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Zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ye karsi in vitro kosullarda farkh bitkilerin ugucu
yaglarmin etkisi

Cansu OKSEL! Mustafa MiRIiK!

ABSTRACT

Effect of essential oil against bacterial knot disease caused by Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi in in vitro conditions

The antibacterial effect of essential oils of thyme (Thymus vulgaris), bergamot (Citrus
bergamia), garlic (Allium sativum), french lavender (Lavandula stoechas) clove
(Caryophyllus aromaticum), eucalyptus (Eycalyptus globus) against Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi were investigated. When essential oils were applied by dropping
on absorbent paper disks and mixing with bacterial suspension thyme, bergamot, garlic,
french lavender, clove, eucalyptus essential oils have been found effective more than
others. It is detected that as the dose of essential oils increased, the antibacterial effect
increased. Bacterial population did not change after 24 h growth in different treatment of
essential oils at different times, but relative decrease in bacterial population at 0, 1, 3, and 6
h growing were observed. Especially, thyme essential oil showed the highest antibacterial
effect, in all of the applications in different doses. Thyme was the most effective essential
oil. Bergamot, lavender and eucalyptus essential oils followed the thyme essential oil,
respectively.

Keywords: Essential oil, olive knot disease, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi,
antibacterial, thyme
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Bu ¢alismada bitki ugucu yaglarinin farkli uygulama, doz ve siirelerde Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’ye karsi antibakteriyel etkileri arastirilmistir. Diske uygulama ve
slispansiyona karigtirma yontemleri uygulandiginda kekik (Thymus vulgaris), bergamot
(Citrus bergamia), sarimsak (Allium sativum), karabas, (Lavandula stoechas), karanfil
(Caryophyllus aromaticum) ve okaliptiis (Eycalyptus globus) ugucu yaglari digerlerine gore
daha etkili olurken, besi yerine ugucu yaglarin eklenmesi uygulamasi etkisiz bulunmustur.
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Zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi in vitro kosullarda farkli bitkilerin
ugucu yaglarinin etkisi

Ugucu yag dozu arttirildikga antibakteriyel etkinin de arttigi tespit edilmistir. Farkl
stirelerde uygulanan ugucu yaglarin tamaminda 24 saat sonra yapilan ekimlerde bakteri
popiilasyonunda degisiklik olmazken, 0, 1, 3 ve 6 saat sonra yapilan ekimlerde bakteri
popiilasyonunda dnemli derecede azalma gozlenmistir. Biitiin uygulamalar sonucunda, besi
yerinde Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye kekik ugucu yaginin antibakteriyel
etkisinin en yiiksek oranda oldugu saptanmistir. Kekik ucucu yagi yaninda bergamot,
karabag ve okaliptiis ugucu yaglari da patojene etkili olmustur.

Anahtar kelimeler: Ugucu yag, zeytin dal kanseri, Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi, antibakteriyel, kekik

GIRIS

Zeytin (Olea europea L.) agaci, zeytingiller (Oleaceae) familyasindan, meyvesi
yenen, yaklasik 2000 yil kadar yasayabilen, kutsal bir bitki olarak pek ¢ok kiiltiirde
onemli bir yere sahiptir. Zeytin meyvesi yaglik ve sofralik olarak islenebilen
tarimsal bir iiriin olmasinin yanm sira, zeytinyagina ve salamuraya islenmesi
nedeniyle de tarima dayali sanayi ve ihracatta vazgecilmez {iriinler arasinda yer
almaktadir (Anonim 2014).

Tiirkiye, cografik konumunun zeytin {iretimi i¢in uygun olmasi nedeniyle diinyada
onemli zeytin Ureticileri arasindadir. Gerek zeytin tUretimi ve gerekse zeytinyagi
iiretiminde Tiirkiye diinyada 4. sirada yer almaktadir (TUIK 2013).

Tiirkiye’de ¢ok genis alanlarda tretimi yapilan, i¢ tiiketim ve ihracatimiz igin
onemli bir yere sahip olan zeytin agaclarinda ekonomik kayiplara neden olan
birgok hastalik ve zararli bulunmaktadir. Bakteriyel hastaliklardan Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi (Smith 1908) Janse (1982)’nin neden oldugu zeytin dal
kanseri hastalig1 verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir.

