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Ozet

Domates (S. /lycopersicum L.) diinyada en fazla vyetistirilen ve Ulkemizde
ekonomik ©neme sahip bir bitkidir. Tohumla tasinan patojen bakteriler tohum
endustrisini tehdit eden en ©nemli gruptur ve micadelesi zordur. Bunlardan
domateste bakteriyel kanser ve solgunluk olusturan Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) domateste yaklagik %100’lere varan verim kaybina neden
olmaktadir. Ozellikle fide ddneminden hasada kadar biitiin yetistirme sezonu boyunca
bitkide zarar olusturabilmektedir. Bu calismada ticari olarak dretilen bazi ugucu
yaglarin Cmm (izerine engelleyici etkisi aragtinimistir. Ugucu yaglarin antibakteriyel
etkisi inhibisyon zon caplari (mm) dikkate alinarak agar kuyu difiizyon ydntemine
gore belirlenmistir. Toplam 34 ugucu yaddan 18 adeti Cmm (izerinde %67 ve
Uzerinde engelleyici etki géstermistir. Ticari sabit yadlarin hicbiri, ucucu yadlarin ise
tamami antibakteriyel etki gostermistir. Ayni firmadan farkli zamanlarda temin edilen
ayni ugucu yadlann (S. officinalis L.ve R.officinalis L.) antibakteriyel etkileri arasinda
fark tespit edilmistir. Test edilen yadlar icerisinde Origanum tirleri en etkili ugucu
yadlar olarak tespit edilmistir. Dolayisi ile bu calismada etkili bulunan ugucu yadlar
biopestisit olarak ve tohumda Cmm’nin kontrolu igin 6nerilebilir.

Anahtar kelimeler: Domates, Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastalig,
Ticari ugucu yadlar, Antibakteriyel etki

“Bu makale, sorumlu yazarin Doktora tezinin bir bolimiinden tiiretilmistir.
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Antibacterial effects of some commmercial fixed and essential oils
on causal agent of tomato bacterial cancer and wilt disease

Abstract

Tomato (S. Lycopersicum L.) is the most widely cultivated vegetable grown in
the World and is economically important in Turkey. Within seed-borne pathogens,
bacteria are the most important ones and threating seed industry and its control is
difficult. One of these pathogens Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm) causing tomato bacterial cancer and wilt causes yield loss upto 100 %.
Particularly it affects the plant in whole growing season from seedling stage to
harvest. In this study, inhibitory activity of some commercial essential oils on Cmm
has been investigated. Antibacterial effect of essential oils has been determineted
using agar well diffusion method considering the inhibition zone as diameter (mm).
18 out of 34 essential oils showed 67 % and higher inhibitory effect on Cmm. None
of commercial fixed oils and all of essential oils were showed antibacterial effect.
Essential oils (S. officinalis L. and R. officinalis L.), which is provided at different
times from the same company were observed different antibacterial effects.Thyme
oils of Origanum spp. are the most effective oils within all tested esential oils.
Therefore they can be suggested as biopesticides and control of Cmm on seeds.

Keywords: Tomato, Tomato bacterial cancer and wilt disease, Commercial essential
oils, Antibacterial effect

1. Giris

Domates (Solanum lycopersicum L.) dinyada 161.8 milyon ton ile en
fazla vyetistirilen yas sebze tdridiar (FAO, 2013). 11.8 milyon ton ile
Turkiye'de ekonomik degeri yiiksek sebzelerin basinda yer alan domates
(TUIK, 2013), 6rtii alti alanlarin %48-52'sinde yetistiriimektedir (Anonim,
2013). Domatesin gerek besin dederi gerekse ok cesitli kullanim alanlari
nedeni ile tim diinyada arzi da talebi de yiksektir.

Domates yetistiriciligini kisitlayan en énemli sorunlarin basinda hastalik
ve zararhlar, kuraklk, tuzluluk, distuk ve yiksek sicakliklar gibi biyotik ve
abiyotik stres faktérleri gelmektedir. Domates hastallk ve zararlilan
domatesin pazarlanabilir meyve Kkalitesini ve verimini dlslirmektedir. Bu
etmenler arasinda Ozellikle de tohumla tasinan etmenler hastaligin yayimini
kolaylastirmalari nedeni ile daha biiyiik kayiplar olusturmaktir. Bu baglamda
domatesin tohumla tasinan en Onemli hastali§i bakteriyel kanser ve
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solgunluktur (Fatmi ve Schaad, 2002; Agrawal, 2012). Hastalik etmeni gram
pozitif bir bakteri olup bitin diinyada son yapilan isimlendirmeye goére
Clavibacter  michiganensis  subsp.  michiganensis  (Cmm)  olarak
adlandiriimistir (Gleason vd., 1993). ilk kez 1909'da ABD'de Michigan
eyaletinde Grand Rapids'te domates seralarinda tespitinden bugiine kadar
dinyada domates yetistirilen alanlara yayilmistir (EPPO, 2013). Hastalik,
domates bitki ve meyvesinde %100’lere varan (rin ve kalite kayiplarina
neden olmaktadir (De Leon, 2011). Etmenin, tohumla tasinmasi (Chang,
1992; EPPO, 2005), tohuma uygulanabilen etkili bir preparatin olmayisi
(Anonim, 2014), genetik bariyerler nedeni ile dayanikh gesit gelistirilemeyisi
(Sen vd., 2011) gibi nedenler ile micadelesi zordur.

