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Oz

Bu arastirmada, findik kabuklarindan ve tavuk giibresinden elde edilen odun sirkelerinin bazi bitki patojeni
bakterilere karsi antibakteriyel potansiyeli belirlenmeye g¢alisilmistir. Test mikroorganizmasi olarak, Erwinia
amylovora, Pseudomonas syringae pv. lachrymans ve Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli kullanilmistir.
Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde agar well difiizyon ve makro broth diliisyon yontemleri kullanildi.
Agar well difiizyon yonteminin uygulanmasi sonucunda; E. amylovora susu, sirasiyla findik sirkesinin %40,
%50’lik seyreltmelerine ve stok soliisyonuna hassasiyet gosterirken, P. syringae pv. lachrymans ve X. axonopodis
pv. phaseoli suslarmin %30, %40, %50’lik seyreltmelere ve stok soliisyonuna hassasiyet gosterdigi belirlenmistir.
Broth diliisyon yontemi ile minimal bakterisidal konsantrasyonun belirlenmesinde; minimal bakterisidal
konsantrasyonun tespiti igin yapilan ¢alismalar sonucunda, findik sirkesinin E. amylovora, X. axonopodis pv.
phaseoli ve P. syringae pv. lachrymans tizerindeki MBC degerinin, %50’lik seyreltmeye esdeger oldugu tespit
edilmistir. Yapilan ANOM testi sonucuna gore Doz x Tiir interaksiyon etkisinin énemli oldugu (P=0.000),
dolayisiyla uygulanan dozlarin inhibisyon degerlerine etkisinin tiirlere gore onemli degisiklikler gosterdigi
saptanmistir. Antibakteriyel aktivite calismalari sonucunda, bitki patojeni bakterilerin findik kabuklarindan
tiretilen sirkeye karsi duyarli olduklar1 goriiliirken, tavuk giibresinden tiretilen sirkeye karsi direngli olduklar
gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Antibakteriyel aktivite, Bitki koruma, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv.
lachrymans, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli, Odun sirkesi.

Investigation of Antibacterial Effect of Some Wood Vinegars on Plant
Pathogen Bacteria

Abstract

In this study, the antibacterial potential of wood vinegar obtained from hazelnut shells and poultry manure against
some plant pathogenic bacteria was tested. Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. lachrymans and
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli strains were used as test microorganisms. Agar well diffusion and broth
dilution methods were used to determine antimicrobial activities. For Agar well diffusion method; E. amylovora
strains reacted to 40%, 50% dilutions and stock solution of hazelnut vinegar. Furthermore P. syringae pv.
lachrymans and X. axonopodis pv. phaseoli displayed responses to 30%, 40%, 50% dilution and stock solution. In
the determination of minimal bactericidal concentration by broth dilution method; studies conducted to the
determination of minimal bactericidal concentration, MBC value of vinegar (from hazelnut shell) on E. amylovora,
X. axonopodis pv. phaseoli and P. syringae pv. lachrymans strains was found to be equivalent to 50% dilution.
According to the ANOM test results, Dose x Species interaction effect was significant (P=0.000), therefore, the
effect of administered doses on inhibition values showed significant changes from species to species. As a result
of antibacterial activity studies, it was observed that plant pathogenic bacteria were susceptible to vinegar produced
from hazelnut shells while they were resistant to vinegar produced from poultry manure.