Ulkemizde bu hastaliin, zeytinlerde varligi uzun zamandir bilinmesine ragmen ilk
calismalar Ege bolgesinde Azeri (1993), Ustun ve Aslan (2013); Aydin ve Mugla
illerinde Tatli ve Benlioglu (2004); Bati Akdeniz Bdlgesinde Basim ve Ersoy
(2000); Dogu Akdeniz Bolgesinde (Mirik ve ark. 2004); Marmara Bolgesinde ise
(Mirik ve ark. 2007) tarafindan yapilmistir.

Zeytin dal kanseri hastaligimin etmeni Oleceae ve Apocynaceae familyasina ait
farkli bitkilerde yaprak, siirgiin ve govdede ur olusumuna neden olur. Etmenin
konukgular1 olarak Zeytin (Olea europea L.) (Smith 1908, Young et al. 1978),
Zakkum (Nerium oleander L.) (Wilson 1965), Yasemin (Jasminium officinale L.)
(Janse 1981), Disbudak (Fraxinus excelsior L.) (Janse 1981), Forzitya calisi
(Forsythia sp.) (lacobellis et al. 1998), Mersin ¢alis1 (Myrthus communis) (Mirik ve
ark. 2006), Cilbirt1 calis1 (Fontanesia phillyreoides) (Mirik ve ark. 2011) ve Cin
ardic1 (Loropetalum chinense) (Conner et al. 2013) saptanmuistir.

Enfekteli agaglarin ilizerinde bulunan urlarda canliligini siirdiiren ve buradan
yagmur, riizgar, bocek ve insan hareketleriyle yayilan etmen (Ramos et al. 2012)
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ile miicadele etmek oldukca zordur. Hastaligin 6nlenebilmesi i¢in miicadelesinde
bitkiyi patojenden koruyacak veya yayilmasini Onleyecek kiiltiirel tedbirlerin
almmasi Onerilmektedir. Kimyasal miicadelesinde ise farkli vejetasyon
donemlerinde Bordo Bulamaci kullanimi 6nerilmektedir (Anonim 2008). Ancak
tavsiye edilen kiiltiirel onlemler ile Bordo Bulamaci uygulamasi hastaligin
miicadelesinde yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle daha etkili cevre dostu
alternatiflerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu c¢aligmada hastalikla miicadelede alternatif olabilecegi diisiiniilen, 21 farkli bitki
ekstraktindan elde edilen ugucu yaglarin (Adagayi, Anason, Aloevera, Aspir,
Bergamut, Biberiye, Defne, Isirgan tohumu, Karanfil, Kantaron, Karabas, Kekik,
Kimyon, Lavanta, Melissa, Mersin, Nane, Okaliptiis, Rezene, Papatya, Sarimsak)
farkli dozlarinin hastalik etmeni P. savastanoi pv. savastanoi’ye karsi in vitro
kosullarda etkinligi belirlenmistir.

MATERYAL VE METOT

TUBITAK TOVAG-1060196 nolu proje kapsaminda izole edilen ve tanisi
yapilmig olan Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi 11-1 izolati, besi yerleri,
cesitli kimyasallar, laboratuvar malzemeleri, inkiibator, etiiv, otoklav, pH metre,
spektrofotometre, ticari olarak alinan bitki ugucu yaglar (Cizelge 1) bu ¢aligmanin
materyalini olusturmustur.

