir bisturi ile patates yumrularinin kabuklari
soyulmustur. icerisinde steril nemli filtre kagid1 bulunan petri igerisine patates yumrulari steril
bir bicakla 7-8 mm kalinliginda dilimlere ayrilarak konulmustur. Bir 6ze dolusu bakteri
kiiltiirii patates dilimi {izerine bulastirilmistir. 25 °C’de 24-36 saatlik inkiibasyondan sonra
degerlendirme  yapilmistir. Inokule edilen bdlgedeki yumusama pozitif —olarak

degerlendirilmistir. (Lelliot ve Stead 1987).

3. 2. 3. 5. Arginin Dihiydrolase Testi

Test igin igerisinde 1.0 g Peptone, 5.0 g NaCl, 0.3 g K,HPO,, 0.01 g Phenol red, 10 g
L (+) Arginin HCL, 3 g Agar 1000 ml saf su konularak ortam 1sitilarak eritilmis ve 35 °C’ye
kadar soguduktan sonra pH:7.2’ye ayarlanmistir. 3 ml tiiplere konulup 121 °C 15 dakika
otoklav edilmistir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi re-izolatlar1 ve referans izolatin 24
saatlik kiiltiirden yarma agilama yapilmustir. Uzeri 2 ml steril vaspar (Vaspar: 1 6l¢ii vazelin, 3
ol¢ii s1vi parafin. Eritilen vazeline parafin ilave edilir ve 121 °C 15 dakika otoklav edilir) ile
ortiilmiistiir. Kontrol olraka 3 tiip asilanmamustir 10-12 giinliik bir inkiibasyondan sonra
kirmiz renkteki kontrole gdre visne rengini veren kiiltiirler pozitif olarak degerlendirilmistir

(Lelliott ve Stead 1987).
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3.2.3. 6. Tiitiin’ de Asir1 Duyarhhk Testi (Hipersensitiv Reaksiyon: HR)

Tiitlin 3-4 yaprakli duruma geldiginde Klement ve Goodman (1967) yontemine gore
10® hiicre/mI’lik bakteri siispansiyonunun ¢ok ince uglu enjektér yardimiyla yapragin alt
yiizeyindeki damar aralarindaki hiicreler arasindaki alana enjekte edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Inokule edilen kisimlarmin 24-48 saat sonra nekroz gdriiniim vermesi

pozitif olarak degerlendirilmistir.

3. 3. 4. Farkh Ugucu Yaglarin In Vitro Kosullarda Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin Gelisimine Antimikrobiyal Etkisi
Patojenin ml’ deki Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

King B besi yerinde (King ve ark 1954) gelistirilen 48 saatlik izolatlar
spektrofotometrede 600 nm 0.3 Olcliim degerine ayarlanarak siispansiyonlar hazirlanmistir.
Elde edilen siispansiyonlardan 1 ml alinarak igerisinde 9 ml nutrient broth bulunan tiiplerde -
6’e kadar seyreltme serileri yapilmistir. Her bir seyreltmeden igerisinde PSF besi yeri bulunan
petrilere 100 pl siispansiyon konulmus ve bir baget yardimi ile ortam tizerine yayilmistir. Her
bir seyreltme icin 3 adet petri kullanilmistir. 25°C’ de 48 saat inkiibasyondan sonra petrilerde
geligen koloniler sayilarak ml” deki hiicre yogunlugu hesaplanmistir (Klement ve ark. 1990).

Farkl1 bitki ekstraktlarindan elde edilmis olan ugucu yaglarin Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi’nin gelisimine antimikrobiyal etkisi (1) kagit disk yontemi (2) siv1 besi yerine
ucucu yaglar1 ekleme yontemi (3) kati besi yerine ugucu yaglar1 ekleme yontemi olmak iizere
ti¢c farkli yontemle arastirilmistir. Ugucu yaglarin bu patojene etkisi arastirilirken patojenin {i¢
farkli popiilasyonu (4XlO3 hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml) ile calisma
yiiriitiilmiis ve bakteri popiilasyonu arttikca ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesindeki
degisimler ortaya konmustur.

Birinci yontem: farkli bitki ekstraktlarindan elde edilmis olan ugucu yaglarin
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin gelisimine antimikrobiyal etkisi kagit disk
yontemiyle Mangama ve Sreeramulu (1981) ve Mirik ve Aysan (2006)’ya gore arastirilmastir.
Calismada, Adagay1 (Salvia spp.), Anason (Pinpinella anisum), Aloevera (Aloe vera), Aspir
(Carthamus tinctorius), Bergamut (Citrus bergamia), Biberiye (Rosmarinus officinalis),
Defne (Laurus nabilis), Isirgan tohumu (Urtica diolca), Karanfil (Caryophyllus aromaticum),
Kantaron (Hypericum perforatum), Karabas (Lavandula stoechas), Kekik (Tymus vulgaris),
Kimyon (Carum carvi), Lavanta (Lavandula officinalis), Melissa (Melissa officinalis), Mersin
(Myrtle sp.), Nane (Mentha piperita), Okaliptiis (Eucolyptus globus), Rezene (Foeniculum
vulgare), Papatya (Matricoria chamomilla), Sarimsak (Allium sativum) elde edilmis 21 adet
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farklt ugucu yag kullanilmigtir. Hastalik etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
izolatimin 24 saatlik kiiltiirinden, 660 nm’ de 0.3 degerine ait 4x10° hiicre/ml yogunluktaki
siispansiyondan 100 pl alinarak PSF besi ortami bulunan petrilere baget ile yayilmistir.
Petrilere 1 cm ¢apinda biribirine esit uzaklikta olan ii¢ adet steril kagit disk yerlestirilmistir.
Kagit diskler {izerine 20 pl ugucu yag damlatilarak emdirilmistir. Petrilerin kapag1 parafilm
ile sarildiktan sonra petriler 25°C’de 48 saat inkubasyona birakilmis ve olusan inhibisyon
zonlar cetvetle Olciilerek degerler mm olarak kaydedilmistir. Negatif kontrol olarak 100 pl
steril su, pozitif kontrol olarak 100 ul streptomisin siilfat kagit disklere emdirilmistir. Deneme
3 tekrarli ve her tekrarda 3 kagit disk olacak sekilde kurulmustur. Ayni islemler patojen
bakterinin 4x 10° ve 4x 10" hiicre/ml yogunluklari i¢in de yapilmistir. Calisma sonunda, farkl:
ugucu yaglarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi nin ti¢ farkli popiilasyonuna olan
antimikrobiyal etkisi ortaya konmustur.

