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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

KIRSEHIR IL’INDE YAYILIS GOSTEREN Salvia cryptantha (Montbret Et
Aucher Ex Benth.)’NIN UCUCU YAG VE EKSTRAKTININ BiYOLOJIK
AKTIVITESI VE UCUCU YAG KOMPOZiSYONUN BELiRLENMESI

YUSUF YIKILMAZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BITKi KORUMA ANA BIiLiM DALI

TEZ DANISMANI:DOC. DR. ABDURRAHMAN ONARAN

Bu ¢alismada, Kirsehir Ilinde endemik olarak yetisen Salvia cryptantha’nin ugucu yag ve
bitki ekstraktinin in vitro ve in vivo kosullar altinda antifungal (Fusarium oxysporum f.
sp. melonis (FOM) ve Sclerotina sclerotiorum (SS)) ve antibakteriyel (Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst))
aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica, hidro-distilasyon yontemiyle elde edilen ugucu
yaglarin temel bilesenleri GC/MS analizleri ile belirlenmistir. Antifungal aktivite
caligmalari in vitro (PDA ve TSA besi yeri lizerinde) ve in vivo kosullar altinda (domates
bitkisi, hiyar ve kavun meyvesi iizerinde) ekstraktlarin ve bitki ugucu yaglarinin farkl
dozlar1 kullanilarak belirlenmistir. Fungal hastaliklarin (FOM, SS) S. cryptantha bitki
ekstraktina ve ugucu yaglara karsi gostermis oldugu miselyum gelisimleri (mm),
miselyum gelisim engellemeleri (%) ve lezyon gelisimleri (mm) belirlenmistir. Ekstrakt
ve ucgucu yaglarin bakteriyel hastaliklara karsi etkileri ve domates bitkisi tizerindeki
belirtileri farkli parametreler kullanilarak ol¢tilmiistiir. GC/MS analiz sonuglarina gore,
S. cryptantha'min ugucu yaglarinda bulunan baslica bilesenler; Eucalyptol (%20,61),
camphor (%19,83), a-pinene (%8,79), Camphene (%7,82 ), Borneol (%7,32), Viridiflorol
(%7,84) ve B-pinene (%5,72) oldugu belirlenmistir. Sonug olarak, in vitro ve in vivo
kosullarda bakteri ve funguslara karsi, ugucu yagin 20 pl dozunda %100 engellemelerin
oldugu goriilmiistiir. Bitki ekstraktinda da benzer sonuglar belirlenmistir. Sonug olarak,
S. cryptantha'nin in vitro ve in vivo kosullar altinda ugucu yag ve ekstraktinin antifungal
ve antibakteriyel 6zelliklerinin sahip oldugu belirlenmistir.

2019, 63 SAYFA
ANAHTAR KELIMELER: Ucucu yag, Biyolojik aktivite, Bitki ekstrakti, Salvia
cryptantha, Bitki patojeni bakteri ve funguslar



ABSTRACT

MASTER THESIS

BIOLOGICAL ACTIVITY OF THE ESSENTIAL OIL AND EXTRACT OF
Salvia cryptantha (Montbret et Aucher ex Benth.) SPREADING IN KIRSEHIR
PROVINCE AND DETERMINATION OF ESSENTIAL OIL COMPOSITION

YUSUF YIKILMAZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

SUPERVISOR: Assoc. Prof. Dr. Abdurrahman Onaran

In this study, antifungal (Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM) and Sclerotina
sclerotiorum (SS)) and antibacterial (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm), Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)) activities of essential oil and plant
extracts from endemic species of Salvia cryptantha in Kirsehir province were determined
under in vitro and in vivo conditions. In addition, the composition of essential oils
obtained by the Hydro-distillation method from this plant was determined using GC/MS
analysis. Antifungal activity studies were determined using different doses of extracts and
essential oils under in vitro (PDA and TSA) and in vivo conditions (tomato plant,
cucumber and melon fruit). Mycelium growth (mm), mycelium growth inhibitions (%)
and lesion growth (mm) of fungal diseases (FOM, SS) were determined against plant
extract and essential oil of S. cryptantha The effects of extract and essential oils on
bacterial diseases and their symptoms on the tomato plant were measured using different
parameters. According to GC / MS analysis results, the main components were found in
the essential oils of Salvia cryptantha; Eucalyptol (20.61%), camphor (19.83%), a-pinene
(8.79%), Camphene (7.82%), Borneol (7.32%), Viridiflorol (7.84%) and [-pinene
(5.72%). As a result of this study,100% inhibitions were observed using 20 pl dose of
essential oil against bacteria and fungi under in vitro and in vivo conditions. Similar results
were found in plant extract. In conclusion, S. cryptantha has been determined to have
antifungal and antibacterial properties of essential oil and extract under in vitro and in
vivo conditions.

YEAR, 63 PAGE
KEYWORDS: Essentials oil, Biological activity, Plant extract, Salvia cryptantha, Plant
pathogenic Fungi and Bacteria
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1. GIRIS

Son yillarda, tarimsal iiretimde verim kayiplarina neden olan fungal ve bakteriyel
hastaliklara kars1 bitki ugucu yag (Kim ve ark., 1995; Soylu ve ark., 2010; Bayar ve ark.,
2018;Massiha ve ark., 2018) ve ekstraktlarinin (Ghos ve ark., 2008; Onaran ve Yilar,
2012; Yuan ve Yuk, 2018) biyolojik aktivitelerinin belirlenmesine yonelik arastirmalar
yapilmaktadir. Bugilin biitiin Diinya’da kimyasal ilaglara karsi alternatif miicadele

yontemlerinin gelistirilmesine yonelik aragtirmalar hiz kazanmaistir.

Salvia cryptantha (Sekil 1.1) tiirli tilkemizde kara ot, kara sabla, kara salva ve Anadolu
halis1 olarak adlandirilmaktadir (Anonim, 2019a). Tiirkiye’de endemik olarak yayilis

gosteren (Sekil 1.2) bu tiir Lamiaceae familyasi igerisinde yer almaktadir. S. cryptantha

I¢ Anadolu ve Orta Karadeniz bolgesinde yogun sekilde goriilmektedir (Akin ve ark.,
2010; Saadia ve ark. 2010).

Sekil 1.2. Salvia cryptantha’nin Tirkiye’deki yayilis durumu (Anonim, 2019c¢)

Salvia cinsi yaklasik 900 tir ile Diinya’da yayilim gostermektedir. Bu cinse ait

Tiirkiye’de 89 tiir bulunmakta olup, bu tiirler i¢cinde 45 Salvia tiirlinlin Tiirkiye i¢in



endemik oldugu bilinmektedir (Davis, 1982; Davis ve ark., 1988). S. cryptantha 700-
2500 metre yiikseklikte, kuru bozkir alanlarda, kayalikli ve kiregli yamaglarda ve yol
kenarlarinda bulunur. Bu bitki tiirii Mayis ile Temmuz aylar arasinda ¢i¢ceklenmektedir
(Anonim, 2016b). Genel olarak ¢elik ve tohum yoluyla yayilir. Bu bitkinin ¢i¢ek kisimlari
bitkisel ¢cay ve yerel materyal olarak kullanilmaktadir (Dogan ve ark., 2017).

Ulkemizde kavun yetistiriciligi yapilan tarim alanlarinda sorun olan toprak kokenli,
kavun solgunluk hastaliginin etmeni Fusarium oxysporum f. sp. melonis (Sekil 1.3)
tarafindan gergeklestirilmektedir. 1939 yilinda Tiirkiye’de ilk olarak Manisa II’inin kavun
yetistirilen tarlalarinda goriilmiistiir. Bu hastalik ilk basta kokleri enfekte ederek, iletim

demetlerinde kahverengilesmeye ve yapraklarda sararmalara neden olmaktadir.

Hastaligin ilerleyen donemlerinde ise kurumalar ve ¢okmeler meydana gelmektedir (Unlii
ve ark., 2009). Ulkemizin Orta Anadolu Bolgesi’nin yogun olarak kavun {iretimi yapilan
Ankara, Kirikkale, Konya ve Yozgat II’lerinde yapilan survey ¢alismalari sonucunda
Fusarium solgunlugu belirtisi gosteren bitkilerde hastalik kayip oranlar1 %52.6, %59.6 ve
%37.3 olarak belirlenmistir (Altug ve Erzurum, 2002).

Fusarium solgunluk hastaliginin miicadelesi diger toprak kaynakli fungal hastaliklara
gore oldukca zordur. Bu nedenle dayanikli gesitlerin yetistirilmesi, hastalikli bitkilerin
ortamdan uzaklastirillmasi, temiz iretim materyalinin kullanilmasi, miinavebe
uygulanmasi, sulama ve toprak islemeye dikkat edilmesi, asir1 azotlu gilibrelemeden
kagiilmasi, toprak fumigasyonu ve solarizasyonu ve biyolojik miicadele uygulamalari

alian 6nlemlerdendir (Boyraz ve Bastas, 2005).

Sclerotinia sclerotiorum etmeni bitkilerde beyaz cliriikliik hastaligina (Sekil 1.4) neden
olmaktadir (Agrios, 1997). Bu patojen, genis konukcu cevresine sahip 64 familya, 225
cins ve 361 tiire ait bitkiyi etkilemektedir (Purdy, 1979). Ulkemizde genis konukcu
cevresine sahip olan patojen beyaz ciiriikliik, beyaz kiif, yumusak ¢iirtikliik gibi isimlerle
adlandirilmaktadir. Genis konukgu ¢evresine sahip olmasi ve toprakta uzun siire canli
kalabilmesi patojenin kontroliinii zorlagtirmaktadir. Askospor ugusu ile yogun bir yayilim
gosteren bu hastalik, Diinya’da ve Tiirkiye’de hizli bir sekilde yayilmaktadir (Onaran ve

Yanar, 2009). S. sclerotiorum bitkilerin fide devresinde kok ciiriikliigiine ve hastalik



ilerledik¢e bitkilerin kok, govde, yaprak ve meyvelerinde ¢iirlimelere neden olur.
Hastaligin ilerlemesi ile govde kisminda ve kok bogazinda pamuk beyazliginda ¢ok fazla
misel tabakasi olusur. Bu miseller zamanla kirli beyaz renkte ve yapiskan bir halde iken
havanin etkisi ile koyu kahverengiden siyaha doniiserek sert yapidaki skloratlari olusturur.
Bu skloratlar yillarca toprakta kalabilmektedir (Anonim, 2019f). Beyaz ¢liriikliik patojeni
genel olarak hiyar, ay ¢ekirdegi, fasulye ve bir¢ok bitkiye zarar verebilmektedir. Bu
patojeni kontrol altinda tutmak icin kiltiirel, biyolojik ve kimyasal miicadele

yontemleriyle uygulama yapmak gerekmektedir (Tozlu, 2008).

Sekil 1.3. F. oxysporium f. sp. melonis hastalik etmeninin meyve (a) ve bitki iizerinde
(b) gostermis oldugu belirtiler (Anonim, 2019d,e)

Sekil 1.4. S. sclerotiorum hastalik etmeninin hiyar bitkisinin gévde (a) ve meyve (b)
tizerindeki belirtileri (Onaran ve Yanar, 2009).

Diinya’da domates iiretim alanlarinda goriilen Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis dnemli bir bakteriyel etmendir (Gleason ve ark., 1993). C. michiganensis
subsp. michiganensis (Sekil 1.5) Diinya’da ilk olarak Amerika Birlesik Devletleri’nin
Michigan eyaletinde gozlemlenmistir. 1945°de Dogu Afrika’da %80’lerde, 1960°da



Kuzey Carolina’da %80 tizerinde ve 1962’de Kenya’da %60 oraninda kayiplara neden
olmustur. Bu hastalik Amerika Birlesik Devletleri’nin Ontario eyaletinde yillik yaklasik
olarak %35-10 oraninda kayiplara neden olmustur (Sherf ve Macnab, 1986a). Bu etmen
domateslerde bakteriyel kanser ve solgunlugu olarak bilinir. Domates bitkilerinde
solgunluk, yapraklarda yaniklik, iletim demetlerinde renklenme, govdelerde sigil
olusumu ve catlaklar olusturmaktadir (Yildiz ve Aysan, 2008).Sistemik olarak yayilim
gosteren C. michiganensis subsp. michiganensis hastalik etmeni genel olarak enfekteli
tohumlarla, hastalikli bitki artiklariyla ve bulasik topraklarla bir dahaki sezonda biiyiik
kayiplara neden olmaktadir (Belgiizar, 2014).

Pseudomonas syringae pv. tomato (Sekil 1.6) etmeninin diinyada ilk olarak goériilmesi ve
yayilmasi aynit zamanda olmustur. Bu hastalik etmeninin ilk goriildiigii yillarda ekolojisi
ve epidemiolojisi hakkinda fazla bilgi olmadigindan dolay1 patojenin tarlada ilk ¢ikisi ve
yayilisinin tohumla oldugu diisiiniilmiistiir. Fakat o yillarda ¢alismalarin az olmasindan
dolay1 ve tohum testlerinin olmamasi nedeniyle P. syringae pv. tomato‘nun tohumdan

kaynaklandig1 saptanmistir (McCarter ve ark., 1983).

Ulkemizde domates yetistiriciliginin giderek ¢ogalmasi ve ¢ok sayida domates ¢esidinin
iilkemize girmesinden dolayr 1960’11 yillardan itibaren P. syringae pv. tomato
patojeninde de bir artis goriilmiistiir (Oktem, 1985). Patojenin etkili oldugu bir domates
serasinda yaklasik 9%12-23 oraninda verimde bir azalma goriilmiistiir(Aysan ve ark.,

2005).