Cizelge 1. Denemede kullanilan ticari bitki ugucu yaglar

Ekstrat Adi Firmasi Ekstrat Adi Firmasi Ekstrat Adi Firmasi
Nurs Melissa
éi?\??gls ) Mecitefendi Eﬂrr%f;;tgil:gl)l Lokman (Melissa Hglr(sml;okman
PP Hekim officinalis)
Anason Karanfil Mersin
(Pinpinella Mecitefendi |(Caryophyllus |Mecitefendi Mecitefendi
. ) (Myrtle sp.)
anisum) aromaticum)
Aloevera Kantaron Nurs Nane
Destek (Hypericum  |Lokman (Mentha Mecitefendi
(Aloe vera) . L
perforatum) |Hekim piperita)
Aspir Karabag Okaliptiis
(Carthamus  |Destek (Lavandula Mecitefendi |(Eucolyptus  |Nivalis
tinctorius) stoechas) globus)
Bergamut Nurs Kekik Rezene
(Citrus Lokman (Tymus Destek (Foeniculum  |Mecitefendi
bergamia) Hekim vulgaris) vulgare)
Biberiye . Papatya
(Rosmarinus |Mecitefendi Kimyon .. |Nurs Loman (Matricoria Nurs Lokman
o (Carum carvi) |Hekim : Hekim
officinalis) chamomilla)
Defne Lavanta Nurs Sarimsak
(Laurus Mecitefendi |(Lavandula Lokman (Allium Nivalis
nabilis) officinalis) Hekim sativum)
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Bakteri kiiltiiriiniin gelistirilmesi

Derin dondurucuda gliserol igerisinde saklanan 34 adet Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi Marmara Bolgesi izolatlart ve CFPB 1672 kodlu referans izolatin
gelistirilmesi i¢in King B (20 g Proteose peptone, 1.5 g KoHPO4 15 g
MgS04.7H20, 10 ml Glyserol, 15 g Agar, 1000 ml Saf su, pH= 7.2) besi yeri
kullanilmistir. Taze hazirlanan King B besi yeri iceren petrilere bakteri kiiltiirleri
cizgi ekim seklinde asilanmustir. Petriler 48 saat 25°C’de inkiibe edildikten sonra
krem renkli floresan koloni gelisimleri gdsteren izolatlar segilerek alinmustir
(Lelliot and Stead 1987).

Farkhi ugucu yaglarin in vitro kosullarda Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin gelisimine antimikrobiyal etkisi

Patojenin ml’ deki hiicre sayisinin belirlenmesi

TUBITAK TOVAG-1060196 projesi kapsaminda gerceklestirilen patojenite
calismasinda en biiyiik ur olusumuna neden olan 11-1 izolati, King B besi yerinde
gelistirilen 48 saatlik izolatlar spektrofotometrede 600 nm 0.3 absorbans degerine
ayarlanarak siispansiyonlar hazirlanmigtir. Elde edilen siispansiyondan 1 ml
almarak igerisinde 9 ml nutrient broth bulunan tiiplerde 10®ya kadar seyreltme
serileri yapilmigtir. Her bir seyreltmeden igerisinde King B besi yeri bulunan
petrilere 100 pl siispansiyon konulmus ve bir baget yardimi ile ortam iizerine
yayillmigtir. Her bir seyreltme icin 3 adet petri kullanilmigtir. 25°C’de 48 saat
inkiibasyondan sonra petrilerde gelisen koloniler sayilarak ml’deki hiicre
yogunlugu hesaplanmistir (Klement et al. 1990).

Ticari olarak temin edilen farkli bitki ekstraktlarindan elde edilmis olan ugucu
yaglarin P.S. pv. savastanoi’nin gelisimine antimikrobiyal etkisi, (1) kagit disk
yontemi; (2) sivi besi yerine ugucu yaglari ekleme yontemi; (3) kati besi yerine
ucucu yaglar1 ekleme yontemi olmak iizere ii¢ farkli yontemle arastirilmistir.
Ucgucu yaglarm bu patojene etkisi arastirilirken patojenin ti¢ farkli popiilasyonu
(4x10® hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml) ile ¢alisma yiiriitiilmiis ve
bakteri popiilasyonu arttikca ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitesindeki
degisimler ortaya konmustur.