Ikinci yontem: siv1 besi yerine eklenen ugucu yaglarm Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ye antimikrobiyal etkisi Balestra ve ark. (2009)’e gore arastirilmistir. Calismada
birinci yontemde etkili bulunan 6 farkl bitki ekstraktindan elde edilen ugucu yag (Bergamot,
Karabas, Karanfil, Kekik, Sarimsak, Okaliptiis) kullanilmistir. Patojenin ii¢ farkh
popiilasyonu (4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml) ile ucucu yagin dort farkls
(25, 50, 75 ve 100 pul) dozu galismada denenmistir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
izolatinin 24 saatlik kiiltlirlinden, tiipte 9 ml’lik siv1 besi yerinde hazirlanan, 4x10° hiicre/ml,
4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml yogunluktaki siispansiyonlarina 25, 50, 75 ve 100 pl
dozunda ugucu yaglar eklenmis ve tiiplerin agz1 6nce pamukla sonra parafilmle kapatilmistir.
Ucucu yag uygulamasindan 0, 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sonra her bir uygulamadan 100 pl
alinarak ti¢ tekrar olacak sekilde petrilere yayma yontemi kullanilarak bakteri ekimi yapilmis
ve gelisen petrilerdeki koloni sayimi yapilarak bakteri popiilasyonu hesaplanmistir.
Hesaplanan degerler logig tabanina ¢evrilmistir. Deneme 3 tekrarli olarak her tekrarda tek tiip
olacak sekilde kurulmustur. Uygulamadan hemen sonraki (0 saat) bakteri popiilasyonuyla
ilerleyen saatlerdeki bakteri popiilasyonu karsilastirilarak farkli ugucu yaglarin sivi kiiltiirdeki
patojen bakteriye antimikrobiyal etkisi arastiriimigtir.

Uciincii yontem: otoklavdan sonra 48°C’ye sogutulmus kat1 besi yerine eklenen ugucu
yaglarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye antimikrobiyal etkisi Balestra ve ark.
(2009)’e gore arastirllmistir. Calismada birinci yontemde etkili bulunan 6 farkli bitki
ekstraktindan elde edilen ucucu yag (Bergamot, Karabas, Karanfil, Kekik, Sarimsak,
Okaliptiis) kullanilmustir. Patojenin ii¢ farkli popiilasyonu (4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve

4x10° hiicre/ml) ile ucucu yagin dort farkli (25, 50, 75 ve 100 ul) dozu ¢alismada denenmistir.
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Taze hazirlanan 9 ml King B besi yeri cam tiipler icerisine konularak otoklavda steril
edilmistir. Otoklavdan ¢ikan tiipler 48°C’ deki su banyosuna konularak sogumasi
saglanmustir. Ilik besi yerleri steril kabinde igerisine 25, 50, 75 ve 100 ul dozlarinda ugucu
yaglar eklenmis ve vortekslenerek petrilere dokiilmiistiir. Hastalik etmeni Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi izolatinin 24 saatlik kiiltiiriinden, 4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml
ve 4x10° hiicre/ml hiicre/ml yogunluktaki siispansiyonlarindan 100 pl alinarak igerisinde
ucucu yag ve PSF besi ortami bulunan petrilere baget ile yayilmistir. Daha sonra petrilerin
etrafi parafilmle sarilarak inkiibatore yerlestirilmistir. 24 saat sonra petrilerde bakteri

gelisimleri degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4. 1. Bakteri Kiiltiirlerinin Gelistirilmesi

Derin dondurucuda gliserol igerisinde saklanan 34 adet Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi bolge izolatlart ve referans olarak kullanilan CFPB 1672 kodlu izolatin King B
besi yerinde krem renkli floresan koloni gelisimleri gdsteren izolatlar secilerek alinmis ve

calismada kullanilmistir (Lelliot ve Stead 1987).

4. 2. Patojenite Testi ve Re-izolatlarin Eldesi

Nutrient agar besi yerinde gelistirilen 24 saatlik bakteri izolatlarin ve CFPB 1672
kodlu Pseudomonas savastanoi izolati Edremit ¢esidi zeytin bitkilerine inokule edildikten
yaklasik 2 ay sonra degerlendirme yapilmistir Sekil 4.1.’de goriildiigli gibi yara dokusunun
etrafinda agik yesil veya acik kahve renkte, yumusak ur belirtileri olusmustur. Ur belirtileri
gosteren 34 izolatin patojenitesi pozitif olarak degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak
cesme suyuyla inokule edilen bitkilerde herhangi bir ur belirtisi gézlenmemistir (Janse 1981).
Bu yumusak urlu dokulardan yapilan re-izolasyonlarda 68 adet re-izolat elde edilmistir.
izolasyonlarda, petrilerinin 25°C’de 2 giin inkiibasyonu takiben +4°C’deki buzdolabinda 24
saat bekletilmesi Mirik ve ark. (2008)’nin da belirttigi gibi izolasyon petrisindeki sar1 renkli
saprofit bakteri gelisimini baskilayarak yavas gelisen patojenin gelisimine miisaade etmistir.
Boylelikle patojen bakteri kolaylikla izole edilmistir. Elde edilen re-izolatlarla tani ¢alismalari

yapilmistir.
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Sekil 4.1. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatinin zeytinde
olusturdugu ur belirtileri

4. 3. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin Tani Testleri
4. 3. 1. Potasyum Hidroksit (KOH) ile Gram Reaksiyon Testi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi re-izolatlari ve referans izolatla yapilan KOH
testi sonucunda 6zeye yapisarak siimiiksii bir yapt olusturmasindan dolay: gram negatif olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.2.). Karsilastirma kiiltiiri olarak kullanilan
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’de ise siimiiksii bir yapit gbzlenmemis

olmasindan dolay1 gram pozitif olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.2. KOH testi sonucunda gram negatif kiiltiirlerde
olusan siimiiksii yap1

4. 3. 2. Levan Olusumu

% 5 sukroz igeren nutrient agar ortamina ekimi yapilan Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi re-izolatlar1 ve referans izolat inkiibasyon siiresinin sonucunda petride beyaz
mukoid, tiimsek seklinde koloni olusturmamistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.3). Pozitif kontrol
olarak Ziraat Yiiksek Miihendisi Nesrin TUNALI’ dan temin edilen Erwinia amylovora 57

izolatinin kolonileri bu besi yerinde inci gibi beyaz ve tiimsek seklinde geligmistir.
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Sekil 4.3. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolati (sagda) ve
Erwinia amylovora’nin (solda) SNA besi yerinde gelisim

4. 3. 3. Oksidaz Testi

N; N; N; N; Tetra methyl-p-phenylendiamine dihydrochlorideden hazirlanan % 1° lik
soliisyon kurutma kagidi lizerine bir damla damlatilip bakteri kiiltiirlinden kiirdan yardimu ile
filtre kagidina, siriildiigiinde 60 sn iginde bir renk degisimi olmadigindan dolay1 oksidaz
negatif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4. 1, Sekil 4.4). Pozitif kontrol olarak kullanilan

Pseudomonas cichori kiiltiirii bu siire iginde mor renkte bir degisime neden olmustur.

Sekil 4.4. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatinin
oksidaz reaksiyonu

34



4. 3. 4. Pektolitik Aktivite Testi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi re-izolatlar1 ve referans izolatin higbiri
pektolitik enzim iretmediginden patates dilimleri iizerinde yumusak ciirtiklik belirtisi
olusturmamistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.5). Pozitif kontrol olarak Pectobacterium caratovorum

kullanilmuastir.

