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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis is a Gram-positive, seed
borne, and quarantine bacterium which causes bacterial wilt and cancer disease
in tomato. This study was conducted to determine in vitro antibacterial activity
of commercial plant essential oils of eucalyptus (Eucalyptus citriodora), St.
John’s wort (Hypericum perforatum), clove (Dianthus caryophyllus), anise seed
(Pimpinella anisum) and mustard (Brassica nigra) on C. michiganensis subsp.
michiganensis. In this study, morphological and molecular diagnostic assays
were performed on suspicious samples collected from Mersin province and as
a result six of them were identified as C. michiganensis subsp. michiganensis.
The most effective essential oil on C. michiganensis subsp. michiganensis was
determined by disc-diffusion method under in vitro conditions and the inhibition
zone diameters were measured. Since eucalyptus essential oil was determined
as the most efficient essential oil, the most effective concentration was also
determined by applying different amount of essential oils on the antibiogram
discs and measuring inhibition zones. The most effective dose was found to be
25 pl which caused 23 mm inhibition zone. This concentration was also applied
on tomato plants in different combinations. Based on these results, it can be
concluded that eucalyptus essential oils can be used for management of control
strategies on C. michiganensis subsp. michiganensis.

GIRIS

Domates (Solanum  lycopersicum L.),

patlicangiller tonu iilkemizde iiretilmektedir (FAO 2016). Ulkemiz,

(Solanaceae) familyasindan biinyesinde A, C, Bl ve B6
vitaminleri, kalsiyum, potasyum barindirmasibakimindan
diinyada ve tilkemizde oldukga fazla tiiketilen, tiretilen ve
gida sanayisinde de 6nemli yer tutan besin maddelerinden
birisidir (Akat 2008). Diinyada ve iilkemizde yas sebze
urunlerinin en Onemlilerinden biri olan domatesin,
diinyada 177.042.359 ton iretim miktarinin 12.600.000

39

iretilen domates miktar: ile diinyada Cin, Hindistan,
ABD’den sonra dordiincii sirada yer almaktadir (FAO
2016).

Domates yetistiriciligi sirasinda hastalik ve zararlilar
ciddi sorunlar olusturmaktadir. Gerek ortii alt1 gerekse

acik kosullarda yetistirilen domateslerde kalite ve tiriin
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kaybinda biyotik ve abiyotik faktorlerin 6nemli ol¢tide
etkisi bulunmaktadir. Etkisi agisindan en 6nemli biyotik
etmenler bakteriler, funguslar, viriisler ile nematodlar,
kemirgenler, siimiiklii bocekler gibi zararlilardir
(Aktas 2015). Domateste bakteriyel kanser ve solgunluk
[Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Smith)
Davis et al.] hastaligi, bakteriyel hastaliklar i¢inde 6nemli
ekonomik kayba ve bitkide 6nemli tahribata neden olan
hastaliklar iginde 6nemli bir sirada yer almakta olup
karantinaya tabi bir patojendir (Cetinkaya Yildiz 2007).

ilk
ABD'nin, Michigan eyaletinde, 1909 yilinda saptanmig

C. michiganensis subsp. michiganensis olarak
ve domates yetistiriciliginin yapildigi hemen hemen her
bolgede gorillmiistiir (Gleason et al. 1993). Ulkemizde
ise Tokgoniil (1998)in ¢aligmasina gore ilk olarak Ig
Anadolu Bélgesinde (Bremer ve Ozkan 1950) saptandiktan
sonra yetistiricilik yapilan bir¢ok bolgede goriilmiistiir.
Solanaceae familyasindan olan biber (Capsicum annum
L) ve patlicanda (Solanum melongena L.) da hastalik
olusturabilmesine ragmen, en ¢ok kalite ve verim kaybina
sebep oldugu kultiir bitkisi domatestir (Forster and
Echandi 1973, Gleason et al. 1993). C. michiganensis subsp.
michiganensisin domateste baglica hastalik belirtileri;
yaniklik, bitkide tek tarafli solgunluk, iletim demetlerinde
kahverengilesme ve hastaligin ilerleyen donemlerinde
govde de ¢atlama, meyvede ise “Kusgozii” seklindeki
lekelerdir. C. michiganensis subsp. michiganensis sistemik
yayilan bir hastalik etmeni oldugu i¢in genel olarak bulasik
tohumlarla taginmaktadir. Sonraki yil tretim yapilan
alanlara bulagik topraklar ve hastalikli bitki artiklar: ile
taginarak onemli derecede iiriin kaybina neden olmaktadir
(Belgiizar et al. 2016a).