Birinci yontem: Farkli bitki ekstraktlarindan elde edilmis olan ugucu yaglarin P.s.
pv. savastanoi’nin gelisimine antimikrobiyal etkisi kagit disk yontemiyle
Mangama and Sreeramulu (1981) ve Mirik ve Aysan (2006)’ya gore arastirilmistir.
Calismada, Adacay1 (Salvia spp.), Anason (Pinpinella anisum), Aloevera (Aloe
vera), Aspir (Carthamus tinctorius), Bergamut (Citrus bergamia), Biberiye
(Rosmarinus officinalis), Defne (Laurus nabilis), Isirgan tohumu (Urtica dioica),
Karanfil (Caryophyllus aromaticum), Kantaron (Hypericum perforatum), Karabas
(Lavandula stoechas), Kekik (Tymus vulgaris), Kimyon (Carum carvi), Lavanta
(Lavandula officinalis), Melissa (Melissa officinalis), Mersin (Myrtle sp.), Nane
(Mentha piperita), Okaliptiis (Eucolyptus globus), Rezene (Foeniculum vulgare),
Papatya (Matricoria chamomilla), Sarimsak (Allium sativum) elde edilmis 21 adet
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farkli ugucu yag kullanilmustir. Hastalik etmeni P.S. pv. savastanoi izolatinin 24
saatlik kiiltiiriinden 4x10° hiicre/ml yogunluktaki siispansiyondan 100 pl alinarak
King B besi ortami bulunan petrilere baget ile yayilmistir. Petrilere 1 cm ¢apinda
birbirine esit uzaklikta olan ti¢ adet steril kagit disk yerlestirilmistir. Kagit diskler
iizerine 20 pl ucucu yag damlatilarak emdirilmistir. Petrilerin kapagi parafilm ile
sarildiktan sonra petriler 25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis, farkl
zamanlarda petri kaplarindaki bakteri gelisimi izlenmis ve petrilerde olusan
inhibisyon zonlar1 cetvel ile Olgiilerek degerler “mm” olarak kaydedilmistir.
Negatif kontrol olarak 100 pl steril su, pozitif kontrol olarak 100 pl streptomisin
stilfat kagit disklere emdirilmistir. Deneme 3 tekrarli ve her tekrarda 3 kagit disk
olacak sekilde kurulmustur. Ayni iglemler patojen bakterinin 4x10* ve 4x10°
hiicre/ml yogunluklar1 i¢in de yapilmistir. Calisma sonunda, farkli ugucu yaglarin
P.s. pv. savastanoi nin ii¢ farkli popiilasyonuna olan antimikrobiyal etkisi ortaya
konmustur.

ikinci yontem: Sivi besi yerine eklenen ugucu yaglarin P.s. pv. savastanoi’ye
antimikrobiyal etkisi Balestra et al. (2009)’a gore arastirilmistir. Calismada birinci
yontemde etkili bulunan 6 farkli bitki ekstraktindan elde edilen ugucu yag
(Bergamot, Karabag, Karanfil, Kekik, Sarimsak, Okaliptiis) kullanilmigtir.
Patojenin ii¢ farkli popiilasyonu (4x10% hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10°
hiicre/ml) ile ugucu yagin dort farkli (25, 50, 75 ve 100 ul) dozu caligmada
denenmistir. P.S. pv. savastanoi izolatinin 24 saatlik kiiltiirinden, tiipte 9 ml’lik
sivi besi yerinde hazirlanan, 4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml
yogunluktaki siispansiyonlarina 25, 50, 75 ve 100 pl dozunda ugucu yaglar
eklenmis ve tiiplerin agz1 dnce pamukla sonra parafilmle kapatilmistir. Ugucu yag
uygulamasindan 0, 1, 3, 6, 12 ve 24 saat sonra her bir uygulamadan 100 pl alinarak
iic tekrar olacak sekilde petrilere yayma yontemi kullanilarak bakteri ekimi
yapilmis ve petrilerde gelisen koloni saymmi yapilarak bakteri popiilasyonu
hesaplanmigtir. Hesaplanan degerler sayisal olarak biiyiik degerler oldugu igin logio
tabanina ¢evrilmistir. Deneme 3 tekrarli olarak her tekrarda tek tiip olacak sekilde
kurulmustur. Denemede negatif kontrol olarak su, pozitif kontrol olarak
streptomisin  kullanilmigtir. Uygulamadan hemen sonraki (0 saat) bakteri
popiilasyonuyla ilerleyen saatlerdeki bakteri popiilasyonu karsilagtirilarak farkli
ucucu yaglarin sivi  kiiltiirdeki patojen bakteriye antimikrobiyal etkisi
arastirilmugtir.