Sekil 4.5. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
izolatinin patates dilimlerinde pektolitik
aktivite testi

4. 3. 5. Arginin Dihiydrolase Testi

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi re-izolatlar1 ve referans izolatin ekim yapilan
tiiplerin tizeri 1 ml mineral yag ile kapatilmis ve 7-15 giin inkiibatdrde bekletildikten sonra
tiiplerde herhangi bir renk degisimi gozlenmemesinden dolayr negatif olarak

degerlendirilmistir (Cizelge 4.1, Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatinin
arginin dihydrolase testi

4. 3. 6. Tiitiin’ de Asir1 Duyarhlik Testi (HR)

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi re-izolatlari ve referans izolatin tamamu, tiitiin
yapraklarinin damar aralarinda 24 saat sonra su emmis alanlar ve 48 saat sonra nekroz

olusturdugundan asirt duyarlilik reaksiyonlari pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4.1.,

Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi izolatinin tiitiin
yaprak damar aralarinda olusturdugu tipik asir
duyarlilik reaksiyonu

Tan1 testleri sonucunda 34 re-izolatin tiimii, gram negatif 6zellikte, SNA besi yerinde
levan tipte olmayan koloni iiretmis, oksidaz reaksiyonu, patates dilimlerinde pektolitik
aktivite ve arginin dehidrolaz aktivitesi negatif olarak saptanirken tiitiin damar aralarinda asir1
duyarlilik reaksiyonunun pozitif oldugu ortaya konmustur. Bu sonuglara gore zeytin
dallarinda ura neden olan bakteri LOPAT 1b grubundan bir bitki patojeni oldugu

belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Patojenin tanilanmasinda uygulanan testler

Test Sonuglari

Uygulanan Testler Pseudomonas savastanoi pv. | Referans izolat
savastanoi Re-izolatlar1 (CFPB 1672)
Potasyum Hidroksit Testi (KOH) Gram (-) Gram (-)

Levan Olusumu - -

Oksidaz Testi - -

Pektolitik Aktivite Testi - -

Arginin Dihiyrolase Testi - -

Tiitlinde Asir1 Duyarlilik Testi
(HR)

44. Farkh Ucgucu Yaglarin In vitro Kosullarda Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin Gelisimine Antimikrobiyal Etkisi

Patojenin ml’ deki Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Spektrofotometrede 600 nm absorbansda 0.3 okuma degerinde hazirlanan bakteri
slispansiyonunun -4, -5, -6 seyreltmelerinden besi yerine yapilan ekimlerde, Sekil 4. 9.’de
de goriildiigii gibi sirastyla 5000, 1000, 400 adet bakteri kolonisi sayilmistir.
Hesaplamalar -6 seyreltmesine gore yapildiginda Agg:0.3 okuma degerindeki bakteri
popiilasyonunun ~ (400x10x1000000=4x10°  hiicre/ml)  4x10°  hiicre/ml  oldugu
hesaplanmistir. Buradan seyreltme serileri hazirlanarak ugucu yaglarin bakteriyel etmene
etkisinin saptanacagi c¢alismalarda, patojenin 4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10°

hiicre/ml popiilasyonu kullanilmistir.
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Sekil 4.8. Agpo:0.3 okuma degerindeki bakteri popiilasyonunun -4,
-5, -6 seyreltmelerinde petride gelisen bakteri kolonileri

Birinci yontem: Cizelge 4.2.de goriildiigii gibi, farkli bitki ekstraktlarindan elde
edilen ugucu yaglarin, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin ii¢ farkli popiilasyonuna
(4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml) in vitro kosullardaki etkisinin kagit disk
yontemine gore arastirildigi calismada, ugucu yag eklenen filtre kagidinin etrafinda, 48 saat
sonra Olciilen engelleme alani (zon) degerlerine gore, okaliiptiis, karabas, karanfil ve kekik
ucucu yaglarimin etkili oldugu belirlenmistir. Adacayi, aloevera, anason, aspir, bergamut,
biberiye, defne, 1sirgan tohumu, kantaron, kimyon, lavanta, melissa, mersin, nane, papatya,
rezene ve sarimsaktan elde edilen ugucu yaglarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin
ti¢ farkli popiilasyonunun (4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml) gelisimine

herhangi bir antimikrobiyal etkisinin olmadig1 saptanmistir.

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin en yiiksek popiilasyonu olarak 4x10°
hiicre/ml kullanildiginda, kekik ucucu yag1 2.40 cm engelleme alan1 (Sekil 4.9) olusturarak en
basarili ugucu yag olarak saptanmis ve bunu 1.11 cm’lik engelleme alaniyla karabas kekik
ucucu yagi izlemistir. Patojen popiilasyonu 4x10* hiicre/mI’ye diistiiglinde, antimimikrobiyal
etki gosteren ugucu yag sayisi dorde ¢cikmis ve okaliiptiis, karabas, karanfil ile kekik ugucu
yaglarinda 0.32-3.60 cm arasinda degisen engelleme zonlari tespit edilmistir. Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin 4x10* hiicre/ml kullanildiginda, kekik ugucu yaginda 3.60
cm’lik engelleme zonuyla en basarili ugucu yag olmus bunu sirasiyla 1.60, 0.90 ve 0.32
cm’lik engelleme zonuyla karabas kekik, karanfil ve okaliiptiis ugucu yag1 izlemistir. Patojen
poplilasyonu 4x10° hiicre/mI’ye diistiigiinde, sonuglar 4x10* hiicre/ml popiilasyonuyla benzer
bulunmustur. Aynm1 dort ugucu yag daha yiiksek oranda etki gostererek basarili olmustur.
Kekik ucucu yaginda 3.70, karabas kekik u¢ucu yaginda 2.60, karanfil ugucu yaginda 1.30 ve
okaliiptiis ugucu yaginda 1.00 cm’lik patojeni engelleme zonu Olgiilmiistiir. Patojen

popiilasyonu arttik¢a ugucu yaglarin etkisinde azalma tespit edilmistir. Bu durum pek ¢ok
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calismada da gosterilmistir (Balestra ve ark. 2009). Basarili buldugumuz kekik ve karabas
kekigin bakterilere karsi antimikrobiyal etkisini gosteren pek ¢ok calisma mevcuttur (Basim
ve ark. 2000; Lucas 2012). Benzer sekilde kekik ve karabas kekikten elde edilen ugucu yagin
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye antimikrobiyal etkisi bu caligmayla ortaya

konmustur.