Keywords: Antibacterial, Plant protection, Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. lachrymans,
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1. Giris

Tarim sektorii, dilnyada 6nemini korumakta ve gelecekte de korumaya devam edecektir [1]. Turabi’ye
atfen tarimda hastalik, zararli ve yabanci otlarin kalite ve verimi diisiirdiigi, pestisitlerin kullanilmamasi
durumunda %60’lara varan oranlarda iiriin kayiplarinin olabilecegi bildirilmistir [2]. Bitkilerde genel
olarak hastaliga sebep olan bitki patojeni bakteriler, Xanthomonadaceae, Pseudomonadaceae ve
Enterobacteriaceae familyalarina ait olup bu patojenler kendilerine bazi bitki tiirlerini konak¢1 olarak
secerek, hedef alabilirler [3]. P. syringae, X. oryzae pv. oryzae, X. axonopodis pv. manihotis, X.
campestris ve E. amylovora patojen bakteri tiirleri bitkilere ciddi derecede zarar vermektedir [4].
Modern tarimsal iiretimde pestisitler vazgecilmez Oneme sahiptir [5]. Ancak, giinlimiizde tarimsal
tiriinlerdeki pestisit kalintilarinin varligr ve bunlarin trofik aga girisleri insan sagligini ve cevreyi
tehlikeye atmistir [6]. Tarimsal uygulamalarin baglica amaci ekolojik dengelere zarar vermeden kaliteli
ve bol {iriin almaktir [7]. Fakat sentetik pestisitlerin yogun kullanimindan dolay1 ortaya ¢tkan sorunlar,
bitki koruma c¢aligmalarinda alternatif yontemlerin ve dogal pestisitlerin aranmasini elzem hale
getirmistir [8]. Odun sirkesi (OS); karbonizasyon islemler sonucu iretilen [9, 10], ve arkeolojik
calismalarda Neanderthal zamaninda biyopestisit olarak kullanildigi tespit edilen bir iiriindiir (pyrolysis
liquids) [10]. Mu ve arkadaslar1 [11], OS’in organik tarim i¢in iyi bir kaynak oldugunu ve Japonya’da
tarim ile giinliik hayatta genis bir sekilde kullanildigin bildirmislerdir. Jang’a atfen, OS’in %80-90°1 su,
%10-20’sinin 200’den fazla organik birlesikten olustugu bildirilmistir [12]. Chalermsan ve Peerapan
[13], OS’1n bitki korumada patojenik bakterilere karsi umut verici bir ¢ézelti oldugunu saptamiglardir.
Eric ve arkadaslar1 [14], OS’1n bakterileri inhibe ettigini ve 6zellikle gram pozitiflerin, negatiflere gore
daha hassas oldugunu ifade etmiglerdir. Kog [15], in-vitro sartlarinda toprak florasinda bulunan gram
pozitif bakteri izolatlar1 i¢in tavuk giibresinden elde ettigi OS’in (%10 mL) minimal inhibitor
konsantrasyon (MiK) degeri oldugunu bildirmistir. Nurhayati ve arkadaslar1 [9], A. mangium’dan elde
ettikleri OS’un P. aeroginosa ve S. aureus'a karsi antimikrobiyal etkisinin oldugunu bulmuslardir.
Chukeatirote ve Jenjai [16], D. longan'dan iirettikleri OS’un 14 bakteri susuna karsi antibakteriyel
aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. De Souza Araujo ve arkadaslari [17], ¢oklu antibiyotik direncine
sahip E. coli, P. aeruginosa ve S. aureus’un M. tenuiflora ve E. urophylla x E. grandis karisimindan
elde ettikleri OS’a kars1 hassasiyet gosterdigini, 15-25 mm ¢ap araliginda inhibisyonlarin olustugunu ve
OS’un %20 konsantrasyonda bile mikroorganizmalar1 inhibe ettigini gozlemlemislerdir. Duan ve
arkadaslar1 [18], calismalarinda kullandiklar1 dort gesit OS un E. coli, S. aureus ve B. subtilis bakterileri
tizerinde en giiglii engelleyici etkiye sahip oldugunu ifade etmislerdir. Yang ve arkadaslar1 [19], L.
chinensis’den elde ettikleri OS’un bir grup antibiyotige direngli izolatlara karsi etkili oldugunu (15-19
mm genis spektrumlu inhibisyon zonlar1 olustu) ve OS’un antibakteriyel etkinliginin yiiksek fenolik
bilesimlerinden kaynaklanabilecegini bildirmislerdir. Mao ve arkadaslar1 [20], ac1 badem kabugundan
rettikleri OS’un anti-patojen aktivitesi gosterdigini ve bu durumun fenol, asetik asit ve furfural’dan
kaynakli oldugunu diisiinmektedirler. Baimark ve Niamsa [21], OS’in antifungal etkililiginin giiglii
fenolik bilesikler icermesinden kaynaklandigini bildirmistir. Namli ve arkadaglar1 [22], OS’un biyosit
olarak in-vivo kosullarda denenmesinin yararl sonuglar verebilecegi kanisina varmiglardir. Laboratuar
calismalar1 diginda Shi [23], OS’un Ozellikle sebzelerin kok bdlgesindeki bakterilerin sayisinin
artmasinda tesvik edici oldugunu; Kog [15], caligmasinda tavuk giibresinden iiretilen OS’un, toprakta
bulunan bakteri populasyonlarmi istatistiksel olarak onemli diizeylerde etkilemedigini (P>0.436)
bildirmislerdir. Tiilikkala ve arkadaslar1i [10], pyrolysis sivilar’in, atiklarin ve biyokiitlenin
siirdiiriilebilir kullaniminda uygulanabilir bir teknik olmasindan dolay1 énemi ve sosyal etkisi’nin
artirilabilecegi, gelecekte biyo-ekonomi temelli bilgiye ve biyo-ekonominin gelismesine bagli olarak
sentetik kimyasallarin yerini alabilecegini ifade etmislerdir. Kim ve arkadaslari [12], OS’un son
zamanlardaki yillik {iretiminin 14.000 ton civarinda oldugunu bildirmislerdir.