Uciincii yontem: Balestra et al. (2009)’a gore kat1 besi yerine eklenen ugucu
yaglarin P.s. pv. savastanoi’ye antimikrobiyal etkisi arastirilmistir. Caligmada
birinci yontemde etkili bulunan 6 farkli bitki ekstraktindan elde edilen ugucu yag
(Bergamot, Karabag, Karanfil, Kekik, Sarimsak, Okaliptiis) kullanilmigtir.
Patojenin ii¢ farkli popiilasyonu (4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10°
hiicre/ml) ile ugucu yagin dort farkli (25, 50, 75 ve 100 pl) dozu caligmada
denenmistir. Taze hazirlanan 9 ml King B besi yeri cam tiipler igerisine konularak
otoklavda steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikan tiipler 40°C’deki su banyosuna
konularak sogumas1 saglanmistir. [lik besi yerleri steril kabinde igerisine 25, 50, 75
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ve 100 pl dozlarinda ugucu yaglar eklenmis ve vortekslenerek petrilere
dokiilmiistiir. P.s. pv. savastanoi izolatimin 24 saatlik kiiltiiriinden, 4x10® hiicre/ml,
4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml yogunluktaki siispansiyonlarindan 100 pl
alimarak igerisinde ugucu yag ve King B besi yeri bulunan petrilere baget ile
yayllmigtir. Daha sonra petrilerin etrafi parafilmle sarilarak inkiibatore
yerlestirilmistir. 24 saat sonra petrilerde bakteri gelisimleri ve koloni sayimlari
yapilarak degerlendirilmistir.

SONUCLAR

Farkhi ugucu yaglarin in vitro kosullarda Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin gelisimine antimikrobiyal etKkisi

Patojenin ml’ deki hiicre sayisinin belirlenmesi

Spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 0.3 absorbans degerinde hazirlanan
bakteri siispansiyonunun 4x10° hiicre/ml oldugu hesaplanmustir. Yapilan o6n
calismalarda 10° hiicre/ml’de koloni gelisimi sayilamayacak kadar yogun oldugu
i¢in denemelerde 102 hiicre/ml yogunlugunda bakteri siispansiyonu kullamlmugtir.
Buradan seyreltme serileri hazirlanarak ugucu yaglarin bakteriyel etmene etkisinin
saptanacag calismalarda, patojenin 4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10°
hiicre/ml popiilasyonu kullanilmustir.

Birinci yontem: Farkli bitki ekstraktlarindan elde edilen ugucu yaglarin, P.s. pv.
savastanoi’nin ii¢ farkli popiilasyonuna (4x10® hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10°
hiicre/ml) in vitro kosullardaki etkisinin kagit disk yontemine goére arastirildig
calismada, ugucu yag eklenen filtre kagidinin etrafinda, 48 saat sonra Olgiilen
engelleme alani (zon) degerlerine gore, okaliptiis, karabas, karanfil ve kekik ugucu
yaglarmin etkili oldugu belirlenmistir. Adagayi, aloevera, anason, aspir, bergamut,
biberiye, defne, 1sirgan tohumu, kantaron, kimyon, lavanta, melissa, mersin, nane,
papatya, rezene ve sarimsaktan elde edilen ugucu yaglarin P.s. pv. savastanoi’nin
iic farkli popiilasyonunun (4x10% hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml)
gelisimine herhangi bir antimikrobiyal etkisinin olmadig1 saptanmistir. P.s. pv.
savastanoi’nin en yiiksek popiilasyonu olarak 4x10° hiicre/ml kullamldiginda,
kekik ugucu yagi 2.40 mm engelleme alani olusturarak en basarili ugucu yag olarak
saptanmig ve bunu 1.11 mm’lik engelleme alaniyla karabas ucucu yagi izlemistir.
Patojen popiilasyonu 4x10* hiicre/ml’ye diistiigiinde, antimikrobiyal etki gdsteren
ucucu yag sayist dorde c¢ikmis ve okaliptiis, karabas, karanfil ile kekik ugucu
yaglarinda 0.32-3.60 mm arasinda degisen engelleme zonlar1 tespit edilmistir. P.s.
pv. savastanoi’nin 4x10* hiicre/ml kullamldiginda, kekik ugucu yaginda 3.60
mm’lik engelleme zonuyla en basarili ugucu yag olmus bunu sirasiyla 1.60, 0.90 ve
0.32 mm’lik engelleme zonuyla karabas, karanfil ve okaliptiis ugucu yagi
izlemistir. Patojen popiilasyonunun 4x10® hiicre/ml yogunlugunda sonuglar 4x10*
hiicre/ml popiilasyonuyla benzer bulunmustur. Ayni1 dort ugucu yag daha yiiksek
oranda etki gostererek basarili olmustur. Kekik ugucu yaginda 3.70, karabas ucucu
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yaginda 2.60, karanfil ugucu yaginda 1.30 ve okaliptiis ugucu yaginda 1.00 mm’lik
patojeni engelleme zonu Olgiilmiistiir (Cizelge 2). Negatif kontrol olarak suyun
kullanildigr  petrilerde  bakteri populasyonunda herhangi bir azalmaya
rastlanmamistir. Suyun bakteri gelisimini engellemede hicbir etkisinin olmadig
goriilmiistiir. Pozitif kontrol olan streptomisin kullanildiginda petride bakteri
gelismedigi gdzlenmistir.