Kontrol Streptomisin

Sekil 4.9. Kekik ugucu yaginin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin
gelisimine antimikrobiyal etkisi
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Cizelge 4.2. Farkli ugucu yaglarin kagit disk yonteminde olusturdugu inhibisyon zonlari (mm)

U Yas] 4x10° | 4x10" | 4x10° Ucucu 4x10° | 4x10" | 4x10°
guct Yagiar | picre/ml | hiicre/ml | hiicre/ml Yaglar hiicre/ml | hiicre/ml | hiicre/ml
OKaliptiis 1.00 0.32 0.00 Defne 0.00 0.00 0.00
Karabas 2.60 1.60 1.11 Isirgan 0.00 0.00 0.00

Tohumu

Karanfil 1.30 0.90 0.00 Kantaron 0.00 0.00 0.00
Kekik 3.70 3.60 2.40 Kimyon 0.00 0.00 0.00
Sarimsak 0.00 0.00 0.00 Lavanta 0.00 0.00 0.00
Adagayl 0.00 0.00 0.00 Melisa 0.00 0.00 0.00
Anason 0.00 0.00 0.00 Mersin 0.00 0.00 0.00
Aloevera 0.00 0.00 0.00 Nane 0.00 0.00 0.00
Aspir 0.00 0.00 0.00 Rezene 0.00 0.00 0.00
Bergamot 0.00 0.00 0.00 Papatya 0.00 0.00 0.00
Biberiye 0.00 0.00 0.00

ikinci yontem: 4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml yogunlugundaki
hazirlanan bakteri siispansiyonlar1 igerisine eklenen farkli dozlarda eklenen ugucu yaglar
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin gelismesini engellemistir. Cizelge 4.3’de de
goriildigi gibi etkileri farkli olmustur. Ayn1 zamanda bakteri yogunluguna bagl olarak da
farkli etki gostermistir. Bakteri yogunlugu arttikca etki kekik ugucu yagi hari¢ diger ucucu
yaglarda etkilidir. Balestra ve ark. (2009) yaptiklar1 ¢calismada benzer sonuglar1 elde etmistir.
Her bakterinin 4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml yogunluklari igerisine 25,
50, 75 ve 100 pl ucucun yag eklenmis ve 0, 1, 3, 6 ve 24 saat sonra petrilere yayma
yontemine gore ekimleri yapilmistir. Cizelge 4. 3.’de goriildiigii gibi uygulama dozundan
ziyade uygulama zamani ugucu yagin etkinligi iizerine etkisinin daha fazla oldugu

saptanmistir
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Cizelge 4.3. Ugucu yaglarin farkli doz ve siirelerinin sivi besi yerindeki patojen
poplilasyonuna etkisi

Ucucu 4 X 10° Hiicre/ml 4 X 10* Hiicre/ml 4 X 10° Hiicre/ml
Yaglar Saat | 25 | 50 | 75 | 100 | 25 | 50 | 75 | 100 | 25 | 50 | 75 | 100
pl | pl | pl ul pl | pl | pl pl pl | pl | pl ul
o 0 [3.60[3.31[3.03| 3.15 |4.60|4.00|3.83| 3.84 | 560 |4.46|4.62| 4.40
E 1 [3.60]3.32(269| 2.93 [4.60|4.01|3.78| 3.88 |5.60 | 4.44 |4.49 | 2.47
= 3 |3.60/3.60|3.60| 3.50 |4.60|4.53|4.37| 451 |5.60|5.60|5.60| 5.60
§ 6 [3.60[3.82[3.98| 3.94 |4.60|4.67|472| 469 |5.60|5.05]|560]| 560
C 24 |3.60|3.60|3.60| 3.60 |4.60|4.60|4.60| 4.60 |5.60|5.60|5.60| 5.60
" 3.13|1.78|2.40| 1.78 | 4.03|2.88|3.34| 2.75 |4.49|3.35|3.74| 3.26
< 3.40|2.68|2.68| 2.40 |4.15(3.69|3.69| 3.46 |4.52|4.09|4.85| 3.88
§ 3.60|3.11(3.11| 3.03 |4.60|4.09|4.07 | 4.07 |5.60|4.46|4.47 | 4.44
§ 6 |3.60|3.63|3.63| 3.46 |4.60|4.35|4.35| 4.28 |5.60|4.81|4.81| 4.68
24 |3.60(3.60(3.60| 3.60 |4.60|4.60|4.60| 4.60 |5.60|5.60|5.60| 5.60
- 3.44(2.11(2.23| 2.08 |4.14|2.90|3.18| 2.81 |4.57|3.48|3.49| 3.27
g 3.20(2.36(2.15| 2.79 |4.10|3.02|2.78| 2.68 |4.56|3.61|3.41| 3.34
g 3.50|2.53(2.23| 2.00 |4.42(3.11|2.81| 2.81 |5.45|3.58|3.67| 3.20
5 6 [3.60[256(226| 1.90 |4.43]3.34[3.03| 1.60 |5.60|3.90|3.67 | 3.20
@ 24 |3.60|3.60|3.60| 3.60 |4.60|4.60|4.60| 4.60 |5.60|5.60|5.60| 5.60
v 3.60|3.32(3.29| 3.83 |4.60(3.99|4.03| 3.79 |5.60|4.54|4.47| 4.28
< 1 [3.60]3.41(3.24| 3.00 [4.60|4.04|4.01| 3.87 |5.60|4.50|4.45| 4.38
= 3.60|3.60|3.60 | 3.52 |4.60|3.46|4.58| 4.41 |5.60|5.25|5.60 | 5.31
= 6 |3.60|3.60|3.60| 3.60 |4.60|4.60|4.60| 4.60 |5.60|5.60|5.60| 5.49
@ 24 |3.60(3.60(3.60| 3.60 |4.60|4.60|4.60| 4.60 |5.60|5.60|5.60| 5.60
g 2.84 1190|284 | 2.73 |3.64|2.90|3.12| 3.43 |4.18|3.71|3.70 | 3.94
= 1 |2.80|0.00(1.90| 3.25 [3.51(2.96|3.05| 4.61 |4.14|352|3.79| 4.58
E 2.65|2.28|3.15| 2.38 |3.62|3.11|3.21| 3.91 |3.98|4.53|3.89| 4.76
§ 3.18|3.00|2.40 | 0.00 |4.07|3.67|3.55| 2.20 |4.42|4.19|4.49| 4.70
24 |3.60|3.60|3.60| 3.60 |4.60|4.60|4.60| 4.60 |5.60|5.60|5.60| 5.60
2.2010.00 | 0.00 | 0.00 |3.48|0.00|0.00| 0.00 |4.48|2.86|0.00| 0.00
v 1 [1.00|0.00{0.00| 0.00 |2.51|0.00|0.00| 0.00 |2.90|0.00|1.90| 2.51
E 1.48 (0.00 [ 1.00 | 0.00 [2.720.00|0.00 | 1.90 |3.11|2.20|2.60 | 2.20
e 6 [1.00(0.00|0.00| 0.00 |2.56|0.00|1.90| 1.60 |3.30|2.38|2.20| 1.90
24 |1.95[0.00|1.48| 0.00 |2.72|0.00|0.00 | 2.08 |4.18|2.38|2.81| 4.51
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Sekil 4.10. Okaliptiis ugucu yaginin Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin populasyon yogunluguna etkisi
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Cizelge 4.3 ve Sekil 4.10°de goriildiigii gibi okaliptiis ugucu yagin 4x10° hiicre/ml,
4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml yogunluklarina uygulama dozlarinin etkisine bakildiginda
25 pl dozu farkli zamanlarda ekim yapilsa da etkisiz oldugu belirlenmistir. 50, 75 ve 100 ul
uygulamalarinin hemen ve bir saat sonra yapilan yayma ekimi yapildiginda populasyon
yogunlugunu baslangic populasyonuna gore azalttign gorilmiistir. 4x10°  hiicre/ml
yogunlugunda 50 pl doz uygulamasinda hemen yaymada populasyon 3.31 ve bir saat sonraki
yaymada ise 3.32, 75 ul doz uygulamasinda hemen yaymada populasyon 3.03 ve bir saat
sonraki yaymada ise 2.69, 100 ul doz uygulamasinda ise hemen yaymada populasyon 3.15 ve
bir saat sonraki yaymada ise 2.93 olarak hesaplanmistir. Uygulama zamanlari olan 3, 6 ve 24
saat sonraki petri yayimlarinda ise uygulanan tiim dozlarda herhangi bir etki goériilmemis,
hatta populasyonda bir artis dahi olmustur. 4x10* hiicre/ml yogunlugu 4x10% hiicre/ml
yogunluguna benzer olarak 50 pl doz uygulamasinda hemen yaymada populasyon 4.00, ve bir
saat sonraki yaymada ise 4.01, 75 pl doz uygulamasinda hemen yaymada populasyon 3.83 ve
bir saat sonraki yaymada ise 3.78, 100 pl doz uygulamasinda ise hemen yaymada populasyon
3.84 ve bir saat sonraki yaymada ise 3.88 olarak hesaplanmustir. 4x10° hiicre/ml
yogunlugunda ise 50 pl doz uygulamasinda hemen yaymada populasyon 4.46 ve bir saat
sonraki yaymada ise 4.44, 75 ul doz uygulamasinda hemen yaymada populasyon 4.62 ve bir
saat sonraki yaymada ise 4.49, 100 pl doz uygulamasinda ise hemen yaymada populasyon
4.40 ve bir saat sonraki yaymada ise 2.47 olarak hesaplanmistir. Uygulama zamanlar1 olan 3,
6 ve 24 saat sonraki petri yayimlarinda ise biitiin dozlarda herhangi bir etki goriilmemistir.
Cizelge 4.3 ve Sekil 4.11°de goriildiigii gibi okaliptiis ugucu yaginin siispansiyona
eklendikten sonra hemen ve bir saate kadar etkinligini siirdiiriirken 3 saat ve daha uzun siirede
etkinligi ortadan kalkmaktadir. Bunun nedeni olarak, ugucu yaglarin siispansiyon igerisinden