Bu patojen; bitkinin meyve, yaprak, ¢igek, govde ve toprak iistii biitiin aksaminda hastalik
belirtisi gostermektedir. Hastalik yapraklarda sar1 bir hale ile ¢evrili koyu kahverengi
veya siyah lekeler olusturarak yapragin kurumasina neden olmakta, yan dallar ve
govdedeki lekeler uzunlamasina siyah-kahverengi renk almaktadir. Eger ilk ¢iceklerde
hastalik goriiliirse meyve tutumunu engelleyeceginden verim kayiplarina neden

olmaktadir (Sherf ve Macnab, 1986b).



Sekil 1.5. C. michiganensis subsp. michiganensis hastalik etmeninin bitki (a) ve meyve
(b) lizerinde belirtileri(Anonim, 2016g)

Sekil 1.6. Pseudomonas syringae pv. tomato hastalik etmeninin yaprak (a) ve meyve (b)
iizerinde belirtileri (Anonim, 2019h)

Bu caligsma ile kiiltiir bitkilerinde yogun sekilde zarara neden olan fungus tiirlerinden F.
oxysporium f. sp. melonis ve S. sclerotiorum, bakteri tiirlerinden C. michiganensis subsp.
michiganensis ve P. syringae pv. tomato tiirlerine kars1 S. cryptantha’dan elde edilen
ucucu yag ve ekstraktlarin in vitro ve in vivo kosullarda antifungal, antibakteriyel

aktiviteleri ve ugucu yag kompozisyonu arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

Bitkiler, patojenlerin saldirilarina kars1 baz1 savunma mekanizmalarina sahiptirler. Bu
savunma mekanizmalar1 ile bitki igerigindeki enzimsel faaliyetler sonucunda
antimikrobiyal maddeler (fitoantisipin ve fitoaleksinler) salgilanmakta ve bitki disaridan
gelebilecek tehditlere karsi tepki gosterebilmektedir. Gliniimiizde, bitkilerin bilinyelerinde
bulunan bu antimikrobiyal maddeler farkli organik ¢dziiciiler kullanilarak ekstraktlar
elde edilmekte ve etkinliklerinin belirlenmesine yonelik arastirmalar yapilmaktadir. Bu
aragtirmalar, patojenlerin miicadelesinde kullanilacak yeni alternatif maddelerin
bulunmasina olanak saglamaktadir. Bu tez calismasinda ise, Salvia cryptantha
bitkisinden elde edilen ugucu yag ve metanol ekstraktinin in vitro ve in vivo kosullar
altinda antimikrobiyal etkinlikleri ve kimyasal kompozisyonu belirlenmistir. Bu ve buna

benzer bir¢ok arastirma mevcuttur. Bunlar;

Yapilan bir ¢alismada, Ege Bolgesi’nde dogal olarak yetisen bazi tek ve ¢ok yillik bitkiler
ile Kkiiltiir bitkilerinin yapraklarindan hazirladiklart su ekstraktlarinin bitkide sorun
olusturan fungal patojenlerden Alternaria alternata, A. solani, Drechslera sorankiniana
ve Botrytis cinerea’ya karsi in vitro kosullarda antifungal etkileri arastirilmistir. Bu
arastirmada fungal hastaliklarin spor ¢imlenmesi, sporlasyon yogunlugu ve koloni
gelisimi etkisine bakilmistir. Spor ¢imlenmesi ve patojen koloni gelisimine kars1 en etkili
bitki tiirliniin Hedera helix’den elde edilen yaprak ekstraktinin oldugu belirlenmistir.
Bunu takip eden Datura stramonium olmustur. Patojenlerin koloni olusturmasi Ficus
caria ve Avena sativa ekstraktlan tarafindan engellenmistir. D. stramonium, F. caria, A.
sativa, Xanthium strumarium ve Nicotiana tabacum ekstraktlari patojenlerin sporlasyon
yogunluklarim1 %12-82 arasinda degisen oranlarda engellemislerdir (Tiirkiisay ve

Onogur, 1998).

Origanum vulgare, Thymus vulgare, Dictamnus albus, Origanum majorana,
Lavandula officinalis, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis ve Mentha pulegium
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin, B. cinerea, Fusarium sp. ve Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis bitki patojenlerine kars1 etkilerini aragtirmiglardir.

Bu bitkilerin ugucu yag bilesenlerinin GS-MS ile analizleri yapilmistir. O. vulgare, T.



vulgare, D. albus ve O. majorana ugucu yaglariin diisiik konsantrasyonlar1 (85-300
ug/ml) B. cinerea, Fusarium sp. ve C. michiganensis subsp. michiganensis patojenlerini
tamamen engellemistir. L. officinalis, R. officinalis, S. officinalis ve M. pulegium
bitkilerinin ugucu yaglarinda ise daha az engelleme oldugu belirtilmistir (Daferera ve

ark., 2003).

Coriandrum sativum ve Foeniculum vulgare bitkisinin meyvelerinden elde edilen ugucu
yaglar, Escherichia coli ve Bacillus megaterium hastalik etmenlerine kars1 antibakteriyel
aktivite icin in vitro kosullarda test edilmistir. Agar diflizyon yontemi kullanilarak
yiriitilmiis olan bu caligmada, 6nemli bakteriyel etki C. sativum ugucu yaginda
goriiliirken F. vulgare'nin ugucu yaginda c¢ok az bir etki goriilmiistiir. Sonug olarak, C.
sativum ve F. vulgare ugucu yaglarinin, bitkilerin bakteriyel hastaliklarinin kontrolii ve
tohum tedavisinde faydali dogal bakterisitler olarak kullanilabilecegi kanisina varilmigtir

(Lo Cantore ve ark., 2004).

Kekik (Thymus vulgaris), bergamot (Citrus bergamia), sarimsak (Allium sativum),
karabas, (L. stoechas), karanfil (Caryophyllus aromaticum) ve okaliptiis (Eycalyptus
globus) ugucu yaglariin farkli uygulama, doz ve siirelerde Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ye kars1 antibakteriyel aktivitesi aragtirilmistir. Yapilan arastirmada disk ve
slispansiyona karigtirma yontemleri uygulanmis ve ugucu yag dozu arttik¢a antibakteriyel
etkinin de arttig1 gézlemlenmistir. Bu ugucu yaglar farkli zamanlarda uygulanmis ve 24
saat sonra yapilan ekimlerde bakteri popiilasyonunda degisiklik goriilmemistir. 0, 1, 3 ve
6 saat sonra yapilan ekimlerde ise bakteri popiilasyonlarinda onemli bir azalma
goriilmiistiir. Bu bitkilerden kekik ugucu yaginin antibakteriyel aktivitesinin en ytliksek
oldugu belirlenmis ve diger bitkilerin ugucu yaglarinin da patojene kars etkili oldugu

goriilmiistiir (Oksel, 2004).

Kogak ve Boyraz (2006), yaptiklar1 bir ¢alismada, Fusarium oxysporum, Sclerotinia
sclerotiorum, Alternaria mali, Botrytis cinerea ve Colletotrichum circinans bitki fungal
hastaliklarina kars1 yavsan (Artemisia sp.), kekik (7. vulgaris), okaliptiis (Eucaliptus sp.),
kimyon (Cuminum cymimum L.), ardi¢ (Juniperus communis L.), nane (M. piperita L.)
ve ¢ortiikk (Echinophora tenuifolia L.) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin antifungal
aktivitelerini aragtirmiglardir. Belirlenen dozlar 1, 10 ve 50 pl olarak uygulanmisglardir. 1

ul’lik dozlarda herhangi bir etki gézlemlenmemis fakat bazi fungal hastaliklardan F.



oxysporum, B. cinerea ve C. circinans akarsi ¢ok az diizeyde antifungal etki goriildiiglinii
belirtmislerdir. Ardi¢ ve ¢ortiik ugucu yaglari hari¢ diger ugucu yaglarin 10 pl ve 50ul
dozlarinda funguslarin miselyumlarini tamamen engelledigi goriilmiistiir. Bitkilerin
ugucu yaglarinin patojenlerin miselyum gelisimlerini engelleme oranlar1 en yiiksekten en

diisiige dogru kekik, nane, kimyon, okaliptiis, ardi¢ ve ¢ortiik olarak bulmuslardir.

Yapilan bagka bir ¢alismada, dag kekigi (Origanum syriacum var. bevanii) ve rezene
(Foeniculum vulgare) ucucu yaglarinin antifungal etkileri Sclerotinia sclerotiorum’a
kars1 degerlendirilmistir. Yapilan denemede S. sclerotiorum’un miselyum gelisimi
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Petri kaplariin tist kapagina yapistirilan steril kurutma
kagitlarina 0.1, 0.15, 0.2, 0.25 ve 0.3 pg/ml konsantrasyonlarda ugucu yaglar eklenmis ve
bu yaglarin etkileri gézlemlenmistir. Bu c¢alisma 7 giin sonunda degerlendirilmeye
almmistir. Her iki ugucu yagin, S. sclerotiorum'un miselyum gelisimini doza bagl bir
sekilde engelledigi bulunmustur. Rezene ugucu yaginin S. sclerotiorum'a karst hem ugucu
hem de temas etki ¢alismalarinda kekik ugucu yagindan daha fazla engelleyici oldugu
belirtilmistir. Sonug olarak, arastiricilar kekik ve rezene ucucu yaglarinin fitopatojenik
funguslara kars1 biyo-fungusit olarak kullanilabilecegi sonucuna varmislardir (Soylu ve

ark., 2007).

Bazi onemli fungal hastaliklardan Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium oxysporum,
Fusarium solani, Colletotrichum capsici, Phytophthora capsici ve Rhizoctonia solani’ye
karst kullamilan Melisa (Cestrum nocturnuum) ucgucu yaginin antifungal etkisi
arastirilmistir. Minimum engelleme oranlarinin %62.5 ile 500 pg/ml arasinda oldugu ve
miselyum gelisim engelleme oranlarinin %59.2-80.6 arasinda oldugu bulunmustur.
Konsantrasyona bagli olarak ugucu yagin tiim funguslarda spor ¢imlenmesine baglh
olarak &nemli derecede etki ettigi belirlenmistir. /n vivo calismasi olarak seralarda
yetistirilen biber bitkilerinde ugucu yagin %82.4-100 arasinda antifungal etki olusturdugu
gozlemlenmistir (Al-Reza ve ark., 2010).

Aktarlarda ticari olarak satilan Teucrium polium L. bitkisinden elde edilen ugucu yaginin
antifungal ve herbisidal aktiviteleri ve kimyasal i¢erigi belirlenmistir. 7. polium L. ugucu
yagmin F. oxysporum ve A. solani fungal patojenlerine karsi in vitro calismasi

yapilmistir. Yapilan ¢alismada 0 (Kontrol), 125, 250 ve 500 ppm oranlarinda ugucu yag



dozlar1 kullanilmistir. 7 giin gelismeleri izlendikten sonra miselyum gelismeleri kumpas
ile Olgiilerek kontrol ile karsilastirmasit yapilmistir. Peryavsani ugucu yaginin A.
solani’nin miselyum gelisimini az da olsa engelledigi gozlemlense de antifungal

aktivitesinin yeterli diizeyde olmadig1 saptanmistir (Ozcan ve ark., 2013).

Salvia cryptantha ve Salvia multicaulis'in ugucu yaglar1 ve metanolik ekstraktlar
potansiyel antimikrobiyal ve radikal siipiiricii aktiviteleri acisindan incelenmistir.
Ekstraktlarin polar ve polar olmayan alt fraksiyonlar: test edildiginde hafif aktivite
gozlemlenirken, ucucu yaglarin antimikrobiyal aktivite gosterdigi gortilmistiir.
S.cryptantha ve S.multicaulis'den elde edilen ugucu yaglar, GC-MS ile analiz edilmis ve
sirastyla 53 ve 47 bilesen tanimlanmistir. Ekstraktlarin polar ve polar olmayan alt
fraksiyonlar1 ve ugucu yagin antioksidan aktiviteleri, 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
hidroksil radikal temizleme ve lipidperoksidasyon analizleri kullanilarak incelenmistir.
Ozellikle ugucu yaglar ve methanol ekstraktlarinin polar olmayan alt boliimleri,
antioksidan aktivite gostermistir. Sonuglar S. cryptantha ve S. multicaulis yaglarinin
serbest radikalleri siiplirme ve patojenik mikroorganizmalarin biiylimesini engelleme
kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Bu nedenle gida endiistrisinde
antimikrobiyal ve anti-oksidatif ajanlar olarak kullanilmaya uygun oldugu bulunmustur

(Tepe ve ark., 2014).

Yapilan bir calismada, Fusarium spp. ve Rhizoctonia solani (AG4) patojenlerine karsi
kekik (Thymus vulgaris L.), nane (Mentha piperita L.) ve lavanta (Lavendula
angustufolia Mill.) bitkilerinin ugucu yaglar1 ve su ekstraktlarinin antifungal aktivitesini
belirlemek i¢in in vitro kosullarda yapilan ¢alismada su ekstraktlarinin konsantrasyonu
%0.5, %1, %2, %4 ve %8 dozunda ve ucgucu yaglar ise 1, 2, 3, 5 ve 10 pl/ml dozunda
ayarlanmistir. Calisma sonucunda % engelleme oranlar1 hesaplanmistir. Bu ¢alismada
kekik, nane ve lavanta ugucu yaglarinin antifungal etkisi bitki ekstraktlarina gore daha
yiiksek olmustur. Bu bitkilerin ekstraktlar1 Fusarium spp. ve R. solani’nin misel
gelisimlerini farkli oranlarda engellemistir. Fungi-toksik etki kekik ekstraktinin %8
dozunda en yiiksek olarak saptanmistir. Kekik ugucu yaginin biitliin dozlarinda %100
fungisidal etki gozlemlenmistir. Lavanta ve nane ugucu yaglarinin fungisidal etkisi doza
ve patojene bagl olarak degismekle birlikte birbirlerine ¢ok yakin sonuglar vermistir

(Erdogan ve ark., 2014).