Bu galisma, tavuk giibresi ve findik kabuklarindan tiretilen odun sirkelerinin baz1 bitki patojeni
bakteri tiirlerine kars1 antibakteriyel potansiyelini belirlemek amaciyla yapilmustir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal
2.1.1. Arastirmada kullanilan besiyerleri, mikroorganizmalar ve odun sirkeleri

Bu aragtirmada kullanilan Mueller-Hinton Broth, Mueller-Hinton Agar besiyerleri ve Siprofloksasin
(5png) diskleri Oxiod Limited sirketinden, yerel medikal firmalar yoluyla temin edildi. Aragtirmada
kullanilan Erwinia amylovora, Pseudomonas syringae pv. lachrymans ve Xanthomonas axonopodis pv.
phaseoli patojen bakteri suslar1 (dogal ortamdan izole edilmis) Van Yiiziincii Y1l Universitesi Ziraat
Fakiiltesinin Bitki Koruma Boliimii’nden saglandi. Odun sirkeleri; Broyler tavuk yetistiriciligi atigi
(tavuk giibresi) ve findik kabuklarindan gazlagtirma makinesi ile biyokdmiir ve odun sirkesi {iriinlerini
gelistiren bir firmadan alind1 [22].

2.2. Yontem
2.2.1. Odun sirkelerinin agar well difiizyon methodu ile antimikrobiyal aktivitenin tespiti

Odun sirkelerinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde; Balouiri ve arkadaslar1 [24], tarafindan
onerilen agar well diflizyon yontemi kullanildi. Bu amagla; patojen bakteri suslarmin 24 saatlik
kiiltiirlerinin bulanikligi, McFarland skalasinin 0.5 numarali tiipiine gére ayarlandi [25]. Sonra, standart
bulanikliga sahip kiiltiirlerinden, Mueller-Hinton Agar ortaminin ylizeyine, 100 ul eklendi ve egri cam
¢ubuk yardimu ile ylizeye yayildi. Ardindan Cork Borer yardimi ile ortamin yiizeyinde 10 mm ¢apinda
kuyucuklar agildi. Agilan kuyucuklara, odun sirkelerinin stok soliisyonlari ile stok soliisyonun distile su
ile seyreltilmis, %10, %20, %30, %40 ve %50’lik seyreltmelerinden 50 ul tatbik edildi. Kontrol
antibiyotigi olarak, siprofloksasin (5ug) kullanildi. Petri plaklar1 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonu miiteakip kuyucuklarin etrafinda olusan inhibisyon zonlarmin ¢aplar1 milimetrik cetvel
yardimu ile 6l¢iildii.