Hastalikla miicadelede; hastaliktan ari tohum ve fide
kullanimi basta olmak iizere kiiltiirel miicadele yontemi,
u¢ alma, koltuk kirma, yaralanmalar ve dolu zararindan
dolay1 olusan agikliklardan bulagmay1 6nlemek i¢in bakirlt
preparatlar onerilmesi gibi kimyasal miicadele yontemi,
tohumlarda her hangi bir hasara yol agmadan hastalik
etmenini yok etmek i¢in dayanikliligin tesvik edilmesi,
bitkisel ekstrakt ve ugucu yaglar, sicak hava uygulamasi
gibi alternatif miicadele yontemleri ve en 6nemli miicadele
yontemi olarak kullanilan ekolojik miicadele yontemi gibi
yontemler giiniimiizde kullanilmaktadir (Soylu et al. 2003,
Tireng Karut 2011).

Giiniimiizde hastalik ve zararli kontroliinde uygulanan
kimyasal miicadele yontemlerine alternatif olarak ekolojik
miicadele yontemleri 6nerilmektedir (Kaya et al. 2018).
Antibakteriyel 6zellikte olan bitkisel ugucu yaglarin
hastaliklara karsi kullanilmasi bu yéntemlerden bir
tanesidir (Soylu et al. 2010, Yilmaz et al. 2014). Dogada
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kolay bir sekilde pargalanan ve bitkilerde kalicilig1 olmayan
ucucu yaglarin antimikrobiyal etkileri aragtirmacilar
tarafindan rapor edilmistir (Al-Reza et al. 2010, Mondal
and Khalequzzaman 2009). Bitki hastalik ve zararlilari ile
miicadelede bitkilerden elde edilen ekstraktlarin ve ugucu
yaglarin kullanilmasiyla ilgili ¢aligmalar bulunmaktadir
(Altundag ve Aslim 2005, Belgiizar et al. 2016b, Daferera
et al. 2003, Gormez et al. 2014, Iacobellis et al. 2005, Kizil
and Uyar 2006, Kotan et al. 2010, Mengulluoglu ve Soylu
2012, Sertkaya et al. 2010, Soylu et al. 2009, Soylu et al.
2012, Sahin et al. 2003, Sahin et al. 2004, Yanar et al. 2016,
Yilmaz et al. 2014). Yapilan bir¢ok ¢alismada Origanum
vulgare L., O. majorana L., O. syriacum L., O. dictamnus L.,
O. onites L., O. syriacum L. var. bevanii (Holmes) letswaart,
Thymus vulgaris L., T. capitatus Hoft. et Link., Lavandula
angustifolia Mill., L. stoechas subsp. stoechas, Rosmarinus
officinalis L., Salvia fruticosa Mill., Mentha pulegium L.,
Thymbra spicata L. subsp. spicata, Lippia citriodora Kunth.,
Anethum graveolens L., Cuminum cyminum L. gibi ugucu
yaglarin C. michiganensis subsp. michiganensis tizerinde
laboratuvar kosullarinda yapilan denemelerde etkili
oldugu saptanmistir ve hastalik etmeni ile miicadelede
kimyasal micadeleye alternatif bir miicadele yontemi

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Bu bilgiler dogrultusunda yapilan bu ¢aligmada ticari
olarak satilan okaliptus (Eucalyptus citriodora Hook.), sar1
kantaron (Hypericum perforatum L.), karanfil (Dianthus
caryophyllus L.), anason (Pimpinella anisum L.) ve
hardal [Brassica nigra L. (Koch)] bitki ugucu yaglarinin
Domateste bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig: tizerine
antibakteriyel etkinligi in vitro ve in vivo kosullarda

arastirilmistir.

MATERYAL VE METOT
Hastalikli bitki orneklerinin toplanmas:

Mersin ilinin Erdemli (Kocahasanli, Pustilli, Kizilen
koyleri) ve Silifke (Delikkaya, Ovacik koyleri) ilgelerinde
2017 yilinin Kasim ve 2018 yilinin Mart aylarinda yapilan
arazi ¢aligmalar1 sonucunda domates yetistiriciligi yapilan
4 adet tarladan ve 5 adet seradan hastalik simptomlarini
gosteren bitki ornekleri toplanmistir. Toplanan 6rnekler
1slak kagit havluya sarilarak seffaf polietilen torba igerisine
yerlestirilmistir. Etiketlemesi yapilan bitki Ornekleri,

sogutucu termos ile laboratuvar ortamina getirilmistir.
Bakteri kiiltiiriiniin gelistirilmesi ve tanis:

Laboratuvara getirilen Ornekler yiizey sterilizasyonu
yapildiktan sonra porselen havanda ezilerek soliisyon
haline getirildikten sonra King B (KB) ve Nutrient Agar
(NA) besiyerlerine ekim yapilmigtir. Ekim yapilan petriler
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48 saat sonra incelenerek her iki besiyeri tizerinde de
olusan agik sar1 renkli morfolojiye sahip olan koloniler
secilerek saflagtirilmigtir. Segilen bakterilerin morfolojik
olarak tanilanmasindan sonra patojenisite testi yapilmis
ve ardindan molekiiler testlerle tanisi yapildiktan sonra
gliserol igerinde muhafaza edilmigtir. Gliserol iginde
saklanan izolatlarin gelistirilmesi i¢cin Nutrient Agar (8.0
g Nutrient Broth (Difco), 2.0 g K,HPO,, 0.5 g KH,PO,, 2.5
g Glikoz, 1000 ml distile su) besiyeri kullanilmistir. Taze
olarak hazirlanan ve petrilere dokiilen besiyerine ¢izgi
ekim yontemikullanilarak bakteriler ekilmistir. 25 °C’de ki
inkiibatorde 2-3 giin inkiibe edilmistir. Ayrica saflastirilan
“Quick-DNA™
Microprep Kit-ZymoResearch-D6007” ticari kit yardimi

sar1  kolonilerden Fungal/Bacterial
ile DNA izole edildikten sonra bakteriye 6zgli primer gifti
kullanilarak (CMM5: 5-GCGAATAAGCCCATATCAA-3’
ve CMM6: 5-CGTCAGGAGGTTCGCTAATA-3’; 614 bp)
PCR yapilmis ve kesin tani konulmugtur.

ticari etkisinin

Bazi ugucu  yaglarim  antibakteriyel

belirlenmesi

Bu c¢aligmada ticari olarak temin edilen okaliptus

(Eucalyptus  citriodora), sar1 Kkantaron (Hypericum
perforatum), karanfil (Dianthus caryophyllus), anason
(Pimpinella anisum) ve hardal (Brassica nigra) yaglari
kullanilmistir. Bu yaglardan okaliptus, sar1 kantaron,
karanfil yagi “Doganin Bahgesi” (Uskiidar/Istanbul)
firmasindan; anason ve hardal yagi ise “Ege Lokman”
(Bakir/Kirkagag/Manisa)

edilmistir. Bu ugucu yaglarin laboratuvar kosullarinda C.

firmalarindan temin
michiganensis subsp. michiganensis tizerine antibakteriyel
etkisi iki asamali olarak denenmistir. {lk olarak kontrol
bakteri izolatina ugucu yaglarin etkili olup olmadigina
ucucu yaglarin antibakteriyel etki ¢aligmalarinda ¢ok
kullanilan metotlardan biri olan disk difiizyon tarama
yontemi (Heatley 1944) ile bakilmistir. Bu metoda
gore; 107 hiicre/ml konsantrasyonda 100 ul bakteri
stispansiyonundan alinarak besiyeri yiizeyine baget ile
yayilmis, ekim yapilan petrilerin orta kismina yerlestirilen
5-6 mm’lik antibiyogram disklere (Whatman® Antibiotic
Assay Discs) 20 pl ugucu yag damlatilmigtir ve petriler
parafilmle kapatilarak inkiibatore yerlestirilmistir.
Inkiibasyondan 48 saat sonra petrilerde antibiyogram
disklerin etrafinda olugan engelleme zonu kumpas yardimi
ile mm olarak ol¢iilmigtiir. Caligmalar tig tekrarli olarak

yapilmuigtur.

fkinci asamada ise disk difiizyon tarama yontemi ile
etkinligi belirlenen ugucu yagin en etkin yag miktarinin
belirlenmesi i¢in; 5 pul, 10 pl, 15 pl, 20 ul, 25 ul, 30 pl, 35 pl
ve 40 pl ugucu yag disklere emdirilerek kullanilmistir. 24
saatlik taze C. michiganensis subsp. michiganensis bakteri
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kiiltiriinden 107 hiicre/ml konsantrasyonda soliisyon
hazirlanarak 100 ul stispansiyon alinip besiyeri tizerine
drigalski ile ekimi yapilmistir. Ekim yapilan petrilerin
ortasina yerlestirilen antibiyogram disklere belirtilen
miktarlarda ugucu yag emdirilmistir, negatif kontrol olarak
steril saf su kullanilmig ve 48 saat sonra olusan engelleme
zon ¢api Ol¢ilmiistir (Azaz et al. 2004). Calismalar ig
tekrarli olarak yapilmistir. Belirlenen en etkin ugucu yag

miktar1 domates fidelerine uygulanmigtur.