Tohum endiistrisini tehdit eden en 6nemli patojenlerden birisi de domateste bakteriyel
kanser ve solgunluk olusturan C. michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’dir. Bu
hastalik tarlalarda %100 verim kayiplarina neden olabilmektedir. Bir ¢alismada Cmm
patojenine karsi ticari olarak iiretilen icerisinde Salvia officinalis L.’ inde bulundugu 34
bitkinin 18 tanesinin agar kuyu diflizyon yontemi kullanilarak ugucu yaglarin
antibakteriyel etkisine ve inhibisyon ¢aplarina (mm) bakilarak etkilerini belirlenmislerdir.
Denemede, 100 ml NA (Nutrient Agar) besi yerine 1 ml bakteri siispansiyonu (1x10®
CFU/ml, yogunlukta) olacak sekilde karistirilip petrilere dokiilmiistiir. Ucucu yaglarin
dozunun belirlenmesi i¢in yapilmis olan ¢alismalarin sonuglar1 ve kullanilacak olan
dozun ekonomik olarak uygulanabilir bir doz olmasi kriterleri dikkate alinarak
belirlemislerdir. Her bir ugucu yagin dozu 1000 ppm olacak sekilde uygulanmistir.
Yapilan bu ¢alisma sonucunda 18 adet ugucu yagin %67 ve tizerinde antibakteriyel etki
gosterdikleri tespit edilmistir. Adacay1 ise %58,3 oraninda antibakteriyel etki gostermistir
(Yilmaz ve ark., 2014).

Yapilan bir calismada, Mersin ilinden toplanan kekik (7hymus vulgaris L.) bitkisinden
elde edilen ugucu yagin ve su ekstraktinin Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis patojeni lizerindeki antibakteriyel etkisi arastirilmustir. In vitro kosullarda
yapilan calismada su ekstrakt konsantrasyonu %0.5, %1, %2, %4 ve %8 olarak
belirlenmistir. Ekstraktlar PAF (Pseudomonas Agar F) besi yerine eklenmistir. 10°
hiicre/ml konsantrasyonda hazirlanan Cmm solliisyonunun besi ortamina ekimi
yapilmistir. Ucgucu yag calismasinda petri kapagia yapistirilan kurutma kagidina
emdirme, besi yerine katilmasi ve agar kuyucuk difizyon yontemiyle 3 farkli sekilde
denemeler kurularak 5, 10, 15 ve 20 pl/ml dozlarinda uygulamislardir. Ugucu yag ve
ekstrakt igermeyen kontrol grubunda PSF besi yeri kullanmiglardir. Inkiibasyon siiresi 28
°C’de 3 giin olarak belirlenmis ve sonunda ekstrakt calismasinda koloni sayimi, ugucu
yagda ise inhibisyon zon Ol¢limii ve koloni sayimi yapmislardir. Calisma sonunda 7.
vulgaris ekstraktlarinin doz artigina paralel olarak Cmm koloni sayiminin azaldig %8’lik
konsantrasyonda ise Cmm’nin gelisiminin tamamen engellendigi gézlemlenmistir. Petri
kabinin kapagina yapistiritlmis kurutma kagitlarina ugucu yagin emdirilmesinin en etkili
yontem oldugu belirtmislerdir. 20 pl/ml’lik dozun Cmm’nin gelisimini %99.39 oranda
engelledigini belirtmislerdir. Sonug¢ olarak bu bitkinin ekstrakt ve ugucu yagimin

antibakteriyel madde olarak kullanilabilecegini bildirilmislerdir (Belgiizar ve ark., 2016).

10



Salvia viridis L. (tek yillik) ve Salvia cryptantha (¢ok yillik) adacayr tohumlarinin bazi
fiziksel ozelliklerini belirlemek icin bir ¢calisma yapilmistir. Bu iki adagay tiiriiniin
tohumlarinin geometrik ortalama cap, kiiresellik, yiizey alani, y18ilma agis1, yagin hacim
agirligy, prozite degerleri belirlenmistir. Bu degerler sirasiyla; 1.69 mm ve 2.96 mm; %
62.90 ve % 84.06; 9.00 ve 27.53 mm? ; 14.09° ve 14.33°; 587.25 ve 718.08 kg m -3 ; %
10.27 ve % 33.22 olarak bulunmustur. S. cryptantha adagayr c¢esidine ait tohumlarin
laminant, kontrplak, lastik ve galvaniz sac siirtlinme yilizeylerindeki siirtiinme katsayisi

degerleri sirasiyla; 0.48, 0.96, 0.64 ve 0.60 olarak belirlenmistir (Yilar ve Altuntas, 2017).

Baser ve ark.,, (1995) yaptiklar1 calismalarinda, S. cryptantha’nin buhar-su
distilasyonunun ucgucu yaginin GC ve GC/MS ile analizi yapilmistir. Ugucu yagdaki
baslica bilesenlerin 1,8-cineole (% 15.69-37.12), kafur (% 5.95-13.04), a-plnene (% 1.00-
11.93) ve camfen (% 0.89-7.71) oldugu bulunmustur.

Akgiil ve ark. (1999), yaptiklar1 bir ¢alismada S. cryptantha, Satureja cuneifolia, Ttymbra
spicata  ve Thymus cilicicus bitkilerinin ¢icekli ve ¢igeksiz boliimlerinden
hidrodistilasyon yontemiyle elde ettikleriugucu yaglarin GC ve GC/MS ile analizlerini
yapmuslardir. S. cryptantha ugucu yaginda toplamda 54 bilesen olmak iizere; camphor
(%18.1), 1,8-cineole [eucalyptol] (%17.8) ve bornyl acetate (%11.4) temel bilesenler

olarak belirlenmistir.

S. cryptantha yaprak ve ¢icekleri serin havada kurutulmus ve ugucu yaglar1 elde
edilmistir. Tirkiye'de yetisen S. cryptanthanin hidrodistilasyon yontemi ile elde edilen
yaglarinin bilesimi GC ve GC/MS ile analiz edilmistir. Yagin % 98.5'ine karsilik gelen
en az 16 bilesen izole edilmis ve tanimlanmistir. Baslica bilesikler kafur (% 25.6), 1,8-
cineole (% 20.3), B-pinen (% 12.8), n-heksan (% 10.6), heptan (%8.9), borneol (%5.1) ve
a-pinen (% 4.1) olarak bulunmustur. Yaglar monoterpenik hidrokarbonlar ve oksijenli

monoterpenlerden olugmaktadir (Saadia ve ark., 2010).

Ulkemizde endemik olarak bulunan S. cryptantha adagaymin toprak iistii aksami ve ¢igek
kisimlarindan hidrodistilasyon yoluyla elde edilen ugucu yaglarin GC-MS ile analizleri
yapilmistir. Adacaymin ugucu yag orant toprak iistii aksaminda %1.44 ve cicekte ise %0.4
olarak bulunmustur. Bu adagayinin her iki kisminda 1.8-cineole (9%36.28 ve %30.38),
valencene (%26.53 ve %24.34) ve camphor (%14.72 ve %12.29) gibi 6nemli birlesenler
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olmak iizere toplam 10 (toprak {istli aksami) ve 13 (¢igek) bilesen tanimlanmistir (Bingol

ve ark., 2009).

Dogal kosullarda ve tarlada yetisen S. cryptantha bitkisinin toprak iistii aksamindan
hidrodistilasyon yoluyla elde edilen ugucu yag GC-MS yontemi ile analiz edilmis ve B-
pinene (%15.63), Eucalyptol (%23.61) ve Valencene (%31.80) temel bilesenler olarak
bulunmustur (Ipek ve ark., 2012).

Baska bir caligmada ise, Tiirkiye’de endemik olarak bulunan Salvia cryptantha‘nin ugucu
yag kompozisyonu analizi yapilmistir. Bu bitkinin nitel ve nicel ugucu yag igerigi
incelenerek birbirleriyle karsilastirmasi yapilmistir. Ugucu yagin icerigi su damitma
yontemiyle belirlenerek, GC ve GC-MS ile analizi yapilmistir. S. cryptantha’nin ugucu
yag igeriginin %98.7’sini 63 bilesenin olusturdugu goriilmiistiir. Temel bilesenler 1.8-
cineol (%21), kamfen (%8.7), a-pinen (%12.5) ve kafur (%19.1) olarak belirlenmistir
(Dogan ve ark., 2017).

Bat1 Azerbaycan'da kendiliginden gelisen 9 farkli Salvia tiiriiniin yapraklarindan elde
edilen ekstraktlarin fenolik bilesikleri kromatografi ile ayrilmis ve toplam fenolik miktari
belirlenmistir. Fenolik spotlarin dagilimlarina gore tiirler arasindaki iligki, esleme
katsayis1 ve benzerlik katsayilar1 hesaplanmis ve bu katsayilar dikkate alinarak tiirler iki
grupta kategorize edilmistir. Fenolik bilesiklerin toplam igeriklerinin bu tiirleri ayirt

etmede onemli faktor olabilecegi belirtilmistir (Habibvash ve ark., 2007).

Bayrak ve Akgiil (1987), baz1 Salvia tiirlerinin ugucu yag bilesenlerini incelemislerdir.
Bu tiirlerde ucucu yag oran1 ve ana bileseni sirasiyla; S. candidissima'da % .6 - 3 pinene,
S. cryptantha’da % G.6 - borneol, S. fruticosa ‘da % 2.8 - 1,8-cineole, S. tomentosa’da
% G.3 - B pinene, S. officinalis *de % 1.6 camphor tespit etmislerdir. Salvia officinalis L.
tiirtinde % 3.5 a-pinene, % 1.8 B-pinene, % 5 cineol, % 20.6 athujone, % 15.1 B-thujone,
% 22.9 camphor, % 2.6 bornylacetat, % 7.9 borneol, % 4.1 Bcoryophyllen bilesenleri
oldugunu bildirmektedirler.

Demirci ve ark. (2002), baz1 Salvia tiirleri icerisindeki ugucu yag miktar1 ve ana

bilesenlerin dagilis1 {izerine kapsamli bir calisma yapmislardir. Bu ¢alismada tiirlerin
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ucucu yag oranlar1 yaninda, bunlarin camphor, borneol, linalool, limonene, a-pinene ve
B-pinene igerikleri ayrintili incelenmistir. Tirkiye’nin degisik yerlerinden toplanan
igerisinde S. cryptantha nin da bulundugu sekizi endemik olan toplamda 19 Salvia
tiirlerinin ugucu yaglari bu calismada kapsamli olarak incelenmistir. Hatay icinde
endemik bir tiir olan S. aucheri (endemik) tiirli Karaman, Ermenek, Mut yoresinden
toplanmustir. Bu tiirde ugucu yag oran1 % 0.7, ana bilesenlerden olan camphor miktart ise

% 5.9-94.1 arasinda degismistir.

Yapilan bir calismada S. cryptantha ve S. multicaulis’in ugucu yag ve metanolik
ekstraktlar1 antimikrobiyal ve antioksidatif aktiviteleri agisindan incelenmistir. S.
cryptantha ve S. multicaulis’ten izole edilen ucucu yaglarin GC-MS ile analizi yapilmis
ve sirastyla 53 ve 47 adet bilesen bulunmustur. S. cryptantha ugucu yaginda belirlenen
ana bilesenler a-Pinene (%18.1), eucalyptol (%15.3), camphor (%7.7), camphene (%6.4)
ve borneol (%4.8) olarak belirlenmistir. Sonug¢ olarak, S. cryptantha ve S. multicaulis
ucucu yaglarinin serbest radikalleri temizleme ve patojenik mikroorganizmalarin

gelisimini dnleme kapasitesine sahip oldugunu belirtmislerdir (Tepe ve ark., 2004).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyalleri

Salvia cryptantha tiirti, 2018 yili Mayis-Eyliil aylar1 arasinda c¢i¢ceklenme donemi
boyunca Kirsehir iI’inden toplanmustir. Toplanan bitkilerin kisimlari Kirsehir Ahi Evran,
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Béliimiinde ugucu yag1 elde edilmistir.
Ekstrakt elde etmek i¢in kullanilacak bitkiler ise, steril saf suyla yikanarak, oda
sicakliginda golgede kurutulmustur. Calismanin bundan sonraki kisminda bu bitki

materyalleri kullanilmastir.

3.1.2. Fungus ve bakteri kiiltiirleri

Calismada kullanilan bitki patojeni fungus (Fusarium oxysporum f. sp. melonis ve
Sclerotiorum sclerotiorum) ve bakteri (Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
ve Pseudomanas syringae pv. tomato) tiirleri Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Fitopatoloji laboratuvarlarinda bulunan stok

kiiltiirlerden elde edilmistir.

3.2.Yontem

3.2.1. Ugucu yaglarin ekstraksiyonu
Bitkilerinin ugucu yaglari, Schilcher cihazi ile hydro-distilasyon yontemi kullanilarak
elde edilmistir. Tartilan bitki 6rneklerine saf su ilave edilmis (1:10 w/v) ve 2 saat siire ile
kaynatilmistir. Elde edilen ugucu yaglar denemelerde kullanilana kadar +4°C de
muhafaza edilmistir (Telci ve ark., 2006).