Cizelge 2. Farkli ugucu yaglarin kagit disk yonteminde olusturdugu inhibisyon zonlar1

(mm)

Ucucu Yaglar 4x10° hiicre/ml 4x10" hiicre/ml 4x10° hiicre/ml
Okaliptiis 1.00 0.32 0.00
Karabag 2.60 1.60 1.11
Karanfil 1.30 0.90 0.00
Kekik 3.70 3.60 2.40
Sarimsak 0.00 0.00 0.00
Adagay1 0.00 0.00 0.00
Anason 0.00 0.00 0.00
Aloevera 0.00 0.00 0.00
Aspir 0.00 0.00 0.00
Bergamot 0.00 0.00 0.00
Biberiye 0.00 0.00 0.00
Defne 0.00 0.00 0.00
Isirgan Tohumu 0.00 0.00 0.00
Kantaron 0.00 0.00 0.00
Kimyon 0.00 0.00 0.00
Lavanta 0.00 0.00 0.00
Melisa 0.00 0.00 0.00
Mersin 0.00 0.00 0.00
Nane 0.00 0.00 0.00
Rezene 0.00 0.00 0.00
Papatya 0.00 0.00 0.00

ikinci yontem: 4x10° hiicre/ml, 4x10* hiicre/ml ve 4x10° hiicre/ml yogunlugunda
hazirlanan bakteri siispansiyonlar igerisine farkli dozlarda eklenen ucucu yaglar
P.s. pv. savastanoi’nin gelismesini engellemistir. Cizelge 3’de de goriildiigi gibi
etkileri farkli olmustur. Ayn1 zamanda bakteri yogunluguna bagli olarak da farkli
etki gostermistir. Bakteri yogunlugu arttikca etki kekik ucgucu yagi hari¢ diger
ucucu yaglarda etkilidir. Cizelge 3’de karabas ucucu yaginda goriildiigii gibi
uygulama dozundan ziyade uygulama zamaninin ugucu yagin etkinligi tizerine
daha fazla etkisinin oldugu saptanmistir. Negatif kontrol olarak su kullanildiginda
bakteri populasyonunda herhangi bir azalmaya rastlanmamistir. Suyun bakteri
gelisimini engellemede higbir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Pozitif kontrol olan
streptomisin kullanildiginda petride bakteri gelismedigi gozlenmistir.

Uciincii  yontem: Kati besiyeri (King B)’ne ugucu yaglarm eklenmesi ile
gerceklestirilen bu yontemde su kontroller ile ugucu yag karakterleri arasinda

271



Zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi in vitro kosullarda farkli bitkilerin
ugucu yaglarinin etkisi

koloni sayis1 bakimindan farklilik gozlenmistir. Boylece bu yontemin bakteri
gelisimine higbir etkisi olmadigi kararina varilmistir. Cilinkii ugucu yagin besi
yerine karistirilarak kullaniminda bakteri popiilasyonu ugucu yag kullanilmamis
kontrole yakin yogunlukta bakteri gelisimi gozlenmistir. YoOntemin etkisiz
olmasinin nedenleri olarak; sicakligin ugucu yagin etkinligini bozabilmesi veya
petriye dokiildiigiinde sicaklikla birlikte ugucu yagin buharlagsmasindan
kaynaklandig diistintiilmektedir.