Okaliptus ugucu yaginin farkl kombinasyonlarinin domates
bitkisinde Clavibacter michiganensis subsp. michiganensise
etkisi

Petri denemeleri sonucunda antibakteriyel etki gosteren

okaliptus ugucu yag1 dort adet C. michiganensis
subsp. michiganensis izolati, pozitif ve negatif kontrol
Calismada H 2274 domates

cesidi kullanilmigtir. Domates tohumlar1 1/3 oraninda

tizerinde denenmistir.
perlitli torf olan saksilara ekilmis ve 16/8 fotoperiyotta
25 °C sicaklik ve %60-70 nispi neme ayarlanan iklim
kabinlerinde buyitilmistir. Domates fidelerinin 3-4
gergek yaprakli doneme ulagtiginda denemeye gecilmistir.
Caligmada ugucu yag ve bakteri stispansiyonunun iki
farkli kombinasyonu, sadece bakteri, sadece ugucu yag ve
negatif kontrol olarak steril saf su uygulamasi yapilmigtir.
Birinci uygulamada; fizyolojik su icerisinde 48 saatlik taze
kiiltiiriinden 107 hiicre/ml yogunlukta hazirlanan bakteri
stispansiyonu, herhangi bir yara agilmadan piskiirtme
yontemi ile bitkiye uygulanmis ve 48 saat polietilen
torbada bekletilmistir. 48 saat sonra domates bitkisine
petri ¢alismalari ile etkisi belirlenmis olan ugucu yagin
en etkili miktar1 (25 pl) %10’luk DMSO’da seyreltilerek
el ptlvarizatorii ile bitkiye puskiirtillerek uygulanmigtir.
fkinci kombinasyonda ise bitkiye ©nce ugucu yag
uygulanmis, {izerine bakteri soliisyonu uygulanmuigtir.
Inokule edilen bitkiler 25 °C’de yaklasik %60-70 nispi
nem iceren iklim odasi kogullarinda tutulmustur. Bitkiler
ginlik olarak kontrol edilerek skala degerlerine gore
degerlendirme yapilmistir (0: Bitkide hi¢ simptom yok, 1:
Bitkide tek tarafli solgunluk var, 2: Bitkinin yapraklarinda
nekrozlar ve kismi kahverengilesme var, 3: Bitkinin
yapraklarinda nekroz, govdede kahverengilesme ve siddetli

solgunluk var). Caligma ti¢ tekrarli olarak yapilmigtur.
Veri analizi

In vitro kosullarda yiiriitiilen petri denemeleri 3 tekrarlt
farklar
Duncan ¢oklu kargilagtirma testi (P<0.05) kullanilarak
In

denemelerinde, inokule edilen domates bitkileri iki hafta

olarak yapilmis olup denemeler arasindaki

belirlenmistir. vivo kosullarda yiritilen bitki

stireile giinliik olarak kontrol edilerek hastalik simptomlari
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gozlemlenmigtir ve 0-3 skala degerlerine gore hastalik
siddeti (%) hesaplanmistir. Veriler SPSS paket programi
(versiyon 16.0) kullanilarak tek yonlit ANOVA ile varyans
analizine tabi tutularak uygulamalar arasindaki farklar
Duncan ¢oklu kargilagtirma testi (P<0.05) kullanilarak

belirlenmistir.

Her bir karakter icin bitkide olusan hastalik siddeti

Townsend and Heuberger (1943) formiiliine gore

hesaplanmistir:

Hastalik siddeti = [X(n.v) / 3 N] x 100
n: Her skala degerindeki bitki sayis:
v: Skala degeri

N: Sayilan bitkilerin toplami

3: En biiyiik skala degeri
SONUCLAR VE TARTISMA
Arazi calismalar

Arazi ¢aligmalarinda yapilan gozlemler sonucunda,
domates bitkisinin yan dallarinda tek tarafli solgunluk
(Sekil 1a), bitki yapraklarinin solarak i¢e kivrilmas: (Sekil
1b), iletim demetlerinde kahverengilesme (Sekil 1c), bitkide
kismi solgunluk ve govdede kahverengilesme (Sekil 1d) en

yaygin olarak gozlenen simptomlardir.