3.2.2. Bitki ekstraktinin hazirlanmasi

Ogiitiilmiis bitki materyali 100 gr tartilarak 1 litrelik cam kavanozlara konulmus ve

iizerini kapatacak kadar metanol organik ¢oziiclisii ilave edilmistir. 72 saat oda
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sicakliginda orbital ¢alkalayicida 120 rpm de karistirilmistir. Daha sonra elde edilen
ekstrakt filtre kdgidindan gecirilmistir. Coziicii, ratory evaporator ile 40 °C de evapore
edilerek uzaklastirllmistir. Geriye kalan kuru ekstrakt %10 sulu aseton ile ¢oziilerek,

calismamizda kullanilmak tizere farkli konsantrasyonlar elde edilmistir (Kalkisim, 2012).

3.2.3. InVitro antifungal aktivite calismalar:

Hazirlanan Potato Dextrose Agar PDA besi yeri otoklav edilerek 40 °C’ye kadar
sogutulmustur. Daha sonra, ekstraktin farkli konsantrasyonlar1 5, 10, 20, 40 ug/ml
dozunda olacak sekilde PDA besi yerine eklenerek 90 mm c¢apli petri kaplarina (20 ml
olacak sekilde) aktarilmistir. Bitki ekstrakti ilave edilmis PDA besi yeri 12 saat
bekletilerek, daha sonra hastalik etmenlerinin ekimi yapilmistir. Funguslarda 5 mm
capindaki miselyum disklerinin petri kabinin merkezine inokulasyonu yapilmis ve bu

fungus kiiltiirleri 24+2°C’de 7 giin boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur.

Ugucu yag i¢cin, PDA aktarilmis petri kaplarinin kapaklarina 5 mm ¢apinda steril filtre
kagidi yapistirilmistir. Petri kaplarina 7 giinlik fungus kiiltiirlerinden alinan 5 mm
capinda miselyum disklerinin inokulasyonu yapilmistir. Petri kaplarinin kapaklarina
yapistirilan filtre kagitlarina ucucu yaglar 1, 2, 5, 10 ve 20 ul dozda mikropipetle
uygulanmistir (Hadizadeh ve ark., 2009). Fungus kiiltiirleri 24+2°C’de 7 giin boyunca,

inkiibasyona birakilmistir.

Denemeler 4 tekerriirlii ve 2 tekrarlamali olarak yiiriitiilmiistiir. Kontrol grubundaki
gelismelere bakilarak uygulama yapilan petrilerde gelisim engelleme oranlari
Olciilmiistiir (Pandey ve ark., 1982, Onaran ve Yilar 2012). Pandey ve ark. (1982)’na
gore gelisimdeki engelleme kontroldeki gelisime kiyaslanarak ylizde miselyum gelisimi

hesaplanmaistir.
Yiizde miselyum gelismesi su formiile gére hesaplanmistir (Pandey ve ark., 1982).
MGI=100x(dc-dt)/dc

MGI; Miselyum gelisim engellemesi
dc; Kontroldeki miselyum gelismesi

dt; Davraniglardaki miselyum gelismesi
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3.2.4. Invitro antibakteriyel aktivite calismalari

Salvia cryptantha bitkisinden elde edilen bitki ekstraktinin Clavibacter michiganensis
subsp. michiganensis ve Pseudomonas syringae pv. tomato bitki patojeni bakterilere karsi
etkilerini belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada besi yeri olarak Tryptic Soy Agar (TSA)
besi yeri kullanilmistir. Otoklav edilerek 40 °C’ye kadar sogutulan besi yerlerine son
konsantrasyon 2.5, 5 10, 20 ug/ml dozlarinda olacak sekilde bitki ekstrakti eklenmistir.
Hazirlanan ekstraktli besi yerleri 90 mm ¢apli petri kaplarina (20 ml olacak sekilde)
aktarilmigtir. 48 saatlik patojen bakteri kiiltiirlerinden saline buffer (tuzlu su) igerisinde
hazirlanan siispansiyonlar spektrofotometrede 600 nm’de 0.2 absorbans degerine
ayarlanmistir. Bakteri slispansiyonlarindan mikropipet yardimiyla 100 pl alinarak bitki
ekstrakti ilaveli besi yerlerine steril cam baget ile yayma ekim yapilmistir. Kontrol olarak
ekstrakt ilave edilmemis besi yerlerine patojen bakterilerin yayma ekimi yapilmistir.
Uygulama yapilan petriler 27+2°C’de Cmm i¢in 3 giin ve Pst i¢in 2 giin inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi bitiminde petrilerde gelisen bakteri kolonileri toplanarak
spektrofotometrede 600 nm’de Ol¢iilerek bakteri yogunluklar: belirlenmistir. Calisma 4

tekerriirlii olarak kurulmus olup, 2 kez tekrarlanmustir.

Salvia cryptantha bitkisinden elde edilen ugucu yagin Cmm ve Pst lizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada ise, ekstrakt ¢alismasinda oldugu gibi, 48 saatlik
Cmm ve Pst kiiltlirlerinden hazirlanan siispansiyonlar spektrofotometrede 600 nm’de 0.2
absorbans degerine ayarlanmistir. Siispansiyonlardan 100 pl alinarak TSA besi yerlerine
steril cam baget ile yayma ekim yapilmistir. Bakteri ekiminden sonra petri kaplariin
kapaklarina yapistiritlan 5 mm ¢apindaki steril filtre kagidina mikropipet ile ugucu yag
uygulanmistir (Hadizadeh ve ark., 2009). Calismada steril filtre kagidina ugucu yagin 1,
2, 5, 10 ve 20 pl dozlarn1 uygulanmistir. Kontrol olarak ugucu yag uygulamasi
yapilmaksizin TSA besi yerine bakterilerin ekimi yapilmistir. Uygulama yapilan petriler
27+2°C°de Cmm igin 3 giin ve Pst i¢in 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
bitiminde petrilerde gelisen bakteri kolonileri toplanarak spektrofotometrede 600 nm’de
Olctilerek bakteri yogunluklari belirlenmistir. Calisma 4 tekerriirlii olarak kurulmus olup,

2 kez tekrarlanmustir.
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Kontrol grubundaki bakteri koloni gelisimine gore uygulama yapilan petrilerde ekstrakt
ve ugucu yagin patojen bakteriler lizerindeki engelleme oranlar1 belirlenmistir (Vyas ve

ark., 2006).
% Engelleme= (BC-BT)/BC x 100

BC; Kontroldeki bakteri yogunlugu (hiicre/ml)
BT; Davranislardaki bakteri yogunlugu (hiicre/ml)

3.2.5. In Vivo antifungal aktivite ¢calismalar

In vitro galismalarda test organizmalarina kars1 en yiiksek etkiyi gdsteren ugucu yag ve
ekstrakt dozlarinin in vivo denemelerde kullanilmistir. Sclerotinia sclerotiorum ve
Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM) bitki patojenleri PDA besi yeri lizerinde 7 giin
boyunca 22+2 °C’de gelistirilmistir. Daha sonra, hiyar ve kavun meyveleri yiizey
sterilizasyonu i¢in %?2’lik NaOCl (Sodyum Hipoklorit) icerisinde 5dk bekletildikten
sonra steril saf sudan gecirilmistir ve sonrasinda laminar flow kabin i¢inde kurutma kagidi
iizerinde kurumaya birakilmistir. Sonrasinda hastalik etmenlerine sirasiyla inokulasyon
islemleri yapilmistir. S. sclerotiorum inokulasyonu i¢in hiyar meyvesi kullanilmistir. Ji
ve ark. (2013)’na gore yapilan uygulamalar modifiye edilerek uygulanmistir. Buna gore;
Her bir meyveye 2 adet 8 mm capinda (Cork Borer ile) kuyucuklar agilmistir. Bu
kuyucuklara her bir ekstrakt ve ugucu yag dozundan 100 pL uygulama yapilmistir. Daha
sonra kuyucuklara test organizmalarina ait 8 mm c¢apinda miselyum diskler
yerlestirilmistir. FOM bitki patojeni i¢cinde ayni uygulamalar kavun meyvesi iizerinde
gergeklestirilmistir. 10 giin sonra test mikroorganizmalarinin meyve ylizeyinde
olusturduklar1 belirtilerin yaricaplar1 dl¢tilmiistiir. Fungal patojenler 8 saat karanlik 16

saat aydinlikta 2242 °C sicaklik ve 75-90% nemde inkubasyona birakilmistir.
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Sekil 3.1. In vivo kosullar altinda kavun ve hiyar meyvesi iizerinde FOM ve SS ve
patojenine karsi ugucu yag ve ekstrakt uygulanmasi

3.2.6. In vivo antibakteryel aktivite cahsmalari

In vitro galismalarda test organizmalarina kars1 en yiiksek etkiyi gdsteren ugucu yag ve
ekstrakt dozlari ile in vivo denemeler yiiriitiilmiistiir. Calismada Alsancak RN F1 ¢esidi
domates fidesi kullamlmistir. Calismada 48 saat gelistirilen Cmm ve Pst kiiltiirleri
spektorofotometrede 600 nm’de 0.2 absorbans degerine ayarlanmistir. /n vivo ¢alismada,
bitki ekstrakt ve ugucu yagin Cmm’ye olan etkisini belirlemek amaciyla yapilan
calismada, 10° hiicre/ml yogunlugundaki bakteri kiiltiiriinden 100 ul alimarak 3-5 yaprakli
donemdeki domates bitkilerinin gévde kabuk altindan uygulama yapilmistir. Bitki
ekstrakt ve ugucu yagin Pst’ye olan etkisini belirlemek amaciyla yapilan calismada ise,
10° hiicre/ml yogunlugundaki bakteri kiiltiirii bitkilere bir el piilverizatérii ile sprey
edilmistir. Inokulasyon isleminden sonra bitkiler bir giin boyunca nem g¢emberine
alimmistir. Nem g¢emberinden c¢ikarilan bitkilere uygulamadan 24 saat sonra in vitro
calismalarda yiiksek etkiye sahip ugucu yag ve ekstrakt dozlar1 uygulanmistir. Pozitif
kontrol bitkilerine Pst ve Cmm patojen bakteri uygulamasi, negatif kontrol bitkilerine ise
saf su uygulamasi yapilmistir. Iklim odasinda muhafaza edilen bitkilerde giinliik
kontroller yapilarak pozitif kontrolde hastalik belirtileri takip edilmistir. Deneme 4
tekerriirlii ve 2 tekrarli olarak ytriitiilmiistiir.

Cmm’nin uygulandig1 bitkilerde solgunluk, kanser, yaniklik belirtileri dikkate alinarak
hastalik siddeti Francis ve ark. (2001)’nin belirledigi skalaya gore yapilmistir.

Bitkilerdeki solgun yaprak sayisi, yaniklik ve kanser dokusunun olusumuna gore skala
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degerleri belirlenmistir. Bitki saglikli ise 0, bitki tamamen kurumus-6lmiis ise 5 olarak
deger verilmigstir. Belirtilerin varlifina gore skala degerleri birim diizeyinde artirilmistir.
Hastalik siddetine ilaveten bitkilerde bitki boyu, iletim demetlerindeki lezyon boyu,
nekroz orani, bitki yas ve kuru agirlik, kok yas ve kuru agirlik ve kok uzunlugu verileri
de alinmistir.

Pst’nin uygulandigi bitkilerde ise yapraklarda olusan sararma dikkate alinmistir.
Bitkilerde tiim yaprak sayisi, sararma olan yaprak sayis1 alinmistir. Buna ilaveten bitki
boyu, bitki yas ve kuru agirlik, kok yas ve kuru agirlik ve kok uzunlugu verileri de

alinmustir.

Sekil 3.2. In vivo kosullar altinda domates bitkisi iizerinde Cmm (solda) ve Pst
(Ortada)’nin bitkilere inokulasyonu ve ekstrakt ve ugucu yag uygulanamsi
(sagda)

3.2.7. Ugucu yag kompozisyonun belirlenmesi

Salvia cryptantha bitkisinden elde edilen 20 mg ucucu yag 1,2 mL aseton ig¢inde
coziilerek analize hazir hale getirilmistir. Analiz, BPX5 (0,25mm ID, film kalinlig1 0,25
um) 30 m kapiler kolon ile Perkin Elmer Clarus 500 GC-MS yontemi ile yiiriitiilmiistiir.
Injeksiyon hacmi 1 L, injeksiyon port sicakligi 250 °C olarak belirlenmistir. Tastyic1 gaz
olarak 50:1 split oran1 ve 1 mL/dakika akis hiz1 ile helyum kullanilmistir. Firin programa;
50 °C’den baglanarak 3 °C/dakika 1sitma hizi ile 210 °C’ye ¢ikarilmistir. Toplam program

siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir.

MS parametreleri; iyonlastirict: EI (elektron impact), iyonlastirict enerjisi: 70 eV, iyon

kaynag sicakligi; 250 °C seklinde ayarlanmastir.
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Bilesenlerin aydinlatilmasinda; mevcut standart bilesenlerin kolonda alikonma stireleri
(retention time) ile numune bilesenlerinin alikonma stirelerinin karsilastirilmasi (co-
injection), litereatlirde verilen kovats index ya da retention index (RI) degerlerinin
karsilastirilmasi ve bilesenlerin spesifik kiitle spektrumlarinin dijital ortamda mevcut MS

kiitliphanelerindeki (NIST, Willey ve Pfleger) veriler ile karsilastirilmasi ile yapilmistir.