Cizelge 3. Ugucu vyaglarin farkli doz ve siirelerinin sivi besi yerindeki patojen
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi popiilasyonuna etkisi (hiicre/ml)

4 x 102 hiicre/ml 4 x 10* hiicre/ml 4 x 10° hiicre/ml
25 | 50 | 75 | 100 | 25 |50 | 75 | 100 | 25 50 75 | 100
pl | pl [ pl | pl [pl | pl|pl| pnl ul ul ul wl
36(33(30|31|46[40(38| 38 | 56 | 44 | 46 | 44
36(133(26|29 |46|40(3.7| 38 | 56 | 44 | 44 | 24
36|36(36|35|46(45|43| 45 | 56 | 56 | 56 | 56
36(38(39|39 |46|46|47| 46 | 56 | 50 | 56 | 56
24 |1 36|36|36| 36 (46|46|46| 46 | 56 | 56 | 56 | 56
0 |31|17|24]| 17 |40|28|33| 27 | 44 | 33 | 3.7 | 3.2
1 34|26 |26 24 |41|36(|36| 34 | 45 | 40 | 48 | 3.8
3 |36(31[31|30(46(40(40| 40 | 56 | 44 | 44 | 44
6 | 36|36|36| 34 (46(43[43| 42 | 56 | 48 | 48 | 4.6
24 | 36|36 |36| 36 |46|46|46| 46 | 56 | 56 | 56 | 5.6
0 |34(21|22|20|41|29|31| 28 | 45 | 34 | 34 | 3.2
1 (32|23 |21|27 |41|130(|27| 26 | 45| 36 | 34 | 3.3
35|125(22| 20 |44|131|28| 28 | 54 | 35 | 3.6 | 3.2
6 |36(25(22|19 (44(33|30| 16 | 56 | 39 | 36 | 3.2
24 |1 36|36|36| 36 (46|46|46| 46 | 56 | 56 | 56 | 56
0 |36(33|32|38(46(39|40| 3.7 |56 | 45 | 44 | 4.2
1 /36|34|32|30(46|40|40| 38 | 56 | 45 | 44 | 43
3 |36(36(36|35(46(34(45| 44 | 56 | 52 | 56 | 5.3
6 [|36(36|36| 36 |46|46|46| 46 | 56 | 56 | 56 | 54
24 | 36|36 |36| 36 |46|46|46| 46 | 56 | 56 | 56 | 50
0 | 2819|2827 (36(29(31| 34 | 41 | 3.7 | 3.7 | 3.9
1 128|00(19|32|35|29(30| 46 | 41| 35 | 3.7 | 45
3 |26(22|31|23|36(31(32| 39|39 | 45| 38 | 47
6 [ 31(30(24|00 (40(36(35| 22 | 44 | 41 | 44 | 47
24 |1 36|36|36| 36 (46|46|46| 46 | 56 | 56 | 56 | 56
0 |22](00|00|00(34|00|00| 00 | 44 | 28 | 00| 0.0
1 /10,0000 |00(25|00|00| 00| 29 | 00| 19| 25
14100|10| 0.0 |{27(0.0|00| 19 | 31 | 22 | 26 | 2.2
6 [10[(00|00| 00 |25(00]|19| 16 | 33 | 23|22 |19
24 {19]00|14| 00 |27|00|00| 20 | 41 | 23 | 28 | 45

Ucucu | Saa
Yaglar | t

O|WlRL| O

KARANFIL | SARIMSAK |BERGAMOT| KARABAS |OKALIiPTUS
w

KEKIK
w
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TARTISMA VE KANI

Bu calismada kullanilan {i¢ farkli yontemde, farkli patojen bakteri (P.S. pv.
savastanoi) yogunlugu ve farkli dozlarda bitki ugucu yaglar1 kullanilarak patojen
popiilasyonuna olan antimikrobiyal etkisi arastirtlmistir. Calismada 21 bitkinin
ucucu yag1 kullanilmig fakat alt1 tane ugucu yag (Bergamut, Karabas, Karanfil,
Kekik, Okaliptiis, Sarimsak) etkili bulunmustur. Bu durum zeytin dal kanseri
hastaligimmin ~ miicadelesinde ucgucu yaglarm alternatif olusturabilecegini
diisiindlirmiistiir.