Sekil 1. Domates bitkisinde Clavibacter michiganensis

subsp. michiganensis’in olusturdugu; tek tarafli solgunluk
(a), yapraklardasolarakicekivrilma (b),iletim demetlerinde

kahverengilesme (c), bitki govdesinde kahverengilesme (d)
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis kiiltiirii

Toplanan hastalikli bitki 6rneklerinden bakteriye 6zgii
oldugubilinen sar1koloniler elde edilmis ve saflagtirilmigtir
(Sekil 2). Ayrica bu bakteriye 6zgii primer iftinin
kullanilmas: ile beklenen seviyede 614 bp biiyiikligiinde
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bant elde edilerek saflastirilan bakterilerin 6 tanesinin

C. michiganensis subsp. michiganensis oldugu molekiiler
olarak da tespit edilmistir (Sekil 3).

Sekil 2. Simptomatik domates bitkilerinden izole edilip
saflagtirilan sar1 bakteri kolonileri; King B besiyerinde (a),

Nutrient Agar besiyerinde (b)

M Pozitif kontrol Arazi 6rnekleri

Sekil 3. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis'e

6zgii primer ¢iftinin PCR sonucu jel analizi goriintiisii elde
edilen 614 bp biiytikliigiindeki bantlar

Ticari ugucu yaglarin antibakteriyel etkisi

Arastirmada, yapilan literatiir taramalarina gore daha
once ¢ok az kullanilmis olan okaliptus, sar1 kantaron,
karanfil, anason ve hardal yag1 secilmis ve kullanilan
yaglardan sar1 kantaron, hardal, karanfil ve anason yaglar:
bakteri gelisiminde herhangi bir etki gostermemisler ve
bakteri kiltirti tizerinde herhangi bir engelleme zonu
olusturmamislardir. Okaliptus yagi, 20 pl igeren disklerin

etrafinda yaklasgtk 23 mm ¢apinda engelleme zonu

olusturmak suretiyle en etkili yag olarak tespit edilmistir
(Sekil 4).

Sekil 4. Okaliptus ugucu

yaginin Clavibacter
michiganensis ~ subsp.
michiganensis  (pozitif

bakteri) izolat1 {izerine

antibakteriyel etkisi
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Bu c¢aligmanin sonucuna gore, ikinci asama olan,
okaliptus ugucu yaginin bakteri {izerindeki en etkili
dozunu belirleme denemelerine gegilmis ve kullanilan
bakteri izolatlar1 tizerine okaliptus ugucu yaginin farkl
miktarlarinin uygulandig1 denemelerde, 5 ul ve 10 pl
ugucu yag miktarlarinin bakteri ekimi yapilan petrilerde
engelleme zonu olusturmadigi gozlenmistir. Uygulanan
diger miktarlarda ise; 15 pl (15-16 mm), 20 pl (17-20 mm),
25 pl (23-25 mm) (Sekil 5a), 30 pl (22-24 mm) (Sekil 5b),
35 ul (23-25 mm) (Sekil 5¢) ve 40 pl (23-26 mm) (Sekil 5d)
yag emdirilen diskler engelleme zonu olusturmusglardir.
Engelleme oran125 ul yag miktarina kadar artis gosterirken
daha yiiksek miktarlarda ¢ok fazla artig gostermemistir.
Veri analiz sonuglarina bakildiginda ise sonuglarin p<0.05

degerinde anlamli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 1).

Sekil 5. Okaliptus yaginin farkli dozlarinin emdirildigi
diskler
michiganensis gelisimi tizerinde olusturdugu engelleme

etrafinda  Clavibacter ~michiganensis  subsp.

zonlar1

Cizelge 1. Okaliptus ugucu yaginin farkli dozlarinin
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis Uzerine