Bilesenlerin ugucu yag i¢indeki goreceli yiizdeleri ise; Turbomass ver 5.4.2 yazilimi ile
her bir bilesenin pik alanlarinin toplam pik alanina oranmin yiiz ile carpilmasi ile

hesaplanmustir.

3.2.8. Verilerin degerlendirilmesi

Calisma sonucunda elde edilen veriler, SPSS 16.00 istatistik paket programi kullanilarak
varyans analizine tabi tutulmus, ortalamalar arasindaki farklar Duncan testi ile
belirlenmistir. Ayrica, bitki ekstrakt ve ugucu yagin lethal dozlar1 Polo plus 1.0 programi

kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin ve ugucu yaglarin biinyelerinde barindirdiklar
kimyasal maddelerin antifungal ve antibakteriyel 6zellik gosterdigi uzun yillardan beri
bilinmektedir. Dogada bulunan bitki cesitliliginin ¢ok fazla olmasi yeni alternatif
maddelerin kesfedilmesine olanak saglamaktadir. Bu sayede yeni antimikrobiyal etkinligi

olan maddelerin agiga c¢ikarilmasi ve kullaniminin artiritlmasi saglanmis olacaktir.

Bu calismada, Salvia cryptantha bitkisinden elde edilen ugucu yag ve metanol
ekstraktinin bitki patojeni bakterilerden Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm), Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) patojenlerine karsi, funguslardan ise,
Sclerotinia sclerotiorum (SS) ve Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM) patojenlerine
kars1 in vitro ve in vivo kosullar altinda antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri
aragtinnlmistir.  Ayrica S. crytantha’nin ugucu yaginin bilesenleri GC/MS ile

belirlenmistir.

4.1. In Vitro kosullar altinda antifungal ve antibakteriyel aktivite calismalar:

In vitro kosullar altinda, Potato Dextrose Agar (PDA) ve Tryptic Soy Agar (TSA) besi
yerlerinde gelistirilen fungus ve bakteri kiiltiirlerine kars1 S. cryptatntha bitkisinden elde

edilen ekstrakt ve ucucu yaglarin etkinlik ¢alismalart yiiriitiilmistiir.

4.1.1. In vitro antibakteriyel aktivite calismalari

Antibakteriyel aktivite calismalarinda, S. cryptantha bitkisinden elde edilen ekstrakt ve
ucucu yaglarin Cmm ve Pst bitki patojeni bakterilere karst etkinlik caligsmalari
yiriitilmistiir. Elde edilen sonuglara gore istatistiki olarak onemli derece aktivite
gozlenmistir (p<0.05). Salvia cryptantha bitkisinin 20 mg/ml’lik ekstrakt uygulamasinda
Cmm ve Pst’nin yogunlugu tamamen engellenmistir. Bunun yaninda en diisiik 2,5 mg/ml
dozunda ise Cmm’de 0,91 hiicre/ml, Pst’de 1,32 hiicre/ml bakteri yogunlugu 6l¢tilmiistiir

(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Salvia cryptantha ekstraktimin Cmm ve Pst bitki patojeni bakterilere karsi

antibakteriyel aktivitesi (Ayni harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki farklar énemsiz,
farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir. Her hastalik etmeni kendi
arasinda analiz yapilmistir p<0.05).
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Sekil 4.2. Salvia cryptantha ugucu yagimin Cmm ve Pst bitki patojeni bakterilere karsi

antibakteriyel aktivitesi (Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar énemsiz,

farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir. Her hastalik etmeni kendi

arasinda analiz yapilmistir p<0.05).

S. cryptantha ugucu yaginin Cmm ve Pst bakterilerine karsi antibakteriyel aktivitesi ise
Sekil 4.2°de verilmistir. Buna gore, ugucu yagin kullanilan biitlin dozlarinda bitki patojeni
bakterilere kars1 onemli diizeyde etki gézlenmistir. Bu etkiler 2, 5, 10 ve 20 pl dozlarinda

Cmm’nin gelisimini tamamen engellemistir. Benzer sekilde Pst’ye karsi kullanilan 20 pl
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ucucu yag dozunda ise gelisimini tamamen engellemistir. Buna karsin, Cmm’nin 1 pl
dozunda 1,67 bakteri yogunlugu Olclilmiistiir. Pst icin ise bu oranlar 1, 2, 5 ve 10 pl
dozlarinda sirasiyla 1.15, 1.06, 1.01 ve 1.08 olarak 6l¢iilmiistiir. Calismamiza benzer
ozellik gosteren yapilan bir arastirmada, Sivas iI’inden toplanan Salvia
cryptantha ve Salvia multicaulis Dbitkilerinden elde edilen ucucu yag ve metanol
ekstraktlarinin antioksidan ve antimikrobiyal (antifungal ve antibakteriyel) etkileri
belirlenmistir. Calismada S. cryptantha ekstraktlarinin St. pneumoniae ve C. albicans'a
kars1 orta derecede aktivite gosterirken, buna karsin S. multicaulis ekstrakti ise S.
pneumoniae, B. cereus, S. aureus, M. catarrhalis, C. perfringens ve C. albicans’a karsi
daha genis aktivite sergilemistir (Tepe ve ark., 2004). Ucucu yagin aktivitesi
ekstraktlardan daha etkili bulunmustur. S. cryptantha ugucu yagina en duyarli patojenler
C. albicans, C. krusei, M. smegmatis, A. lwoffii, S. pneumoniae ve C. perfringens olarak
tespit edilmis ve 2.25 ile 18 mg/ml arasinda MIK degerleri belirlenmigtir. S.
multicaulis’in ugucu yag1 i¢in belirlenen MIK degerleri ise 2.25 ile 36 mg/ml olarak

hesaplanmistir (Tepe ve ark., 2004).

lc- s

20 mg

Sekil 4.3. S.cryptantha ekstrakt ve ucucu yag ilaveli besi yerinde Ps#’nin geligimi
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In vitro kosullarda yiiriitiilen antibakteriyel aktivite ¢alismalarinin sonuglarina gore test
edilen bitki patojeni bakterilerin her birinde farkli aktiviteler gézlenmistir. Bu aktivite
sonuglar1 Salvia cryptantha’nin ekstrakt ve ugucu yaglarinda da farkli sekilde
gozlemlenmistir. Bakterilere karsi in vitro kosullarda ¢alismada kullanilan her bir ekstrakt
ve ugucu yag i¢in Pst’ye gore Cmm daha hassas olarak belirlenmistir. Ciinkii ekstraktin
10 ve 20 mg/ml dozlarinda ve ugucu yagin 2, 5, 10 ve 20 pl dozlarinda Cmm "nin gelisimi
tamamen engellenmistir (Sekil 4.4, Cizelge 4.1). Bunun yaninda Ps¢ lizerinde ekstraktin
20 mg/ml ekstrakt dozu tamamen ve 10ul’lik ugucu yag oraninda %42 bakterinin

gelisimini engellenmistir (Sekil 4.3, Cizelge 4.1).

Sekil 4.4. S.cryptantha ekstrakt ve ucucu yag ilaveli besi yerinde Cmm’nin geligimi

Cizelge 4.1 goriildiigii gibi, in vitro kosullar altinda bitki patojeni bakterilere karst S.
cryptantha ugucu yag ve ekstraktinin ylizde engelleme oranlar1 verilmistir. Buna gore

Ucgucu yagin Cmm patojenine karsi, 2, 5, 10 ve 20 ul dozlarda %100 engelleme
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gozlenirken, 1 pl dozunda ise %18 engelleme goriilmiistiir. Pst’ye karst ugucu yag
uygulamalarinda ise 1, 2, 5, 10 ve 20 pl dozlarda sirasiyla, %29, %33, %35, %37 ve %100
arasinda engelleme oranlar1 gozlenmistir. Yine aym sekilde, uygulanan ekstrakt
denemelerinde ise, Cmm’ye kars1 kullanilan 2.5 ve 5 mg/ml dozlarinda %20, %30
oranlarinda, 10 ve 20 mg/ml dozlarinda ise %100 oraninda engelleme gozlenmistir. Pst
patojenine karsi ise, 2.5, 5, 10 ve 20 mg/ml dozlarinda ise %7, %17, %42 ve % 100 olarak

bulunmustur. Cmm ve Pst i¢in negatif kontrolde herhangi bir engelleme goriilmemistir.

Cizelge 4.1 In vitro ¢alisma sonucu Cmm ve Pst iizerinde S. cryptantha ekstrakt ve ugucu
yaginin etkisi (%)

Salvia cryptantha
Ugucu yag Ekstrakt
Dozlar Cmm Pst Dozlar Cmm Pst
(ub) (mg/ml)
% % % %
1 18 29 2.5 30 17
2 100 33 5 20 7
5 100 35 10 100 42
10 100 37 20 100 100
20 100 100 C- 0 0
C- 0 0 -

Petri calismalarinda Cmm ve Pst bitki patojeni bakterilere kars1 uygulanan S. cryptantha
ekstrakt ve ucucu yaginin kullanilan biitiin dozlarinda % engelleme oranlar Cizelge
4.1°de verilmistir. Ugucu yag ve ekstrakt denemelerinde %100 engellemelerin oldugu
gortiilmektir. Bu engellemeler daha ¢ok Cmm patojeninde gerceklesmistir. Elde edilen

verilere gore Cmm patojeni Pst patojenine gore daha fazla hassas oldugu belirlenmistir.

Kizilkegili, (2007)’de yaptig1 benzer ¢calismada, S. cryptantha ve S. pomifera'nin metanol,
etanol ekstraktlar1 ve essensiyal yaglarinin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildigi bu
calismada, her iki bitki tliriiniin essensiyal yaginin metanol ve etanol ekstraktlarina gore
daha yiiksek diizeyde aktivite gosterdigi, S.cryptantha'nin ugucu yaglar1 gram negatif
bakteriler Klebsiella pneumoniae ve Escherichia coli iizerinde dikkate deger sekilde
aktivite sergiledigi belirtilmistir. S. cryptantha ve S. pomifera’nin metanol ekstraktlarinin

Proteus vulgaris, Klebsiella pnemonia patojenleri iizerinde etkiye sahip oldugunu ve
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belirlenen MIK degerlerinin ise Smg/ml olarak belirlendigini belirtmistir. Baska bir
calismada ise, S. crytantha’nin Sarcinia lutea bakterisine karsi yiiksek oranda
antibakteriyel aktivite sergiledigi vurgulanmistir (Akin ve ark., 2010). Erzincan
bolgesinden toplanan S. cryptantha ekstraktlarimin  Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Staphylococus aureus bakteri tiirlerine ve
Candida albicans fungusuna karst etkinlikleri arastirilmistir. Buna gore ekstraktlarin
gram pozitif bakterilere kars1 etkin oldugu fakat gram negatif bakterilere ve C. albicans
tirlerine karsi etkin olmadigi belirmemistir (Yigit ve Kandemir 2002). Yine benzer
sekilde Salvia spp. tiirleriyle benzer aktivite ¢aligmalart da bulunmaktadir. Bunlar, Salvia
smyrnaea’dan elde edilen ugucu yagin Staphylococus epidermidis ve Enterococcus
faeacalis bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gosterdigi (Haznedaroglu ve ark., 2002)
ve Salvia officinalis ve Salvia triloba tirlerinden elde edilen ugucu yaglarin, Bacillus
cereus, Bacillus megatherium, Bacillus subtilis, Aeromonas hydrophila, Aeromonas
sobria ve Klebsiella oxytoca patojenlerine karsi antibakteriyel etki gosterdigi de

(Delamare ve ark., 2007) vurgulanmistir.

Calismamizin bulgular1 ve daha dnce yapilmis calismalarin bulgularina baktigimiz zaman
Salvia cryptantha tiriniin ve diger Salvia tiirlerinden elde edilen ugucu yag ve
ekstraktlarin antibakteriyel etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Ayn1 zamanda ugucu
yaglarin etkinliklerinin daha fazla oldugu bilinmektedir. Bizim ¢alismamizdan da elde

edilen sonuglar da benzer aktiviteler gézlenmistir.

4.1.2. In vitro Antifungal aktivite cahsmalari

In vitro kosullar altinda yiiriitiilen ¢alismalarda, Salvia cryptantha’nin ekstrakt ve ugucu
yaglarinin hiyar ve kavunlarda hastalik olusturan SS ve FOM bitki patojenlerine karsi

degisen oranlarda antifungal aktiviteye sahip oldugu Sekil 4.5, 4.6, 4.7 ve 4.8°de

gosterilmigtir.
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Sekil 4.5. Salvia cryptantha ekstraktinin S. sclerotiroum ve FOM bitki patojeni funguslara
kars1 antifungal aktivitesi(Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemsiz,

farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemlidir. Her hastalik etmeni kendi

arasinda analiz yapilmistir p<0.05).
Test edilen patojenlere karsi S. cryptantha ekstraktinin kullanilan biitiin dozlarinda
antifungal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Kullanilan ekstraktin SS’nin gelisimi
iizerine FOM’a gore daha fazla etkili oldugu belirlenmistir. Ekstraktin kullanilan biitiin
dozlarinda test edilen patojenlere kars1 antifungal aktivite gézlenmistir. Bu aktiviteler doz
miktar1 artikca artmistir. SOyleki; SS’ye karsi kullanilan Smg/ml’lik dozda 43.04 mm
miselyum gelismesi olurken, 40 mg/ml’lik dozda ise 25.16 mm miselyum gelismesi

gozlenmistir. Bu FOC patojeni i¢cinde ayn1 sekilde ger¢ceklesmistir (Sekil 4.5 ve 4.6)

Sekil 4.6. SS ve FOM patojenine kars1 S. cryptantha metanol ekstraktinin antifungal
aktivitesi. (Fotograflar denemeden 7 giin sonra ¢ekilmistir).
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Sekil 4.7. Salvia cryptantha ugucu yagmin S. sclerotiroum ve FOM bitki patojeni

funguslara kars1 antifungal aktivitesi(Aym harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsiz, farkl harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar onemlidir. Her hastalik
etmeni kendi arasinda analiz yapilmistir p<0.05).