Kagit disk yonteminde en etkili sonucu kekik ugucu yagi vermistir. Kekik ucucu
yag1 4x10° yogunlukta 3.70 mm, 4x10* yogunlukta 3.60 mm inhibisyon zonu
olustururken 4x10° yogunlugunda ise 2.40 mm inhibisyon zonu olusturarak petride
en etkili inhibisyon zonunu olusturmustur. Patojen bakteri popiilasyonu arttikca
cogu yagin antimikrobiyal etkisinin azaldig1 ortaya konmustur. Bu durum pek ¢ok
calismada da gosterilmistir (Balestra et al. 2009). Basarili buldugumuz kekik ve
karabas kekigin bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisini gosteren pek ¢ok caligma
mevcuttur (Basum et al. 2000). Benzer sekilde kekik ve karabas kekikten elde
edilen ugucu yaglarm P.s. pv. savastanoi’ye antimikrobiyal etkisi bu ¢alismayla
ortaya konmustur.

Siispansiyon igerisine ucucu yag eklenerek yapilan denemede disk yonteminde de
oldugu gibi kekik ugucu yag1 yine etkili sonug vermistir. Kekik ugucu yag1 4x10°,
4x10* ve 4x10° bakteri yogunlugunda bakteri gelisimini engelledigi goriilmiistiir.
Balestra et al. (2009) yaptiklar1 calismada benzer sonuglari elde etmistir. Ancak bu
calisma kapsaminda kekik ugucu yagindan in vitro’da elde edilen olumlu
sonuglarin in vivo’da da testlenmesi gerekmektedir. Saksi ve arazide doga
kosullarinda gergeklestirilen in vivo c¢alismalarinda basarili sonuglar alinmasi
durumunda bu yagin miicadele programlarina dahil edilmesi hastaliga karsi bir
alternatif olusturabilecektir.

Sarimsak ve adagay1 ugucu yaginin P.S. pv. savastanoi’ye karsi etkili bir sonug
vermemesinin sebebi olarak; ugucu yagin buharlasmasindan dolay1 etkinliginin
kisa siirede kaybolmasi veya bu ugucu yaglarin elde edilme metodunda etkili olan
allicin gibi  fenolik bilesiklerin yapisinin  bozulmasindan kaynaklandigi
diisiillmektedir. Bu nedenle basarili uygulamalar i¢in ugucu yag elde edilme
metodunun degistirilmesi ile daha basarili sonuglara ulagilabilecegi tahmin
edilmektedir.

Ucgiincii yontem olarak denedigimiz besi ortami igerisine koydugumuz tiim ugucu
yaglarin bakteri gelisimini etkilemedigi goriilmiistiir. Ortamin sicakligindan dolay1
ucucu yagin etkisi kayboldugundan bu yoOntemin gelecekteki denemelerde
kullanilmasi uygun bulunmamustir. Mirik ve Aysan (2002) yaptiklari ¢alismada
otoklavda steril ettikleri sarimsak ekstraktinin domates ve biber bakteriyel leke
hastaligina kars1 etkisiz oldugunu, soguk sterilizasyon yaptiklarinda ise sarimsak
ekstraktinin bitki patojeni bakteriye karsi etkili oldugunu belirlemislerdir. Bu

273



Zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi in vitro kosullarda farkli bitkilerin
ugucu yaglarinin etkisi

calismada goriildigi gibi, sicakligin bitki ekstraktlar1 ve ugucu yaglarin patojenlere
etkilerini azalttig1 veya ortadan kaldirdigini1 géstermektedir.

Sonug olarak P.s. pv. savastanoi’ye karsi kekik ugucu yagmm in vitro da test
edilen diger ucucu yaglara gére en etkili oldugu ortaya c¢ikmustir. In vitro
denemelerde elde edilen basarili sonuglarin pratikte kullanilmasi icin arazi
calismalarinin yapilmasi gerekmektedir. Doga kosullarinda da etkili olmastyla bu
yagin entegre miicadele programi igerisine alinmasi faydali olacaktir. Daha sonra
yapilacak olan ¢alismalarda ugucu yag yerine etkisi daha kalici oldugu diigiiniilen
bitki ekstrati daha uygun olacaktir.
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