hizla buharlasmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
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Sekil 4.11. Karabas ugucu yagmin Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin populasyon yogunluguna etkisi
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Cizelge 4.3. ve Sekil 4.11.’de goriildiigii gibi karabas ugucu yagin 4x10° hiicre/ml
yogunluguna uygulama dozlariin etkisine bakildiginda 25 pl dozu hemen ekim yapildiginda
3.13 ve bir saat sonraki yapilan yaymalarda ise 3.40 olarak hesaplanmistir. 50 pl dozu hemen
ekim yapildiginda 1.78, bir saat sonraki yapilan yaymalarda 2.68 olarak ve ii¢ saat sonraki
yapilan yaymalarda ise 3.11 olarak saptanirken 6 ve 24 saat sonra yapilan yaymalarda
poplilasyonda bir azalma goézlenmemistir. 75 ul dozu hemen ekim yapildiginda 2.40, bir saat
sonraki yapilan yaymalarda 2.68 olarak ve {li¢ saat sonraki yapilan yaymalarda ise 3.11 olarak
saptanirtken 6 ve 24 saat sonra yapilan yaymalarda ise popiilasyonda bir azalma
belirlenmemistir. 100 pl dozu hemen ekim yapildiginda 1.78, bir saat sonraki yapilan
yaymalarda 2.40, ii¢ saat sonraki yapilan yaymalarda 3.03 ve alt1 saat sonraki yapilan
yaymalarda 3.46 olarak saptanirken, 24 saat sonra yapilan yaymalarda ise popiilasyonda bir
azalma gdzlenmemistir. 4x10" hiicre/ml yogunluguna uygulama dozlarmin etkisine
bakildiginda 25 pl dozu hemen ekim yapildiginda 4.03 ve bir saat sonraki yaymada 4.15
hesaplanirken iig, alt1 ve 24 saat sonra yapilan yayma ekimlerinde bir etki goriilmemistir. 50
ul ve 75 pl doz uygulamasinda bir saat ve alt1 saat sonra yapilan yayma ekimlerinde 3.69 ve
4.35 olarak ayni sonuclar elde edilmistir. Hemen yaymada populasyon 2.88, ii¢ saat sonraki
yaymada 3.69 ve alt1 saat sonraki yaymada ise 4.09 olarak hesaplanmistir. Bunun yaninda 50
ul dozun hemen yayma yapildiginda 2.88 iken 75 pl dozunda ise 3.34 olarak bulunmustur.
100 pl doz uygulamasinda ise hemen yaymada populasyon 2.75, bir saat sonraki yaymada
3.46, li¢ saat sonraki yaymada 4.07 ve alt1 saat sonraki yaymada ise 4.28 olarak saptanmustir.
4x10° hiicre/ml yogunluguna uygulama dozlarinin etkisine bakildiginda 25 pl dozu hemen
ekim yapildiginda 4.49 ve bir saat sonraki yapilan yaymalarda ise 4.52 olarak hesaplanmustir.
50 pl hemen yaymada populasyon 3.35, bir saat sonraki yaymada 4.09, {i¢ saat sonraki
yaymada 4.46 ve alti saat sonraki yaymada ise 4.81, 75 pl doz uygulamasinda hemen
yaymada populasyon 3.74, bir saat sonraki yaymada 4.85, {i¢ saat sonraki yaymada 4.41 ve
alt1 saat sonraki yaymada ise 4.81 olarak hesaplanmistir. 100 pl doz uygulamasinda hemen
yaymada populasyon 3.26, bir saat sonraki yaymada 3.88, {i¢ saat sonraki yaymada 4.44 ve
alt1 saat sonraki yaymada ise 4.68 olarak saptanmistir. Cizelge 4.3. ve Sekil 4.12°de
goriildiigli gibi karabas ucucu yaginin siispansiyona eklendikten sonra 6 saate kadar karabas
ucucu yagmin populasyon lizerine etki ettigi gdézlenmistir. Uygulama dozlar1 yoniinden
karabas ugucu yagmin popiilasyon lizerine etkisine bakildiginda uygulama dozu arttifinda