C- 1ul 2l 5l 10l 201

Sekil 4.8. SS ve FOM patojeni iizerinde karst S. cryptantha ugucu yaginin antifungal
aktivitesi (Fotograflar denemeden 7 giin sonra ¢ekilmistir).

Bitki patojeni SS ve FOM funguslarina kars1 S. cryptantha ugucu yagmin etkisine
baktigimiz zaman negatif kontrolle karsilastirdigimizda kullanilan biitiin dozlarda
antifungal aktivite gozlenmistir. Yine ayni sekilde ekstraktta oldugu gibi, doz miktari
arttikca aktivite oranlarinda artis gdstermektedir. Patojen funguslara karst kullanilan 20
pl dozunda SS’nin miselyum gelisimini tamamen engellemistir. FOM’da ise 20 ul
dozunda bu 22.05 mm miselyum gelisimi olarak gbzlenmistir. Bu oranlar, SS ve FOM
patojenleri i¢in sirasiyla 5 pl’de 40.30 mm ile 36.32 mm arasinda iken, 10 pl
uygulamalarda ise 26.09 mm ile 29.46 mm arasinda degismektedir. Sekil 4.7°de

goriildiigi gibi funguslarina ugucu yagdan etkilenme diizeyleri 5 ve 10 pl uygulamalardan
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sonra SS’de etki diizeyi ¢ok hizli gerceklesirken, FOM’da ise SS’ye gore daha yavas
sekilde oldugu goriilmektedir. Bu antifungal etkinin ise funguslarin ucgucu yaga

gosterdikleri segici 6zelikten oldugu diisiintilmektedir (sekil 4.7 ve 4.8).

Bunun yaninda, ugucu yag ve ekstrakt uygulamalarinda kullanilan doz miktarina gore,
negatif kontrolle karsilagtirdigimizda, SS patojeninin sklerot olusumunun engellendigi
veya bazi durumlarda miselyum gelismesinin olmadan sklerot olusumunun gerceklestigi
durumlar olmustur. Her iki patojen (SS ve FOM) i¢in ise havai miselyum gelisiminin ve
miselyumlarinin renk degisimine ugradigi, miselyum gelisiminde fiziksel olarak dairesel

olmayan gelismelerin gerceklestigi durumlar gézlenmistir.

Cizelge 4.2. S. cryptantha ugucu yag ve ekstraktin SS ve FOM’un miselyum gelisim
engelleme oranlari

Salvia cryptantha
Ugucu yag Ekstrakt
Dozlar SS FOM Dozlar SS FOM
(ul) (mg/ml)
% % % %
1 13 29 5 28 16
2 18 32 10 41 26
33 39 20 56 40
10 57 51 40 58 51
20 100 63 C- 0 0
C- 0 0 C+ 100 100
C+ 100 100 - - -

Petri ¢caligmalarina gore S. cryptantha ugucu yag ve ekstraktinin SS ve FOM bitki patojeni
funguslarina olan yiizde miselyum gelisim engellemeleri Cizelge 4.2°de verilmistir. Buna
gore, SS patojeni FOM patojenine gore uygulamalardan daha fazla etkilenmistir. Ugucu
yagda SS ve FOC’a karst 1pul uygulamada sirasiyla %13 ve %29 etki gozlenirken, 20
ul’lik uygulamada ise %100 ve %63 etki gozlenmektedir (Cizelge 4.2). S. cryptantha
ekstrakti i¢in ise kullanilan 5 mg/ml dozlarda SS ve FOC i¢in sirasiyla %28 ve %16 etki
gozlenirken, 40 mg/ml’de ise %58 ve %51 etki gdzlenmektedir.
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Cizelge 4.3. In vitro kosullarda, Salvia cryptantha ekstrakt ve ugucu yaginin test edilen
bitki patojeni funguslara kars1 letal doz degerleri (LDso-90)

Bitki LD ve LC Bitki Patojeni Funguslar
Degerleri SS FOM
Ekstrakt LDso(mg/ml) 19.0 35.6
LDyo (mg/ml) 491.0 435.1
Salvia Slope 0.9+0.1 1.1£0.1
cryptantha Heterojenite 0.76 0.31
Ugucu Yag LCso(ul) 5.7 8.6
LCoo (ul) 24.9 597.7
Slope 2.0+0.1 0.6+£0.0
Heterojenite 1.21 0.59

In vitro kosullarda antifungal denemeler sonunda, Salvia cryptantha bitkisinden elde
edilen ekstrakt ve ugucu yaglarin test edilen patojenlere karsi kullanilan biitiin dozlarinin
etkinlik ¢aligmalarinin sonlandirilmasindan sonra elde edilen veriler ile patojenlere karsi
lethal doz ve konsantrasyon degerlerinin hesaplanmasi yapilmistir. Bu degerlendirme
sonunda SS ve FOM patojenlerine karsi ucucu yagin Letal konsatrasyon (LC),
ekstraktlarin ise lethal doz (LD) degerleri belirlenmistir (Cizelge 4.3). Denemede
kullanilan ekstrakt ve ugucu yagin, fungus popiilasyondaki bireylerin %50 veya %90 nini
oldiiren doza ve konsantrasyona LDso-90 ve LCs0-90 degerleri denilmektir. Cizelge 4.3’ de
gortldiigii gibi, eksrakt ve ugucu yag icin sirastyla LDso ve LCso degerleri SS’de 19 mg/ml
ve 5.7 ul, FOM igin ise 35.6 mg/ml ve 8.6 ul olarak hesaplanmistir.

Calismamizda etkinligi belirlenen Salvia cryptantha tiiriiniin ve diger Salvia tiirleriyle
ilgili daha 6nce yapilmis antifungal ¢alismalar bulunmaktadir. Bu yapilan ¢alismalarda
da bizim yaptigimiz arastirmayla ilgili benzer sonuglar elde edilmistir. Benzer bir
calismada, Tokat ilinde yayilis gosteren i¢inde S. cryptantha’nin da oldugu 11 adagay1
tiirli saptanmistir. Hidro-distilasyon yontemiyle S. cryptantha’nin elde edilen ugucu yagi,
su, metanol ve etanol ekstraklar1 Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria solani, Ascochyta
rabiei, Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Penicillum italicum, Aspergillus niger ve
Monilia laxa bitki patojenlerine kars1 in vitro kosullarda etkinlikleri belirlenmistir. S.
cryptantha’nin ugucu yag ve ekstraktlarinin patojenler iizerine etkili oldugu ve bu
etkilerin kullanilan bitki ekstraktinda, doz miktarina ve fungusun tiiriine bagli olarak
degistigi gozlemlenmistir (Yilar,2014). Yunanistan’in farkli bolgelerinde yetisen Salvia

sclarea'dan elde edilen ugucu yagin Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium cepivorum,
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Fusarium oxysporum f.sp. dianthi bitki patojenlerinin gelisimini kullanilan dozlara gore
engelledigi (Pitarokili ve ark., 2002), farkli bir calismada ise Salvia sclarea ugucu
yagimin 25 pl/ml'lik konsantrasyonun, Aspergillus, Penicillium, Fusarium tlrleri ve
Trichoderma viride’ye karsi fungisidal aktivite sergiledigi (Dzami¢ ve ark., 2008)
belirtilmistir. Salvia macrochlamys ve Salvia recognita’nin elde edilen ugucu yaglarin
Colletotrichum aculatum, Colletotrichum fragariae ve Colletotrichum gloeosporioide
patojenlerine kars1 antifungal aktivite sergiledigi belirtilmistir (Tabanca ve ark., 2006).
Ulkemizde endemik olarak yetisen Salvia tigrina tiiriiniin yaprak, celik ve yaprak+celik
ethanol ekstraktlarinin Aspergillus flavus, Penicillium frequentans, Botrytis cinerea,
Geotrichum candidum, Fusarium oxysporum ve Alternaria alternata bitki patojenlerine
kars1 yiiksek diizeyde antifungal aktivite gdsterdigini belirtmislerdir (Dulger ve Hacioglu,
2008).

In vitro kosullarda S. cryptantha ekstraktimin ekstrakt ve ugucu yaginm bitki patojeni
funguslara karst elde edilen sonuglarina gore, her iki patojeninde miselyum gelisimi
engelledigi gorilmektedir. Ucucu yagin, ekstraktta gore daha etkili sonuglar ortaya
cikardigr belirlenmistir. Patojenlere karsi bitkinin her iki farkli uygulamasinda SS

patojenin FOM patojenine gore daha hassas 6zellik gosterdigi ortaya ¢ikarimistir.

4.2. In Vivo Kosullar altinda Antifungal ve Antibakteriyel Aktivite Calismalar

In vitro kosullar altinda yiiriitiilen calismalar sonunda elde edilen veriler 1s1831nda, Cmm
ve Pst i¢in domates bitkisinde, SS i¢in hiyar meyvesi ve FOM igin ise kavun meyvesi
iizerinde Salvia cryptantha bitkisinden elde edilen ekstrakt ve ugucu yagin in vivo
kosullar altinda antibakteriyel ve antifungal aktivite c¢aligmalar1 yiiriitiilmistiir.
Yiirtitiilen bu ¢alismada, in vitro kosullar altinda etkinligi belirlenen en yiiksek dozlar
kullanilmistir. Ekstrakt i¢in 40 mg/ml, ugucu yag igin ise 20 pl dozlar1 uygulanarak in

vivo caligmalar yiirtitilmiistiir.
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4.2.1. In vivo antibakteriyel aktivite calismalar

In vitro kosullar altinda Cmm ve Pst bitki patojeni bakterilere kars1 etkinligi belitlenen
Salvia cryptantha’nin ekstrakt ve ugucu yaginin, in vivo kosullar altinda patojenlerin
konuk¢usu oldugu domates bitki iizerinde uygulamalar1 yapilmistir. Bu uygulama,
laboratuvar kosullar1 altinda domates bitkisi {izerinde patojenlerin inokulasyonu ve
gelisimi, ekstrakt, ugucu yag, pozitif kontrol ve negatif kontrol uygulamalar olarak
denemeler kurulmustur. Cmm ve Pst’nin bitki tizerinde olusturdugu farkli belirtiler
gozlendigi i¢in bazi farkli degerlendirme parametreleri bulunmaktadir. Bunlar Cizelge

4.4 ve Cizelge 4.5°de gosterilmistir.

Bu bilgilere gore, Salvia cryptatntha’nin Cmm patojenine karst domates bitkisi iizerinde
yapilan uygulamalar sonucunda antibakteriyel etkinlik diizeyleri belirlenmistir. Negatif
kontroldeki hastalik siddetine gore, uygulama yapilan bitkilerde hastalik siddeti
bakimindan 6nemli diizeyde azalmalar oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.4°de goriildiigi
gibi, negatif kontrolde hastalik siddeti 3,3 olarak bulunmustur. Eksrakt uygulanan
bitkilerde hastalik siddeti 2,8 iken, ugucu yag uygulanan bitkilerde ise 2,0 olarak
belirlenmistir. Ayrica, negatif ve pozitif kontrole gore, ekstrakt ve ugucuyag uygulamasi
yapilan bitkilerin degerlendirilen parametre 6l¢iimleri dikkate alindiginda; bitki yas ve
kuru agirlig arasinda, kok yas ve kuru agirligi arasinda, bitkilerin kok boylarinda dikkate
deger sekilde farklarin oldugu goriilmiistiir. Bunun yaninda bitkilerdeki nekroz oranlari
negatif kontrol, ekstrakt ve ugucu yag uygulamalarinda sirasiyla %40,9, %6,4 ve %10,1
olarak bulunmustur. Goriildiigii gibi sadece hastalik inokulasyonunun yapildigi1 negatif
kontrole gore, ekstrakt ve ugucu yag uygulamasi yapilan bitkilerde biiylik oranda
Cmm’nin gelisimini engellemistir. Bitkilerin kdk kuru ve yas agirliklarina gore
degerlendirdigimiz zaman, istatistiki olarak 6nemli derece fark olmadig: goriilse de,
hastalik yayilmasi ve engellenmesi agasindan negatif kontrole gore, ekstrakt, ugucu yag
ve pozitif kontrol acasindan 6nemli derece farklarin oldugu gézlemlenmistir (Cizelge

4.4).

32



Cizelge 4.4. In vivo kosullarda domates bitkisi iizerinde S. cryptantha ekstrakt ve ugucu
yaginin Cmm patojenine kars1 antibakteriyel aktivitesi

Cmm PK NK Ekstrakt Ucucu yag
Hastahk siddeti 0b+0 3.3a+1.3 2.8a*1.7 2.0ab+1.5
Bitki Boyu (cm) 30.8a+3.4 26.1a+3.4 28.1a£5.9 28.5a+3.6

Nekroz boyu (cm) 0c+0 10.5a+0.9 1.7bc+0.8 2.8b+1.4
Nekroz orani (%) 0b+0 40.9a+8.2 6.4b+3. 10.1b+4.8
Bitki yas agirhk (g) 11.1a+1.5 9.3at1.3 11.2a+3.3 8.7a£2.0
Bitki kuru agirhk (g) 1.9a+0.3 1.1a+0.4 1.7a+0.5 1.5a+0.3
Kok yas agirhik (g) 13.3a+3.0 18.6a+3.3 17.0a+2.3 17.4a£3.7
Kok kuru agirhik (g) 5.2a+1.3 4.4a+2.2 5.7a%x1.2 5.8a£l1.5
Kok boyu (cm) 13.7a+1.7 14.7a+1.7 15.8a+2.0 15.0a+0.9

Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemsiz, farkli harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki

farklar dnemlidir p<0.05.Cmm=Clavibacte rmichiganensis subsp. michiganensis PK=Pozitif kontrol (%
10 aseton), NK= Negatif Kontrol (Sadece Cmm uygulanmas).