2.2.2. Odun sirkelerinin makro broth diliisyon yontemi ile minimal inhibitor ve minimal
bakterisidal konsantrasyonun belirlenmesi

Agar well difiizyon yontemi sonucunda antibakteriyel etkiye sahip, odun sirkelerinin, bitki patojeni
bakteri suslar1 tizerindeki, minimal inhibitér konsantrasyonun (MIC) ve minimal bakterisidal
konsantrasyonun (MBC) belirlenmesinde; Reller ve arkadaslar1 [26], tarafindan onerilen makro broth
diliisyon yontemi kullanildi. Bu amagla sirasiyla; sekiz tiipten olusan, tiip serisi hazirlandi. Mueller-
Hinton Broth igerisinde odun sirkelerinin son konsantrasyonu, %20, %25, %30, %35, %40, %45 ve %50
olacak sekilde hazirlandi. Pozitif kontrol igin esit hacimde, Muller-Hinton Broth kullanildi. Tiiplerin
tiimiine, yukarida bahsedilen bulanikligi MacFarland skalasinin 0.5 numarali tiipiine gore hazirlanmig
standart kiiltiirlerinden 100 pl asilandi [25]. Ardindan tiipler, 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda tiiplerden &ze yardimu ile kat1 besiyerine ekim yapilarak canhlik testi yapildi. Bu
calisma tesadiif parselleri deneme deseninde dort tekerriirlii olarak yapilmustir.

2.2.3.Verilerin degerlendirilmesi

Doz ve Tiirlerin inhibisyon degerlerine etkisinin arastirilmasinda Ortalamalarin Analizi (ANOM)
Tekniginden [27, 28]. Verilerin istatistik analizlerinde ise Minitab (Ver. 17) istatistik paket
programindan yararlanilmastir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Agar well difiizyon yontemi ile tespit edilen antimikrobiyal aktivite sonuclari

Uygulanan agar well difiizyon yonteminin sonucunda; ii¢ patojen bakteri susunun, tavuk giibresinden

iiretilen sirkenin, stok soliisyonu dahil olmak iizere tiim konsantrasyonlarina direng gosterdigi belirlendi.
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Ancak findik kabuklarindan iiretilen odun sirkenin, bazi konsantrasyonlarina karsi, bu bakteri suslarmin,
duyarl oldugu tespit edildi. E. amylovora susu, sirasiyla findik sirkesinin %40, %50°1ik seyreltmelerine
ve stok soliisyonuna hassasiyet gosterirken, P. syringae pv. lachrymans ve X. axonopodis pv. phaseoli
suslarmin %30, %40, %50’1ik seyreltmelere ve stok soliisyonuna hassasiyet gosterdigi belirlendi. Bagka
bir degisle findik sirkesinin P. syringae pv. lachrymans ve X. axonopodis pv. phaseoli iizerindeki en
kii¢iik etkili konsantrasyonu %30 iken E. amylovora’min {izerindeki en kiigiik etkili konsantrasyonu %40
olarak tespit edildi (Tablo 1, Sekil 1a-c).