antibakteriyel etkileri

Dozlar Engelleme (zon) ¢ap1 (mm)*
Kontrol 0

154 13.77°

20 pl 17.44¢

25l 224

30 ul 21.22¢

35l 218

40l 21.774

* Stitun igerisinde yer alan ortalama engelleme ¢aplarinin (mm)
yanlarindaki farkli harfler, dozlar arasindaki farkin istatistiksel
olarak birbirinden farkli oldugunu gésterir (Duncan Coklu
Kargilastirma Testi, p<0.05)
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Ugucu yaglarin C. michiganensis subsp. michiganensise
kars1 antibakteriyel etkisine bakildigi benzer ¢aligmalarda
ise: Basimeetal. (2000), Thybra spicata L. var spicata (Karabag
kekigi)ni C. michiganensis subsp. michiganensis’in de dahil
oldugu birkag bakteriyel etmen iizerinde denemislerdir.
Ugucu yagin farkli dozlarini (20-1280 pg/ml) denedikleri
calismada C. michiganensis subsp. michiganensis iizerine
antibakteriyel etki ettigini saptamislardir. Daferera et al.
(2003), kekik, giritotu, biberiye, lavanta, ada ¢ay1, yarpuz
ve mercankdsk bitkilerinden elde ettikleri ugucu yaglar:
C. michiganensis subsp. michiganensis, Botrytis cinerea,
Fusarium solani var. coeruleum tlzerine etkisini ugucu
yagi besiyerine katma yontemi ile denemislerdir ve C.
michiganensis subsp. michiganensis, B. cinerea, F. solani
var. coeruleum’un gelismesi {izerine kekik, mercankésk
ve giritotu bitkisel yaglarinin 85-300 mg/ml yogunlukta
engelleyici etkiye sahip oldugunu rapor etmislerdir.
Soylu et al. (2012), disk difiizyon yéntemi ile origanum,
rezene, lavanta ugucu yaglarini kullanmis ve uygulanan
5 wl/ml dozunun C. michiganensis subsp. michiganensis
gelisimini 9.3-35.6 mm zon ile degisen oranlarda
engelledigini, en etkili yagin 35.6 mm zon ile origanum
ucucu yagr tarafindan olusturuldugunu bildirmistir.
Kizil and Uyar (2006), kekik bitkisinin farkl: tiirlerinden
elde ettikleri ugucu yaglarin, disk difiizyon metodu ile C.
michiganensis subsp. michiganensisin de iginde oldugu
farkl: bitki patojenleri tizerine antibakteriyel etkinliginin
olup olmadigini arastirmiglardir. Caligmada, 5, 10 ve
15 pl dozlarinda uygulanan ugucu yaglarin 24, 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siirelerinde zon ¢aplari 6lgiilmiis ve C.
michiganensis subsp. michiganensis’e kars: etkili oldugunu
saptamiglardir. Altundag (2007), C. michiganensis subsp.
michiganensis’e karsikullandig1 Sideritis erythrantha subsp.
erythrantha ve Origanum minutiflorum ugucu yaglarinin
farkli dozlarini kullanmig ve 1/5 konsantrasyonda birinci
yagda 4 mm, ikinci yagda 33 mm zon ¢ap1 elde etmistir.
Kotan et al. (2010), Satureja, Achillea ve Thymus bitki
tiirlerinden elde ettikleri ugucu yag ve farkli ¢ozgenlerde
hazirladiklar:  bitki

subsp. michiganensis ve 24 tane bitki patojeni bakteriye

ekstraktlarini  C. michiganensis
kars1 antibakteriyel etkilerini disk diftizyon metodu ile
arastirmiglardir. C. michiganensis subsp. michiganensis
tizerine Thymus fallax tiirtinden elde edilen ekstrakt %80,
ugucu yagin ise %62.5 oraninda etkili oldugu ve Satureja
spicigera, Thymus fallax oils, carvacrol ve thymol’un
bakteriyel etmenler tizerinde kullanilabilecegini ayni
zamanda tohum dezenfektani olarak da etkili olduklarini
bildirmislerdir. Nashwa and Abo-Elyousr (2012), okaliptus
bitkisinin de yer aldigi 5 bitki ekstraktini Alternaria
solani’ye kars1 puskiirtme yontemi ile uygulamistir. Sera

denemeleri sonucunda sarimsak ekstraktinin %5’lik, pitrak
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ekstraktinin %1 ve %571ik konsantrasyonunun hastalig
engellemede en yiiksek etkiyi gosterdigini bildirmistir.
Kotan et al. (2013), ¢calismada gibriska (Satureja hortensis
L.) bitkisinden elde edilen ugucu yagi, ekstraktlari ve
gibriskanin iki 6nemli bileseninin (carvacrol ve thymol)
bitki patojeni bakterilerine karsi tohum dezenfektan:
olarak kullanilma potansiyelini belirlemislerdir. Disk
difiizyon, MIC (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu)
ve seri diliisyon metotlarin1 kullanarak antibakteriyel
testlemeleri yapmuslardir. C. michiganensis  subsp.
michiganensis, Xanthomonas axanopodis pv. vesicatoria
bakterileri ile bulagik tohumlarin kullanildig1 ¢alismada
ugucu yag, carvacrol ve thymol gii¢lii bir antibakteriyel etki
gosterirken ekstraklarin (n-hexane, chloroform, acetone ve

methanol) zayif etki gosterdigini rapor etmislerdir.

Gormez et al. (2014), Origanum rotundifolium Boiss.
(mercankosk) bitki ugucu yagini elde ederek GC-MS
yontemi ile ugucu yaglarin bilesenlerini belirlemistir.
20 bitki patojeni tizerinde farkli dozlarda disk difiizyon
yontemi ile uygulanan ugucu yagin ortalama 7-48 mm
engelleme zon ¢ap1 olusturdugunu bildirmislerdir. Bagka
bir ¢alismada ise Belgiizar et al. (2016b), kekik bitkisinden
elde ettikleri ugucu yag (5, 10, 15 ve 20 ul/ml) ve su
ekstraktinin (%0.5, %1, %2, %4 ve %8) farkli dozlarini 3
farkli yontemde (agar kuyucuk difiizyon, besiyerine
katilmasi, petri kapagina yapistirma) uygulamiglardir.
Kekik ugucuyaginin 20 ul/ml’'lik dozunun C. michiganensis
subsp. michiganensisi  engelledigini  bildirmislerdir.
Yilmaz (2014), ¢alismasinda 20 adet ticari ugucu yag
kullanarak kekigin tiirleri olan Origanum vulgare L. (37
mm), Origanum onites L. (35 mm) ve tar¢in (Cinnamomum
zeylanicum L., 22 mm) ugucu yaglarinin C. michiganensis

subsp. michiganensis tizerine etkili oldugunu bildirmistir.