Yine benzer sekilde Cizelge 4.5’de goriildiigli gibi, domates bitkisi lizerine inokulasyonu
yapilan Pst’ye karsi ekstrakt, ugucu yag, negatif (Pst inokule edilmis) ve pozitif (%10
aseton uygulanmis) kontrol olmak iizere dort farkli uygulama yapilmistir. Bu
uygulamalar sonunda elde edilen sonuglara gore, inokulasyonu yapilan bitkilerde farkli
parametrelerin sayimlar1 ve Olgiimleri yapilarak ekstrakt ve ugucu yagin Pst patojeni
iizerinde etkinlik degerlendirmesi yapilmistir. Buna gore, bitkideki yaprak sayisindaki
sararma belirtisinin hastalik oranina gore degerlendirdigimiz zaman, biiyiik oranda Pst
patojenine kars1 uygulanan ekstrakt ve ugucu yagin etkin oldugu goriilmiistiir. Buna gore,
negatif kontrolde 36,2 adet sararan yaprak var iken, bu say1 ekstrakt ve ucucu yagda
sirastyla 28 ve 22,7 olarak sayilmistir. Hastalik oraninda ekstrakt ve ucucu yag ile
yaklasik benzer sonuglar elde edilmistir. Ekstrakt, ucucu yag ve negatif kontroldeki
hastalik oranlar1 sirasiyla % 33.2, %28,9 ve %45,7 olarak bulunmustur. Yapilan farkli
uygulamalarda bitki boylarinda fark goriilmemistir. Bitki yas agirlig1 negatif kontrolde
14.2 gr iken, pozitif kontrolde, 11.1 gr, ekstrakt ve ugucu yagda sirasiyla 12 ve 10.8 gr
olarak Ol¢iilmiigtiir. Kuru agirhiginda ise, ayni sekilde sirasiyla, 2.0, 1.9, 1.5 ve 1.8 gr
olarak dl¢iilmiistiir. Diger kok boyu, kok yas ve kuru agirlik parametrelerinde ise degisen

oranlarda farkliliklarin oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.5. Domates bitkisinde lizerinde S. cryptantha ekstrakt ve ugucu yaginin Pst’ye

olan antibakteriyel aktivitesi

Pst PK NK Ekstrakt Ucgucu yag
Bitkideki Yaprak Sayisi (adet) 90.5a+19.5 | 77.5a+19.8 | 84.8a+8.6 | 80.2a+29.5
Sararma Olan Yaprak Sayisi (adet) 0a+0 36.2a+14.5 | 28.0a£5.5 | 22.7a+10.9
Hastahk Oram (%) 0b+0 45.7a+5.9 | 33.2a+7.1 | 28.9a+15.0
Bitki Boyu (cm) 30.8a+3.4 30.1£5.7 30.7a£3.3 29.6a+3.0
Bitki yas agirhik (g) 11.1a£1.5 14.2a+3.1 12.0a+0.7 10.8a+1.9
Bitki kuru agirhk (g) 1.9a+0.3 2.0a+0.4 1.5a+0.1 1.8a+0.5
Kok yas agirhk (g) 13.3a£3.0 17.1a£1.8 | 12.9a+1.6 13.7a£5.0
Kok kuru agirhik (g) 5.2a+1.3 4.0a+0.6 4.82+0.9 4.9a+0.5
Kok boyu (cm) 13.0a+1.7 14.7a+0.9 | 16.5a+3.1 13.7a£3.0

Aynt harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar nemsiz, farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki
farklar onemlidir p<0.05. Psi=Pseudomonas syringae pv. tomato, PK=Pozitif kontrol (%10 aseton
uygulanmis), NK= Negatif Kontrol (Sadece Pst uygulanmis).

Benzer bir g¢alismada, domates bitkileri iizerinde ciddi problemlere neden olan
Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst), Xanthomonas vesicatoria (Xv) ve Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) patojenlerine karst Allium sativum toprak
tistli aksami1 ve Ficus carica meyvelerinden elde edilen ekstraktlarin in vivo kosullarda
(sera kosullarinda) 10 adet domates bitkisi lizerinde 3 tekrarlamali olarak uygulamalari
yapilmustir. Bakterilerin 10° cfu ml™! siispanyion yogunlugunda, 4. sativum 10 g/l, F.
caria 300 g/l seklinde dozlar1 domates bitkisi lizerine uygulanmistir. Elde edilen
sonuclara gore, 4. sativum ekstraktinda, Pst, Cmm ve Xv i¢in hastalik indikas1 bitki bagina
sirastyla 16, 20 ve 22 olarak bulunmustur. Pst i¢in negatif kontrolle karsilastirildiginda
%58 oraninda hastaligin azami gelisimini engellemistir. Ayrica hastalik siddeti
bakimindan negatif kontrolle karsilattirildigi zaman Pst, Cmm ve Xv sirastyla %68, %56
ve %065 oranlarinda azalmalar goriilmistiir. F. caria’nin meyve ekstraktlariyla A.
sativum’un ekstraktin1 karsilastirdigimiz zaman, F. caria’nin meyve ekstraktindan
bakteri tiirlerinin daha az etkilendigini belirtmislerdir. Bakir uygulamasi yapilan pozitif
kontrol %100 etkili oldugu diisiiniildiigiinde, 4. sativum ekstraktinin Pst, Xv ve Cmm
tarafindan asilanan domates bitkilerinde %65, %52 ve %56 oranlarinda iken, F. carica
ekstrakt:1 icin hastalik kontrolii sirastyla Pst, Xv ve Cmm tarafindan asilanan domates
bitkilerinde %32, %38 ve %38 olarak belirlemislerdir (Balestra t al., 2009). In vivo
kosullarda, yapilan farkli bir ¢alismada, Punica granatum ekstraktinda bulunan dogal

maddelerin antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesinde, 10° CFU ml! konsantrasyonunda
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Pst slispansiyonu ile asilanmis domates bitkileri lizerinde denemelerini kurmuslardir.
Buna gore, ekstraktin %0.5, %1 ve %5 konsatrasyonundaki dozlarinin etkinlikleri
belirlenmistir. Hastalik inokulasyonundan 15 giin sonra, kullanilan %0.5’lik dozda
kontrol bitkisine gore, bitki bagina 31 adet hastalikli yaprak belirlenmis ve %18 hastalig1
engelledigi, %1°lik dozda bitki basina 26 hastalikli yaprak sayisi belirlenmis ve %31
oraninda hastalig1 engelledigi ve %5°lik dozda ise, bitki basina 16 adet hastalikli yaprak
belirlendigi ve %58 oraninda hastaligi engelledigini belirlemislerdir. Ayrica, domates
bitkilerinin higbirinde negatif (fitotoksik) etki kaydedilmedigini vurgulamislardir
(Quattrucci ve ark., 2013).

Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda ve bizim yaptigimiz ¢alismada elde edilen sonuglara
gore, bitkilerin biinyelerinde bulunan dogal maddelerin antimikrobiyal etkilerinin in vivo
kosullarda yapilan ¢aligmalarda da etkin sonuglarin elde edildigi goriilmektedir. Fakat
yapilan literatiir ¢aligmalar ile ugucu yaglarin antibakteriyel etkinligine yonelik in vivo
kosullarda yapilmis arastirmalara rastlanmamistir. Daha c¢ok bitkilerden elde edilen

ekstrakt denemelerine yogunluk verildigi goriilmiustiir.

4.2.2. Invivo antifungal aktivite calismalar:

In vivo kosullar altinda antifungal aktivite ¢alismalarinda ekstrakt ve ugucu yaglarin test
edilen patojenlere karsi koruyucu ve tedavi edici etkileri aragtirilmistir. Bu arastirma
sonucunda hiyar ve kavun meyvesi lizerinde yiiriitilen in vivo ¢aligmalar boyunca,
koruyucu etki denemesinde patojenin meyve lizerine inokulasyonundan dnce ekstrakt
veya ucucu yag uygulanmistir. Tedavi edici etkide ise, patojenin meyve {lizerine
inokulasyonundan sonra ekstrakt ve ugucu yag uygulanmistir. Her iki uygulama sonunda
elde edilen sonuglarda, ugucu yagin koruma etkisinin ekstrakt uygulamasindaki koruyucu
etkiye gore her iki patojen i¢in daha yiiksek oldugu ve patojenlerin meyve iizerinde lezyon
gelisimini tamamen durdurdugu uygulamalar goériilmiistiir. Benzer sekilde ekstraktin
koruyucu etkisi kontrole gore 6nemli 6l¢iide her iki patojen i¢in etki gostermistir. Ugucu
yag ve ekstraktin tedavi edici etkisinde ise benzer sekilde ugucu yag etkisinin ekstraktta

gore daha fazla oldugu goriilmiistiir.
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In vivo kosullar altinda ugucu yag ve ekstrakt denemelerinin koruyucu ve

tedavi edici etkileri. Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemsiz, farklt
harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemlidir. Her hastalik etmeni kendi arasinda
analiz yapilmistir p<0.05.SS=Sclerotinia sclerotiorum, FOM=Fusarium oxysporum
f- sp. melonis, EKE=Ekstrakt koruyucu etki, ETE=Ekstrakt tedavi edici etki, UKE=Ugucu
yag koruyucu etki, UTE=Ucucu yag tedavi edici etki, C-=Negatif Kontrol, C+=Pozitif
Kontrol.

Her iki uygulama iginde, sekil 4.9°da goriildiigii gibi, SS ve FOM’a kars1 ekstrakt ve

ucucu yagin koruyucu etkisinin daha fazla oldugu, tedavi edici etkisinin ise daha az

oldugu belirlenmistir. Buna gére UKE’de SS ve FOM’un gelisimini kontrole gore

tamamen durdurmustur. UTE’de ise SS’de 7,75 mm iken, FOM’da 6,20 mm lezyon

gelisimi gozlenmistir. Ayn1 sekilde ekstrakt uygulamasinda EKE’de SS patojeninde

26,73 mm,

FOM i¢in 14,29 mm lezyon gelisimi oldugu ve ETE’de ise SS ‘ye kars1 34,85

mm ve FOM’da 14,99 mm lezyon gelismeleri gozlenmistir.

Cizelge 4.6. In vivo kosullar hryar ve kavun meyvesi iizerinde test edilen bitki patojeni

funguslara kars1 Salvia cryptantha ugucu yag ve ekstraktinin yiizde
engelleme oranlar1 (%)

Bitki patojeni funguslar
Uygulamalar

SS FOM

Y% %
EKE (mg/ml) 44 69
ETE (mg/ml) 27 68
UKE (ul) 100 100
UTE (nl) 84 87
C- 0 0
C+ 100 100

SS=Sclerotinia sclerotiorum, FOM=Fusarium oxysporum f. sp. melonis, EKE=FEkstrakt koruyucu etki,
ETE=Ekstrakt tedavi edici etki, UKE=Ugucu yag Koruyucu etki, UTE=Ugucu yag tedavi edici etki, C-
=Negatif Kontrol, C+=Pozitif Kontrol.
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In vivo kosullar altinda ucucu yag ve ekstraktin koruyucu ve tedavi edici etkisinin
belirlenmesi amaciyla hiyar ve kavun meyvesi iizerinde yiiriitiilen ¢aligmada % engelleme
oranlar ¢izelge 4.6 verilmistir. Buna gére SS ve FOM’a kars1 yapilan ugucu yagin
koruyucu etki uygulamalarinda %100 oraninda (pozitif kontrolle ayni oranda)
engellemeler olmustur. Yine benzer sekilde ugucu yag tedavi edici uygulamasinda ise
SS’ye kars1 %84 ve FOM’a karsi ise %87 engelleme orani belirlenmistir. Benzer sekilde
ekstraktin koruyucu etkisinde SS’ye karst %44 iken, FOM’da ise %69 oraninda
engelleme olmustur. Ekstraktin tedavi edici etkisinin arastirildigi uygulamada ise, SS ve

FOM’da sirasiyla %27 ve %68 oraninda lezyon engellemesi gerceklesmistir.

Sekil 4.10. Kavun meyvesi tizerinde yapilan uygulamalar. (Fotograflar uygulamadan 10 giin
sonra ¢ekilmistir) EKE=Ekstrakt koruyucu etki, ETE=Ekstrakt tedavi edici etki,
UKE=Ugucu yag Koruyucu etki, UTE=Ucucu yag tedavi edici etki, C-=FOM uygulanmamis
kavun meyvesi

Sekil 4.11. Hiyar meyvesi iizerinde Sclerotinia sclerotiorum’a karsi yapilan uygulamalar.