etkisinde de artis oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.12. Bergamot ugucu yagmm Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin populasyon yogunluguna etkisi
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Cizelge 4.3 ve Sekil 4.12°de goriildiigii gibi bergamot ugucu yagm 4x10°, 4x10* ve
4x10° hiicre/ml yogunluklaria uygulama dozlarinin etkisine bakildiginda karabas ugucu yag:
uygulamasma benzerlik  gostermektedir. 4x10°  hiicre/ml yogunluguna etkinligine
bakildiginda, 25 ul dozu hemen ekim yapildiginda 3.44 ve bir saat sonraki yapilan
yaymalarda ise 3.20 olarak hesaplanmigtir. 50 pl hemen yaymada populasyon 2.11, bir saat
sonraki yaymada 2.36, ii¢ saat sonraki yaymada 2.53 ve alt1 saat sonraki yaymada ise 2.56
olarak, 75 ul hemen yaymada populasyon 2.23, bir saat sonraki yaymada 2.15, ii¢ saat sonraki
yaymada 2.23 ve alti saat sonraki yaymada ise 2.26 olarak saptanmistir. 100 pl doz
uygulamasinda ise hemen yaymada populasyon 2.08, bir saat sonraki yaymada 2.79, ii¢ saat
sonraki yaymada 2.00 ve alti saat sonraki yaymada ise 1.90 olarak saptanmustir. 4x10”
hiicre/ml yogunluguna etkinligine bakildiginda, 25 pl dozu hemen ekim yapildiginda 4.14, bir
saat sonraki yapilan yaymalarda 4.10, li¢ saat sonraki yaymada 4.42 ve alti saat sonraki
yaymada ise 4.43 olarak hesaplanmistir. 50 ul dozu hemen yaymada populasyon 2.90, bir saat
sonraki yaymada 3.02, ii¢ saat sonraki yaymada 3.11 ve alt1 saat sonraki yaymada ise 3.34, 75
ul hemen yaymada populasyon 3.18, bir saat sonraki yaymada 2.78, li¢ saat sonraki yaymada
2.81 ve alt1 saat sonraki yaymada ise 3.03 olarak saptanmistir. 100 pl doz uygulamasinda ise
hemen yaymada populasyon 2.81, bir saat sonraki yaymada 2.68, {i¢ saat sonraki yaymada
2.81 ve alt1 saat sonraki yaymada ise 1.60 olarak saptanmustir. 4x10* hiicre/ml yogunluguna
etkinligine bakildiginda, 25 pl dozu hemen ekim yapildiginda 4.57, bir saat sonraki yapilan
yaymalarda 4.56 ve li¢ saat sonraki yaymada 5.45 olarak belirlenirken alt1 ve 24 saat sonraki
yayma popiilasyona etki etmemistir. 50 ul hemen yaymada populasyon 3.48, bir saat sonraki
yaymada 3.61, ii¢ saat sonraki yaymada 3.58 ve alt1 saat sonraki yaymada ise 3.90 olarak, 75
ul hemen yaymada populasyon 3.49, bir saat sonraki yaymada 3.41, ii¢ saat ve alt1 saat
sonraki yaymada ise 3.67 olarak saptanmustir. 100 pl doz uygulamasina bakildiginda hemen
yaymada populasyon 3.27, bir saat sonraki yaymada 3.34, {i¢ saat ve alt1 saat sonraki yaymada
ise 3.20 olarak saptanmistir. Cizelge 4.3. ve Sekil 4.13°de goriildiigli gibi bergamot ugucu
yaginin siispansiyona eklendikten sonra 6 saate kadar populasyon Tlizerine etki ettigi
gozlenirken 24 saat sonra ekimde etki etmedigi belirlenmistir. Zaman arttik¢a siispansiyon

icerisinde bulunan ugucu yagin miktarinin azaldig: diigiiniilmektedir.
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Sekil 4.13. Sarimsak ugucu yagimin Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin populasyon yogunluguna etkisi
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Cizelge 4.3 ve Sekil 4.13’ te goriildiigii gibi sarimsak ugucu yagin 4x10° hiicre/ml,
4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml yogunluklarina uygulama dozlarmin etkisine bakildiginda
25 ul dozu farkli zamanlarda ekim yapilsa da etkisiz oldugu belirlenmistir. 4x10° hiicre/ml
yogunlugunda 50 pl doz uygulamasinda hemen yaymada 3.32 ve bir saat sonraki yaymada
3.41, 75 ul doz uygulamasinda hemen yaymada populasyon 3.29 ve bir saat sonraki yaymada
ise 3.24, 100 pl doz uygulamasinda hemen yaymada 3.83, bir saat sonra yaymada 3.00, ii¢
saat sonra yaymada 3.52 olarak hesaplanirken alt1 ve 24 saat sonraki yapilan yaymalarda bir
etki belirlenmemistir. 4x10* hiicre/ml yogunlugunda 50 pl doz uygulamasinda hemen
yaymada 3.99, bir saat sonra yaymada 4.04, {i¢ saat sonra yaymada 3.46, 75 ul doz
uygulamasinda hemen yaymada 4.03, bir saat sonra yaymada 4.01 ve ii¢ saat sonra yaymada
4.58, 100 pl doz uygulamasinda hemen yaymada 3.79, bir saat sonra yaymada 3.87, ii¢ saat
sonra yaymada ise 4.41 olarak hesaplanmistir. Uygulama zamani olan 6 ve 24 saat sonraki
petri yayimlarinda ise biitin dozlarda herhangi bir etki goriilmemistir. 4x10° hiicre/ml
yogunlugunda 50 pl doz uygulamasinda hemen yaymada 4.54, bir saat sonra yaymada 4.50,
75 ul doz uygulamasinda hemen yaymada 4.47, bir saat sonra yaymada 4.45, 100 pl doz
uygulamasinda ise hemen yaymada 4.28, bir saat sonra yaymada 4.38, ii¢ saat sonra yaymada
5.31 bakteri populasyonu hesaplanmistir. 50 ve 75 pul doz uygulamalarinda 6 ve 24 saat sonra
petri yayimlarinda ise herhangi bir etki gOstermemistir. Cizelge 4.3. ve Sekil 4.13’de
goriildiigii gibi sarimsak ugucu yagi diger ugucu yaglara gore etkisiz goriilmektedir. Benzer
sekilde Mirik ve Aysan (2002) filtreden gegirilerek steril edilen sicaklikla muamele edilmemis
sarimsak ekstraktimi etkili bulurken, otoklavda steril ettikleri sarimsak ekstraktinin bitki
patojeni bakteriye karsi etkisiz bulmuslardir. Benzer olarak sarimsak ucucu yagmin elde
edilme siirecinde sicaklik uygulamasinin olmasindan dolayr etkisinin yok oldugu

diistiniilmektedir.