Okaliptus ugucu yaginin farkl kombinasyonlarinin domates
bitkisine etkisi

Okaliptus bitkisinin ugucu yag: doz etki belirleme yontemi
ile etkin doz olarak bulunan 25 pl dozu ve C. michiganensis
subsp. michiganensis izolatinin taze kiiltiirden 107 hiicre/
ml yogunlukta hazirlanan bakteri siispansiyonlar: ve
ugucu yag bitkiye iki farkli kombinasyon ile uygulanmigtur.
Ugucu yagin bir ¢oziicii i¢inde ¢oziindiiriilmeden direk
bitkiye verildiginde bitkinin tamamen 6ldiigii gozlenmis
ve bunun fizerine ugucu yag1 1/5 oraninda ¢oziindiirmek
icin DMSO kullanilmistir. Biiyiitme kabininde yetistirilen
ve 3-4 ger¢ek yaprakli donemde olan domates fideleri
kullanilmistir. Uygulamadan sonraki 8-15 giin bitkiler
gozlemlenmistir. ki farkli kombinasyonun birincisinde
domates fidelerine once bakteri siispansiyonu uygulanip
48 saat sonra ugucu yag uygulanmis olan denemede 8-15

giinlik siirede yapilan goézlemler sonucu ugucu yagin
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bitkide bakteri gelisimini engellemedigi tespit edilmis ve
15 giin daha beklenerek ayni gézlem alinmigtir (Sekil 6).
Uygulama yapilan bitkilerde hastalik simptomlar1 net
olarak gozlenmis olup % olarak hesaplanan hastalik siddeti
ise %77.7 olarak hesaplanmigtir. Bu uygulamanin yeterli
olmadig diistintilerek diger uygulamaya gegilmistir.

Sekil 6. Bakteri
michiganensis) inokulasyonu uygulanip 48 saat sonra

(Clavibacter michiganensis ~ subsp.
okaliptus ugucu yagi uygulanan domates bitkileri (a),

saglikli kontrol domates bitkisi (b)

fkinci uygulamada ise énce ugucu yag piiskiirtiiliip, 48
saat polietilen torbada tutulduktan sonra ayni bakteri
sispansiyonu uygulanmis ve 8-15 giinliik siirede yapilan
gozlemlere gore hastaliga 6zgii herhangi bir belirti
gozlenmemistir (Sekil 7). Uygulama yapilan bitkilerde
% olarak hesaplanan hastalik siddeti %2.2 olarak
hesaplanmigtir. Sadece bakteri uygulanan bitkilerde
olusan hastalik siddeti %82.2, sadece ugucu yag uygulanan
bitkilerde herhangi belirgin bir simptom gozlenmemis
olup hastalik siddeti %2.2 olarak hesaplanirken negatif
kontrol olan bitkilerde hastalik simptomu gozlenmemis
olup hastalik siddeti %0 olarak hesaplanmistir. Ayrica,
sakst denemeleri sonucunda elde edilen veriler ile yapilan
varyans analizinde uygulamalar arasinda istatistiksel
olarak onemli farklhiliklar tespit edilmistir (Cizelge
2). Coklu kargilastirma testinde iki grup olusmustur.
Elde edilen bu verilere bakildiginda, bitkide olugan
hastalik gsiddeti sirasiyla sadece bakteri uygulamasi,
bakteri uygulandiktan sonra yag uygulamasi, sadece yag
uygulamasi, 6nce yag uygulanip sonra bakteri uygulamasi
ve negatif kontrol olarak siralanmistir. Sonug olarak
okaliptus ugucu yaginin hastalik etmeni ile miicadelede

kullanilabilecegi digiiniilmektedir.