Tablo 1. Agar weel difiizyon testi sonuglar1 (Findik kabuklarindan tiretilmis sirke igin)

Findik Sirkesi Konsantrasyonu (v/v) Kontrol
Patojen Bakteriler Stok Soliisyon %50 %40 % 30 %20 %10 CPR (5ng)
Olusan inhibisyon zonlarmnin ortalama degeri mm cinsinden degeri
E. amylovora 24 mm 18 mm 15mm  Direngli  Direngli  Direngli 25 mm
P. syringae pv. lachrymans 22 mm 18 mm 17 mm 12 mm Direngli ~ Direngli 29 mm
X. axonopodis pv. phaseoli 25 mm 19mm 18 mm 12 mm Direngli ~ Direngli 30 mm

Sekil 1a. Findik sirkesinin E. Sekil 1b. Findik sirkesinin P. Sekil 1¢. Findik sirkesinin X.
amylovora tizerindeki syringae pv. lachrymans axonopodis pv. phaseoli
antibakteriyel etkisi. tizerindeki antibakteriyel etkisi. tizerindeki antibakteriyel etkisi.

Two-Way Normal ANOM for inh.
o = 0,05

Interaction Effects

T » i . -« 88

O ——— f — e 0,83

Effect
M

doz 1 2 3 4 5 6 7
Main Effects for doz Main Effects for tur

30 s
col o T c 14 ) T
s L = ! ;
§ 10 T l 13,69 § 5 135%%

o 2 -
1 2 3 a 5 7 1 2 3
doz tar

Sekil 2. Inhibisyon gap1 bakimindan Two-Way Normal ANOM grafigi

Yapilan ANOM testi sonucunda Doz x Tiir interaksiyon etkisinin 6nemli oldugu (P=0.000)
gorlilmiistiir. Dolayistyla uygulanan dozlarin inhibisyon degerlerine etkisi tiirlere gore Onemli
degisiklikler gdstermistir. Interaksiyon grafigi incelendiginde 1. doz uygulandiginda (stok soliisyon) en
yiiksek inhibisyon degeri X. axonopodis pv. phaseoli’de elde edilirken, en diisiik inhibisyon degeri ise
P. syringae pv. lachrymans’da elde edilmistir. 2. doz uygulandiginda (%50) en yiiksek inhibisyon degeri
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X. axonopodis pv. phaseoli tiiriinde, en diisiik inhibisyon degerleri P. syringae pv. lachrymans ve E.
amylovora’da goriilmiistiir. 3. doz uygulamasinda (%40) ise tiirler arasinda istatistiksel olarak énemli
farklarin bulunmadigi goriilmiistiir. 4. doz uygulandiginda (%30) en yiiksek inhibisyon degerleri X.
axonopodis pv. phaseoli ve P. syringae pv. lachrymans’da goriilmiistir. 5. ve 6. doz sirke
uygulamalarinda (%10-20) her ¢ tiriinde direngli oldugu (0 mm) tespit edilmistir. Kontrol
uygulamasina (CPR 5ug) gore en yiiksek inhibisyon degeri X. axonopodis pv. phaseoli tiiriinde, en
diisiik inhibisyon degeri E. amylovora’da saptanmistir. Genel olarak sirkenin, stok soliisyondan
seyreltildikge bakteri tiirleri iizerindeki etkisinin de azaldig1 goriilmektedir. Sirkeye karsi en hassas tiiriin
X. axonopodis pv. phaseoli oldugu tespit edilmistir (Tablo 1, Sekil 1¢-2). Tavuk giibresinden iiretilmis
sirkenin patojenler tizerinde etkili olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 3).

Tavuk Sirkesi Tavuk Sirkesi

Sekil 3a. Tavuk giibresinden {iiretilmis sirkenin (stok  Sekil 3b. Tavuk giibresinden iiretilmis sirkenin (stok
soliisyon) E. amylovora iizerindeki antibakteriyel soliisyon) P. syringae pv. lachrymans tizerindeki
etkisi. antibakteriyel etkisi.