50



4 X 10° Hiicre/ml Bakteri Yogunlugu

4,00
20350
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

Log,, Populasyon Yogunl

0 1 3 6 24
Uygulama Zamani (Saat)

=@=25 | =@=50pl =@=75pl ==0=100pl

4 X 10* Hiicre/ml Bakteri Yogunlugu

5,00
0 4,50

4,

g 4,00

80 3,50 ——
= 3,00

5 2,50

2,00

1,50

£ 1,00

20,50

0,00

opulasyo

Log

0 1 3 6 24
Uygulama Zamani (Saat)

=== )5 Il =@=50 | =@=75pl =0=100 pul

4 X 10° Hiicre/ml Bakteri Yogunlugu

Log,, Populasyon Yogunlugu

0 1 3 6 24
Uygulama Zamani (Saat)

—@=25 | =@=50p| =@=75pul =®=100

Sekil 4.14. Karanfil ugucu yaginin Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin populasyon yogunluguna etkisi
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Cizelge 4.3. ve Sekil 4.14  te goriildigii gibi karanfil ugucu yagm 4x10° hiicre/ml
yogunluguna uygulama dozlarinin etkisine bakildiginda 25 pl doz uygulamasinda hemen
yaymada populasyon 2.84, bir saat sonra yaymada 2.80, {i¢ saat sonra yaymada 2.65, alt1 saat
sonra yaymada 3.18, 50 ul doz uygulamasinda hemen yaymada 1.90, bir saat sonra yaymada
hi¢ gelisme olmamus, ii¢ saat sonra yaymada 2.28, alt1 saat sonra yaymada 3.00, 75 ul doz
uygulamasinda hemen yaymada 2.84, bir saat sonra yaymada 1.90, {i¢ saat sonra yaymada
3.15, alt1 saat sonra yaymada 2.40, 100 pl doz uygulamasinda hemen yaymada 2.73, bir saat
sonra yaymada 3.25, ii¢ saat sonra yaymada 2.38 olarak hesaplanirken alt1 saat sonra yaymada
ise hi¢ gelisme olmamustir. 4x10* hiicre/ml yogunluguna uygulama dozlarnin etkisine
bakildiginda 25ul doz uygulamasinda hemen yaymada 3.64, bir saat sonra yaymada 3.51, {i¢
saat sonra yaymada 3.62, alt1 saat sonra yaymada 4.07, 50 pl doz uygulamasinda hemen
yaymada 2.90, bir saat sonra yaymada 2.96, iic saat sonra yaymada 3.11, ii¢ saat sonra
yaymada 3.67, 75 pl doz uygulamasinda hemen yaymada 3.12, bir saat sonra yaymada 3.05,
lic saat sonra yaymada 3.21, alt1 saat sonra yaymada 3.55, 100 ul doz uygulamasinda hemen
yaymada 3.43, bir saat sonra yaymada 4.61, ii¢c saat sonra yaymada 3.91, alti saat sonra
yaymada 2.20 olarak hesaplanmistir. Her dozda 24 saat sonra yaymada herhangi bir etki
goriilmemistir. 4x10° hiicre/ml yogunlugunda ise 4x10* hiicre/ml yogunluguna benzer olarak
25 ul doz uygulamasinda hemen sonra yaymada 4.18, bir saat sonra yaymada 4.14, {i¢ saat
sonra yaymada 3.98, alt1 saat sonra yaymada 4.42, 50 pl doz uygulamasinda hemen yaymada
3.71, li¢ saat sonra yaymada 3.52, alt1 saat sonra yaymada 4.53, 75 pl doz uygulamasinda
hemen yaymada 3.70, bir saat sonra yaymada 3.79, {i¢ saat sonra yaymada 3.89, alt1 saat sonra
yaymada 4.49, 100 pl doz uygulamasinda hemen yaymada 3.94, bir saat sonra yaymada 4.58,
lic saat sonra yaymada 4.76 bakteri populasyonu hesaplanmistir. Karanfil ugucu yaginin
4x10°, 4x10* ve 4x10° hiicre/ml yogunluguna uygulama dozlarmin 24 saat sonraki petri

yayimlarinda etkili olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.15. Kekik ugucu yagimmn Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin populasyon yogunluguna etkisi
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Cizelge 4.3. ve Sekil 4.15.’de goriildigii gibi kekik ucucu yagin 4x10° ve 4x10*
hiicre/ml yogunluklarinda 25 pl doz uygulamasi disinda diger biitiin uygulamalarda herhangi
bir bakteriyel gelisim gozlenmemistir. Gelisme goriilen petrilerde ise popiilasyon 1.00-2.08
gibi ¢ok diisiik miktarda kalmstir. 4x10° hiicre/ml bakteri yogunlugunda kekik ugucu yaginin
uygulanmasinda bakteri gelisimi gézlenmistir. Ama burada da baslangi¢ popiilasyonuna gore
Oonemli miktarda diisiis saptanmustir. 25 pl doz uygulamasinda hemen sonra yaymada 4.48, bir
saat sonra yaymada 2.90, li¢ saat sonra yaymada 3.11, alt1 saat sonra yaymada 3.30 ve 24 saat
yaymada ise 4.18, 50 ul doz uygulamasinda hemen yaymada 2.86, {i¢ saat sonra yaymada
2.20, altt ve 24 saat sonra yaymada 2.38 bakteri yogunlugu goézlenmistir. 75 pl doz
uygulamasinda hemen yaymada gelisme goriilmemis, bir saat sonra yaymada 1.90, ii¢ saat
sonra yaymada 2.60, alti saat sonra yaymada 2.20, 24 saat sonra ise 2.81 olarak
hesaplanmistir. 100 pl doz uygulamasinda hemen yaymada gelisme goriilmezken, bir saat
sonra yaymada 2.51, ii¢ saat sonra yaymada 2.20, alt1 saat sonra yaymada 1.90 ve 24 saat

sonra ise 4.51 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.3 de goriildiigi gibi siispansiyon igerisine ugucu yagin karigtirilmasi ile
yapilan ¢alismada en etkili sonucu disk yonteminde de oldugu gibi kekik ucucu yagindan elde
edilmistir. Kekik ugucu yagi uygulanan doz ve saatlerde bakteri kolonisi gelisimini,
uygulanan diger ucucu yaglara gore daha fazla etkilemistir. Bir¢ok arastirici tarafindan
yapilan caligmalarin sonuglar1 ile calismamizdan elde edilen sonuglar paralellik
gostermektedir. Basim ve ark. (2000) farkli bitki patojenlerine karsi denedikleri kekik ucucu
yag1 benzer sekilde bitki patojen bakterilerin gelisimini engellemistir. Ayrica Mirik ve Aysan
(2002) domates patojenlerinden bakteriyel leke hastaligina kars1 sarimsak ve okaliptiis bitki
ekstraktlarin1 ve Basim ve Basim (2003) ise ayni hastalik etmenine kars1 giilden elde ettikleri
ucucu yagin antibakteriyel 6zellikte oldugunu ve gelismesini engelledigini belirtmislerdir.
Curtis ve ark. (2004) sarimsak ekstraktinin bitki patojen organizmalardan Agrobacterium
tumafaciens, Erwinia carotovora, Pseudomonas syringae pv. maculicola, Pseudomonas
syringae pv. phaseolicola, Pseudomonas syringae pv. tomato, Xanthomonas campestris pv.
campestris’e karsi etkili oldugunu belirlemiglerdir. Rhouma (2009) Sakiz agaci1 ve Peru biber
agaci’nin yaprak ekstraktlari Agrobacterium tumefacens ve Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ye karsi antibakteriyel etkisi oldugunu ve bakterilerin gelisimi iizerine etkili
oldugunu bildirmislerdir. Aymi sekilde Bendaoud ve ark. (2009) Eucalytus radiata’dan elde