(Fotograflar uygulamadan 10 giin sonra gekilmistir). EKE=Ekstrakt koruyucu etki,
ETE=Ekstrakt tedavi edici etki, UKE=Ucucu yag Koruyucu etki, UTE=Ugucu yag tedavi
edici etki, C-=SS uygulanmamis hiyar meyvesi

Yapilan benzer ¢alismalarda ise, Salvia officinalis, S. tomentosa ve S. cryptantha

tiirlerinden elde edilen ekstrakt ve ucucu yaglarin in vivo sartlarda (meyve lizerinde)
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Botrytis cinerea, Penicillium italicum, Aspergillus niger ve Monlia laxa'ya karsi
etkinlikleri belirlenmistir. Biitliin ekstrakt ve ugucu yaglar meyve lizerinde hastalik
gelisimini azalttigi vurgulanmistir. Salvia cryptantha metanol ekstraktt B. cinerea’da
%43.59, P. italicum’da % 95.42, A. niger’de %75.64 ve M. laxa'da %10,90 oranlarinda
konukcusu olduklart meyveler iizerinde gelismelerini engellemislerdir. Ayrica S.
cryptantha’nin ugucu yaginin ise B. cinerea’da %46.54, P. italicum’da %65.69, A.
niger’de %16.32 ve M. laxa %19.19 olarak belirlenmistir (Yilar 2014). Farkli bir
arastirmada ise, Salvia officinalis’in ugucu yag1 ve camphor bilesiginin in vivo kosullar
altinda domates bitkisi iizerinde Botrytis cinerea’ya kars etkinligi arastirilmistir. Ugucu
yagin sulu formulasyonlar1 hazirlandigi ve daha sonra bunlarm 5 ve 10 g/L
konsantrasyonlari in vivo kosullarda patojenin miselyum gelisimini engellemistir. Ayrica
sentetik fungisitlerden biri olan Dichlofluanid’in ugucun yag uygulanmas: ile benzer
sonuclarin elde edildigini vurgulamiglardir (Moretti ve ark., 1998). Calismamizda ve daha
once yapilan ¢aligmalarin bulgularina gore Salvia cryptantha veya farkli Salvia tiirlerinin
in vivo kosullarda yliriitiilen ¢alismalarinda, in vitro denemelerde elde edilen sonuglara
benzer veriler elde edilmistir. Fakat, Bazi1 ¢alismalarda da in vitro da etki gézlenirken, in
vivo da etki goriilmemistir. Yapilan bir calismada, In vitro ve in vivo kosullarda S.
sclerotiorum patojenine kars1 S. officinalis bitkisinden elde edilen ugucu yaglarin in vitro
kosullarda patojenin gelisimini engellerken, in vivo kosullarda etkininin olmadigini
vurgulamiglardir (Pansera ve ark., 2013). Yaptigimiz ¢alismadaki gozlemlerimiz ve
uygulamalardaki deneyimlerimize dayanarak, in vitro ve in vivo denemelerin bazi
arastirmalardaki sonuglarinin farkli olmasinin test edilen patojene, kullanilan ugucu yag

ve ekstraktta, doza ve konukcu bitkiye gore farklilik gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

4.3. Salvia cryptantha L. tiiriiniin ucucu yag kompozisyonu

Kirsehir I1’inden toplanan Salvia cryptantha bitkisinden elde edilen ugucu yagin GC-MS
analizi sonucunda 29 adet bilesen tanimlanmistir. Bu bilesenler i¢inde en yiiksek oranda
bulunan Eucalyptol (%20.61) ve camphor (%19.83) oldugu belirlenmisidir. Bunun
yaninda a-pinene (% 8.79), Camphene (%7,82 ), Borneol (% 7.32), Viridiflorol (%7.84)

ve B-pinene (%5.72) yiiksek oranda bulunan ana bilesenler olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.7. Salvia cryptantha bitkisinden elde edilen ugucu yagin GC/MS’de
belirlenen bilesenleri

No | RT (Gelis | Bilesikler RI (indeks) (%)
zamani)
1 8.455 a-thujene 927 1,19
2 8.755 o-pinene 933 8,79
3 9.330 Camphene 953 7,82
4 10.205 Sabinene 972 1,86
5 10.340 B-pinene 978 5,72
6 10.615 Vinyl amyl carbinol 978 0,35
7 10.735 Amyl ethyl ketone 986 0,17
8 10.905 Myrcene 991 2,73
9 11.890 a-terpinene 1018 0,59
10 12.510 Eucalyptol 1032 20,61
11 13.105 (e)-beta-ocimene 1046 0,40
12 13.515 y-Terpinene 1058 1,12
13 14.545 Terpinolene 1086 0,57
14 15.520 1-Octen-3-yl acetate 1109 0,14
15 16.955 Camphor 1149 19,83
16 17.425 cis-pinocamphone 1176 0,97
17 17.900 Borneol 1165 7,32
18 18.240 terpinen-4-ol 1180 2,09
19 25.315 a-copaene 1375 1,01
20 25.575 B-bourbonene 1382 0,84
21 26.785 B-chamigrene 1479 1,32
22 27.135 y-cadinene 1512 0,83
23 27.970 a-humulene 1454 0,53
24 29.065 B-selinene 1487 0,59
25 30.035 d-cadinene 1518 1,81
26 30.580 Cyclosativene 1367 0,30
27 31.295 Germacrene B 1557 1,94
28 31.830 Spathulenol 1576 0,73
29 32.385 Viridiflorol 1594 7,84
Toplam 100

Salvia cryptantha ugucu yaginda antifungal ve antibakteriyel 6zellik gosteren bilesenlerin
oldugu daha 6nceki ¢calismalarda belirtilmistir. Bu bilesenlerin daha ¢ok Salvia tiirlerinin
biinyelerinde bulunan ana bilesenlerden olustugu bir¢cok arastirmada deginilmistir.
Antifungal ve antibakteriyel ozellie sahip Eucalyptol (1,8-cineole) ve camphor

bilesikleri Salvia tiirlerinde bulunan ana bilesenlerdendir (Tzakou et al., 2001; Tepe ve
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ark., 2004). Ayrica a-pinene ve borneol bilesenlerinin daha zay1f aktivitelere sahip oldugu
bildirilmistir (Dorman ve Deans, 2000).

Daha 6nce yapilmis ¢alismalarda, Tokat II’inden toplanan Salvia cryptantha’nin ugucu
yagindan GC-MS analizinde 33 adet bilesen tespit edilmistir. Bu belirlenen ana
bilesenleri arasinda, camphor (%29,87), Eucalyptol (%27,64), a-pinene (%11,91) ve
Camphene (%6,32) olarak bulunmustur (Yilar, 2014). Farkl1 bir ¢alismada, Orta Anadolu
bolgesinde yayilis gosteren Salvia cryptantha’nin da iginde oldugu dort farkli bitkiden
elde edilen ugucu yaglarin icerikleri (GC ve GC-MS ile) belirlenmistir. Buna gore S.
cryptantha bitkisinde 54 adet bilesen tanimlanmis olup, bunlarda ana bilesenlerin
camphor (%18,1), 1,8-cineole [eucalyptol] (% 17,8) ve bornyl acetate (%11,4) temel
bilesen olarak belirlemislerdir (Akgiil ve ark., 1999). S. cryptantha tiriinde yapilan GC-
MS sonucunda %21.4 oraninda Viridiflorol bileseninin oldugu, %16.7 oraninda 1,8-
cineole rastlandig1 belirtmislerdir (Kizilkegili ve ark., 2007). Yapilan bir diger calismada
ise, Salvia cryptantha’nin gigek ve toprak lstii aksamindan elde edilen ugucu yaglarin
GC-MS analizlerinde sirasiyla 10 ve 13 bilesen belirlemislerdir. Bu belirlenen
bilesenlerde yine sirasiyla (toprak istii ile ¢igek) 1,8-cineole (%30,38 ile %36,28),
valencene (%24,34 ile % 26,53) ve camphor (% 12,29 ile % 14,72) temel bilesenler olarak
belirlemislerdir (Bingdl ve ark., 2009). S. cryptantha bitkisinden elde ettikleri ugucu
yagda, camphor (% 19,1), 1,8-cineole (% 16,4), borneol (% 11,9), viridiflorol (% 11,5)
ve bornyl acetate (% 2,4) maddelerinin ana bilesen olarak bulundugunu vurgulamislardir
(Akin ve ark., 2010). Farkli bir arastirmada yine Salvia cryptantha’nin toprak isti
aksamindan elde edilen ucucu yagin GC-MS analizi yapilmistir. Yapilan bu analiz
sonucunda 9 adet bilesen tanimlanmis ve temel bilesenlerin Valencene (%31,80),
eucalyptol (% 23,61) ve B-pinene (% 15,63) oldugunu belirtmislerdir (Ipek ve ark., 2012).
Salvia tiirleri iginde yer alan Tiirkiye’de endemik olarak yetisen Salvia pisidica bitkisinin
toprak iistii aksamindan elde edilen ugucu yaglarin GC-MS analizleri sonucunda 31 farkl
bilesige sahip oldugu ve bu bilesenlerden camphor (% 23,76), sabinol (% 19,2), a-thujone
(% 14,2) ve eucalyptol (% 5,8)’iin temel bilesen olduguna yer verilmistir (Ozkan ve ark.,
2010). Tirkiye’de yetisen Salvia aucheri, Salvia aramiensis, Salvia fruticosa, Salvia
tomentosa ve Salvia verticillata bes farkl1 Salvia tiirleridir. Bu tiirlerden elde edilen ugucu

yaglarin analizleri yapilmstir. S. aucheri, S. aramiensis ve S. fruticosa bitkilerinin ana
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bilesenlerinin 1,8-cineol oldugu ve sirastyla % 39,2, % 55,6, % 52,8 oranlarinda bitki
biinyesinde bulundugunu vurgulamislardir. S. fomentosa bitkisisnin ana bilesenleri -
pinene (%25,1), kafur (%14,9) ve borneol (%13,2) olarak ve Salvia verticillata’nin ana
bileseni ise B-pinene (% 21,4) ve 1,8-cineol (%16,1) olarak belirlenmistir (Askun ve ark.,
2010).

Calisgmamizda ve bu giine kadar yapilmis diger calismalarda, S. cryptantha ve diger
Salvia tiirlerinden elde edilen ucucu yaglarin GC ve GC-MS analizlerinden elde edilen
sonuglarinda belirlenen temel ve ana bilesenlerin daha ¢ok hepsinde eucalyptol (1,8-
cineol), B-pinene, camphor, a-pinene, borneol, viridiflorol bilesenlerinden olustugu,

bizim ¢alismamizda ve yapilan diger ¢alismalarda belirtilmistir.
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5. SONUC

Bu calismada, Salvia cryptantha bitkisinden elde edilen ugucu yag ve metanol
ekstraktinin in vitro ve in vivo kosullar altinda Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) ve Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) bitki patojeni
bakterilere Sclerotinia sclerotiorum (SS) ve Fusarium oxysporum f. sp. melonis (FOM)

bitki patojeni funguslara kars1 antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri belirlenmisidir.

Elde edilen sonuglara gore, S. cryptantha’nin ugucu yagi test edilen biitiin patojen
gruplarina (bakteri ve fungus) in vitro ve in vivo kosullarda yiiksek diizeyde etki
gostermistir. Benzer sekilde elde edilen metanol ekstrakti da patojenlere karsi degisen
oranlarda etki gostermistir. /n vifro denemelerde elde edilen sonuglar in vivo denemelerde
elde edilen sonuclarla benzerlik gostermektedir. Test edilen patojenlerine karst S.
cryptantha’nin ekstrakt ve ugucu yaginin kullanilan doz miktarlar1 artik¢a homojen
sekilde antifungal ve antibakteriyel etkide artis gostermistir. Bu artisin, bitkilerin
blinyelerinde barindirdigi antifungal ve antibakteriyel 6zellikteki maddelerin doz
artimma bagl olarak artacagindan kaynaklandigi diistinilmektedir. /n vivo kosullarda
domates bitkisi (Cmm ve Pst i¢in), hiyar (SS i¢in) ve kavun (FOM i¢in) meyvesi iizerinde
yiiriitiilen deneme sonuglarinda elde edilen sonuglar negatif kontrolle karsilastirildiginda
bakteri ve fungus hastaliklarina kars1 ugucu yag ekstraktinin daha etkili bulundugu ve

timit var sonuglar elde edildigi goriilmektir.

Genel olarak hastalik etmenlerine karsit hem in vitro hem de in vivo ¢alismalarda ekstrakt
ve ugucu yag uygulamalar1 sonucunda, bakterilerden en hassas patojenin Cmm oldugu ve
funguslardan ise en hassas patojenin SS oldugu belirlenmistir. Diger Pst ve FOM

patojenlerine kars1 da etkin sonuglar bulunmustur.

Biitiin bu sonuglara gore, S. cryptantha bitkisinin i¢regindeki belirlenen ana bilesenlerin
antifungal ve antibakteriyel 6zellik gdsterdigi ve yiiksek ve orta diizeyde bitki patojeni
fungus ve bakterilere kars1 etki gosterdigi bu ¢caligsmayala bir kez daha belirlenmistir. Test
edilen patojenlere kars1 timit var sonuclar elde edilmistir. Buna gore test edilen patojen

gruplarina veya bitki ekstrakt ve ugucu yagi i¢in;
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Yapilan ¢alismalar sonucunda, yeni alternatif maddelerin gelistirmesine olanak
saglamas1 acisindan, etkili bulunan antifungal ve antibakteriyal oOzellikteki
maddelerin aci8a ¢ikarilmasi

Yeni gelistirilecek alternatif miicadele yontemleri i¢in yol gosterici olmasi,

Tarla ve sera denemelerinin yapilarak test patojenlerine karst etkinlik
calismalarinin yiiriitiilmesi,

Cevreyle ve insanlarla dost kalinti sorunu olmayan maddelerin iiretilmesi ve

kullanilmasina olanak saglamasi agisindan 6nemli oldugu kanaatine varilmistir.
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