3.2. Makro broth diliisyon yontemi ile tespit edilen minimal bakterisidal etki ile ilgili sonuclar
Findik sirkesinin kendine 6zgii bir pigmentasyonu (agik kahverengi) oldugundan dolay1 broth diliisyon
yontemi ile MIC degeri ¢iplak gozle belirlenemedi. Bu yontemle ancak MBC degeri tespit edilebildi.
Findik sirkesinin E. amylovora, X. axonopodis pv. phaseoli ve P. syringae pv. lachrymans suslari
tizerindeki MBC degerinin, %50’lik diliisyona esdeger oldugu belirlendi (Tablo 2, Sekil 4a-c).

Tablo 2. Minimal bakterisidal etki ile ilgili test sonuglari.

Findik Sirkesi konsantrasyonu (v/v) Kontrol
Patojen Bakteriler %50 %45 %40 %35 %30 %25 %20 MHB
Bakteriyel Ureme
Erwinia amylovora - + + + + + + +
Pseudomonas syringae pv. lachrymans - + + + + + + +
Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli - + + + + + + +

&
.‘.

Sekil 4a. Findik sirkesinin E. Sekil 4b. Findik sirkesinin Sekil 4¢. Findik sirkesinin
amylovora iizerindeki MBC Pseudomonas syringae Xanthomonas axonopodis pv.
degerinin belirlenmesi. pv. lachrymans tizerindeki MBC phaseoli tizerindeki MBC
degerinin belirlenmesi. degerinin belirlenmesi.

Tarmmsal faaliyetlerde kullamilan kimyasal pestisitlerin olumsuz etkileri giin gectikge daha
ayrintil bir sekilde fark edilmektedir. Bu baglamda organik, dogada ¢abuk parcalanabilen ve ¢cevredeki
canlilara zarar1 olmayan iirlinlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu ¢alismada; findik kabugundan {iretilen
sirkenin patojen bakterilere karsi etkili oldugu goriilmiistiir. Ulasilan bu sonucun in-vitro sartlarinda
yapilan ¢aligmalarin bulgulariyla ortiistiigii goriilmektedir [9, 13, 14, 16-21]. Bu olumlu sonucun Yang
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ve arkadaglar1 [19], Mao ve arkadaglar1 [20] ile Baimark ve Niamsa [21]’nin ¢aligmalarinda da ifade
ettikleri gibi sirkenin sahip oldugu komponentlerden (fenol, asetik asit ve furfural gibi) kaynakli oldugu
diistiniilmektedir. Tavuk giibresinden elde edilen sirkenin patojen bakterilere kars1 etkili olmadigi tespit
edilmistir. Bu sonucun, Kog¢ [15] ve Kog¢ ve arkadaslari [29]’nin in-vitro sartlarinda gram pozitif
bakterilere ve A. niger ile P. digitatum kiif etmenlerine karsi etkili oldugu seklindeki bulgulariyla
ortiismedigi ve bu durumun test edilen bakterilerin direngleriyle ilgili olabilecegi diisiiniilmektedir. Kog
ve arkadaslar1 [30], findik kabuklarindan iiretilmis sirkesinin kiif mantarlarmi engellemede
kullanilabilecegine dair bulgulart mevcuttur. Sirkelerin tarimsal amagli kullanilmalari durumunda
patojenlere karsi etkili aym zamanda toprak florasinda bulunan bakteri popiilasyonlarina zarar
vermeyecegi Kog [15] ve hatta sebzelerin kok bolgesindeki bakterilerin sayisimin artmasinda tesvik edici
Shi [23] olabilecegi diistiniilmektedir.

4. Sonuc ve Oneriler

Sonug¢ olarak findik kabuklarindan elde edilen sirkenin Tiilikkala ve arkadaglar1 [10] ile Mu ve
arkadaglarinin [11] ifade ettigi gibi organik tarim i¢in iyi bir kaynak ve zamanla sentetik kimyasallarin
yerini alabilecegi seklindeki ifadelerinin yani sira bitki patojeni bakterilere karsi bakterisidal
potansiyeline sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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