ettikleri ugucu yagin bakteriyel etmenlerden Agrobacterium tumefaciens ve Pseudomonas
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savastanoi pv. savastanoi’ye etkili oldugunu saptamiglardir. Lucas (2012), karanfil, targin,
limon otu, okaliptiis, kekik ve c¢ay otu ucucu yaglarinin Xanthomonas vesicatora nin
gelisimine ve hastalik siddetini azalttigi belirlemislerdir. Ayrica, Trigui ve ark. (2013) kina
(Lawsonia inermis) yaprak ekstraktini bitki patojeni olan Pseudomnas savastanoi pv.
savastanoi ve Agrobacterium tumefaciens’in neden oldugu ur olusumlarini engelledigini
tespit etmislerdir. Bizim ve yapilan biitiin ¢calismalar gerek bitki ekstraktlar1 ve gerekse bitki
ucucu yaglarinin bakteriyel patojenlere karsi uygulanabilirligini ortaya koymaktadir. Bitki
ekstraktlar1 ve ugucu yaglarinin bakteriyel hastaliklara karsi miicadelede alternatif olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Uciincii yontem: Cizelge 4.4.’de PSF besi ortamina belirtilen dozlarda konulan ugucu
yagin bakteri gelisimine higbir etkisi olmadig: gortilmiistiir. Sicakligin ugucu yagin etkinligini
bozabilmesi veya petriye dokiildiigiinde yine sicaklikla birlikte ugucu yagin buharlagmas: bu
yontemin etkisiz olmasinda etkili oldugu disiiniilmektedir. Ayn1 sekilde Mirik ve Aysan
(2002) yaptiklar1 calismada otoklavda steril ettikleri sarimsak ekstraktinin domates ve biber
bakteriyel leke hastaligina karsi etkisiz oldugunu, soguk sterilizasyon yaptiklarinda ise
sarimsak ekstraktinin bitki patojeni bakteriye karsi etkili oldugunu belirlemislerdir. Bu
calismada goriildigi gibi, sicakligin bitki ekstraktlar: ve ugucu yaglarin patojenlere etkilerini

azalttig1 veya ortadan kaldirdigin1 géstermektedir.
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Cizelge 4.4. PSF besi ortaminda ugucu yagin etkisi
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(Y: Bakteri popiilasyonu sayilamayacak kadar cok yogun)
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada kullanilan ¢ farkli yontemde, farkli patojen bakteri (Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi) yogunlugu ve farkli dozlarda bitki ugucu yaglar1 kullanilarak
patojen popiilasyonuna olan antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Calismada 21 bitki ugucu
yagi kullanilmis fakat alti tane ugucu yag (Bergamut Karabas, Karanfil, Kekik, Okaliptus,
Sarimsak) etkili sonug¢ vermesi nedeniyle gelecekte zeytin dal kanseri hastaliginin entegre

miicadele programina ugucu yaglarin da alinabilecegi gosterilmistir.

Kagit disk yonteminde en etkili sonucu kekik ucucu yagi vermistir. Kekik yagi 4 X
10° yogunlukta 3,70 mm, 4 X 10* yogunlukta 3.60 mm inhibisyon zonu olustururken 4 X 10°
yogunlugunda ise 2.40 mm bir inhibisyon zonu olusturarak petride en etkili inhibisyon
zonunu olusturmustur. Patojen bakteri popiilasyonu arttikca ¢ogu yagin antimikrobiyal

etkisinin azaldig1 ortaya konmustur.

Stispansiyon igerisine ucucu yag eklenerek yapilan denemede disk yonteminde de
oldugu gibi kekik yagi yine etkili sonu¢ vermistir. 4 X 103 4 X 10* ve 4 X 10° bakteri

yogunlugunda bakteri gelisimini engelledigi goriilmiistiir.

Sarimsak ve adagay1 ugucu yaginin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi
etkili bir sonu¢ vermemesinin sebebi olarak; ugucu yagmn buharlasmasindan dolay1
etkinliginin kisa siirede kaybolmasi veya bu ugucu yaglarin elde edilme metodunda etkili olan
allicin gibi fenolik bilesiklerin yapisinin bozulmasindan kaynaklandigi disiilmektedir. Bu
nedenle basarili uygulamalar i¢in ugucu yag elde edilme metodunun degistirilmesi gerektigi

sonucuna varilmistir.

Ugiincii yontem olarak denedigimiz besi ortami igerisine koydugumuz tiim ugucu
yaglarin bakteri gelisimini etkilemedigi goriilmiistiir. Ortamin sicakligindan dolayr ugucu
yagin etkisinin kayboldugu ve bu yontemin gelecekteki denemelerde kullanilmasi uygun

bulunmamastir.

Sonug olarak Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye karsi kekik ucucu yaginin
entegre miicadele programi igerisine alinmasi faydali olacaktir. Daha sonra yapilacak olan
caligmalarda ugucu yag yerine bitki ekstratinin denenmesi bdylelikle etkinligin daha uzun siire
kalic1 olabilecegi ve in vitro denemelerde elde edilen basarili sonuglarin pratikte kullanilmasi

i¢in arazi ¢alismalariin gelecekte yapilmasi gerekmektedir..
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7. TESEKKUR

Calismamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen ve bana ‘Zeytin Dal Kanseri
Etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ ye Karst In Vitro Kosullarda Farkli
Bitkilerin Ugucu Yaglarinin Etkisi’ konulu Yiiksek Lisans Tezini veren danigman hocam

Saym Dog. Dr. Mustafa MIRIK” e tesekkiir ediyorum.

Yiiksek Lisan Tez Jiiri iiyelerinde Sayin Prof. Dr. Yesim AYSAN ve Sayin Yrd. Dog.
Dr. N. Desen KOYCU’ ye yapici ve yonlendirici fikirleriyle katkida bulunduklar igin sonsuz
tesekkiirler.

Labaratuar ¢aligmalarim sirasinda emegi gegen degerli arkadaslarim Yiiksek Lisans
ogrencisi Se¢il Hande AVCI’ya, Aylin KIRK’a, Aysen USUL‘a, Caner ASLAN’a, Esin
ARSLAN’a, Gamze POSTACI’ya, Kiibra ADIYAMAN’a ve Zekiye ERDOGAN’a ¢ok

tesekkiir ederim.

Manevi destegi ve sevgisiyle her zaman yanimda oldugunu hissettigim ve benim i¢in

sonsuz motivasyon kaynagi olan sevgili aileme sonsuz tesekkiirler...
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