Yapilan o6nceki ¢alismalara bakildiginda ise, Altundag
(2007), Origanum minutiflorum bitkisinin ugucu yagini
Xanthomonas vesicatoria uzerinde denemis ve Once
ucucu yag 48 saat sonra bakteri siispansiyonu uyguladig:

caligmada daha az hastalik simptomu olustugunu rapor
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Cizelge 2. Bitkiye uygulanan okaliptus ugucu yaginin farkli kombinasyonlarinin Clavibacter michiganensis subsp.

michiganensis iizerine antibakteriyel etkileri

Karakter Hastalik siddeti* Hastalik siddeti (%)
Negatif kontrol 0.00* 9%0.0
Sadece ugucu yag uygulamasi 0.86° %2.2
Ugucu yag uygulandiktan 48 saat sonra bakteri uygulamasi 0.86° %2.2
Bakteri uygulandiktan 48 saat sonra ugucu yag uygulamasi 5.03 %77.7
Sadece bakteri uygulamasi 5.06° %82.2

* Siitun igerisinde yer alan hastalik siddetinin yanlarindaki farkli harfler, uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak birbirinden farkli

oldugunu gosterir (Duncan Coklu Karsilagtirma Testi, p<0.05)

Sekil 7. Okaliptus yag: uygulanip izerine bakteri
(Clavibacter
inokulasyonu yapilan domates bitkisi (a), saglikli kontrol
bitkisi (b)

michiganensis ~ subsp.  michiganensis)

etmigtir. Nashwa and Abo-Elyousr (2012), okaliptus
bitkisinin de yer aldigi 5 bitki ekstraktini Alternaria
solani’ye kars1 puskiirtme yontemi ile uygulamistir. Sera
%5’lik,
pitrak ekstraktinin %1 ve %57lik konsantrasyonunun

denemeleri sonucunda sarimsak ekstraktinin
hastalig1 engellemede en yiiksek etkiyi gosterdigini ve
diger bitki ekstraktinin ise daha az bir etki gosterdigini

bildirmislerdir.

Sonug olarak, okaliptus ugucu yaginin C. michiganensis
subsp. michiganensis lizerine antibakteriyel bir etkisinin
oldugu belirlenmistir. Ugucu yagin alternatif tipta,
kozmetik gibi birgok farkli alanda olduk¢a yaygin bir
sekilde kullanilmasindan dolay1 bitki patojeni bakterilerle
miicadelede de kullaniminda insan ve ¢evre sagligi
tizerine olumsuz bir etkisi olmayacagi ve hasat edilen
driinlerde kalicilik riskinin olmayacag: distiniilmektedir.
Bu sonuglarin, ilkemizde bitki patojeni bakterilerine
kars1 kimyasal kullanimini en aza indirmeyi hedefleyen

miicadele yontemlerinde ve organik tarim yetistiriciliginde
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C. michiganensis subsp. michiganensis ile miicadelede

kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.
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OZET

Clavibacter ~ michiganensis ~ subsp.  michiganensis
karantinaya tabi, tohum kokenli, domates bitkisinde
bakteriyel solgunluk ve kanser hastaligina sebep olan
6nemli Gram pozitif bir bakteriyel hastalik etmenidir. Bu
¢alismanin amaci, okaliptus (Eucalyptus citriodora), sar1
kantaron (Hypericum perforatum), karanfil (Dianthus
caryophyllus), anason (Pimpinella anisum) ve hardal
(Brassica nigra) bitki ugucu yaglarinin in vitro ve in
vivo kosullarda C. michiganensis subsp. michiganensis
Bu

amagla, Mersin ilinden toplanan hastalikli domates

tizerine antibakteriyel etkinligini belirlemektir.
orneklerinden izole edilen bakteri izolatlar1 morfolojik ve
molekiiler tan1 yontemleri ile incelenmis, 6 tanesinin C.
michiganensis subsp. michiganensis ile enfekteli oldugu
teshis edilmistir. Ugucu yaglarin C. michiganensis subsp.
michiganensis Uzerine etkileri in vitro kosullarda disk
diftizyon metodu ile arastirilmistir. Test edilen ugucu
yaglar arasinda okaliptus ugucu yaginin C. michiganensis
subsp. michiganensisin gelisimine en etkili yag oldugu
belirlendikten sonra, doz artisina bagli antibakteriyel
etkinligi belirlemek i¢in antibiyogram disklerine farkl
miktarlarda ugucu yaglar eklenerek engelleme zonlar:
Olgiilmiistiir. Aragtirma sonucunda, C. michiganensis

subsp. michiganensise Kkars1 okaliptus yaginin en etkili



Bitki Koruma Biilteni / Plant Protection Bulletin, 2019, 59 (2) : 39-47

dozunun 23 mm engelleme zonu olusturan 25 pl yag dozu
oldugu tespit edilmistir. Belirlenen ugucu yag miktari farkl
kombinasyonlarla domates bitkisine uygulanmigtir. Bu
sonuglara gore, okaliptus ugucu yaginin C. michiganensis
subsp. michiganensis gelisimini engelledigi tespit edilmis

ve miicadelesinde kullanilabilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: okaliptus, ugucu yag, bakteriyel kanser,

antibakteriyel etki, miicadele
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