Ginimizde insan hastaliklarinin  yayginlasmasinin  dogrudan
beslenmeyle ve yasam kalitesiyle badlantili oldugu bilinmektedir. Bu
baglamda tarimda hastalk ve zararli miicadelesinde kullanilan pestisitler
insanlarda hastalik olusumunu tetikleyen en 6nemli grup igerisinde yer
almaktadir (Tiryaki vd., 2010; Mostafalou ve Abdullahi, 2013). O nedenle ki
organik yetistiricilik, entegre Grlin yonetimi, iyi tarim uygulamalari gibi dogal
veya daha az kimyasal kullanimina ydnelik uygulamalar 6nem kazanmustir.
Bilindigi gibi diinyada yaklasik 2000 lizerinde bitkiden ugucu yagd veya ugucu
bilesikler elde edilmektedir (Baser, 2008). Ugucu yadlar dodada gcabuk
dekompoze olmalari, kalinti olusturmamalari nedeni ile 6zellikle organik
yetistiricilikte hastalik ve zararli ydnetiminde 6n plana ¢gikmaktadirlar (Yetgin,
2010).

Bugiine kadar bazi ucucu yadlarin bitki hastalik ve zararl etmenlerinin
kontrollinde kullanimina ydnelik yapilmig birgok calisma mevcuttur (Friedman
vd., 2002; Mondal ve Khalequzzaman, 2009; Al-Rezaa vd., 2010). Bunlarin
bazilarinin Cmm (izerine /n vitro kosullarda etkili oldugunu ve alternatif
micadele araci olarak kullaniimasini éneren ¢ok sayida arastirma bulgusu
rapor edilmistir (Basim vd., 2000; Dimitra vd., 2003; Sahin vd., 2003; Soylu
vd., 2006; Altundag, 2007). Yapilan bu arastirmalarda daha cok bitkinin
toplanarak gikarilan ugucu yadin kullanildi§i goériilmektedir. Oysa alternatif bir
pestisit olarak kullanilabilmesi icin bunlarin ticari Gretimlerinin yapilmasi
gerekmektedir. Ugucu yaglarda antimikrobiyal etkinlik yagin elde edildigi bitki
tir, elde edilme yontemi, bitkinin gelisme doénemi ve kullanilan kismi,
bitkinin yetistigi ekolojik kosullar, antimikrobiyal test yontemi gibi cok sayida
faktore gore degisebilmektedir (Bakkali vd., 2008).

Biitlin bu gerekgeler 1s1i§inda, bu calismada Bati Akdeniz Bolgesinde
ticari olarak Gretimleri yapilan bazi ucucu yaglarin Cmm ile miicadelede
alternatif pestisit olarak kullanimi arastinlmigtir. Toplamda 34 adet ticari
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ugucu vyagin Jin vitro kosullarda Cmm'ye karsi antibakteriyel etkisi
belirlenmistir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal

Bu arastirmada toplam 34 adet ticari ugucu yag kullaniimistir (Cizelge
1). Ucucu vaglar Inan Tarm (Yurtpinar/ANTALYA) firmasindan temin
edilmigtir. Hastalk etmeni olarak Cmm 3/1A isimli izolat kullanilmistir
Hastalik izolati Prof Dr. Yesim AYSAN‘dan (Cukurova Universitesi Ziraat
Fakdltesi, Bitki Koruma Boliimi, Adana) temin edilmistir.

Cizelge 1. Arastirmada kullanilan ticari sabit ve ucucu yaglar

Sabit yaglar Ucucu yadlar

Pelesenk ( Balsamum maccae) Kekik (Origanum onites L.)

Hardal (Sinapsis nigra) Kekik (Origanum vulgare L.)

Aspir (Carthamus tinctorius) Mersin (Myrtus communis L.)
Keten tohumu (Linum usitassimum) Lavanta (Lavandula angustifolia)
Aci badem (Amygdale amara) Nane (Mentha piperita L.)

Kabak gekirdedi (Cucurbita pepo) Nane (Mentha spicata L.)

Susam (Sesamum Indicum) Adacay! (Salvia officinalis L.)?
Uziim cekirdegi (Vitis vinifera) Adacayi (Salvia officinalis L.)°
Corekotu (Nigella sativa) Fesleden (Ocimum basilicum L.)
Bugday ( 7iticum gramineae) Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)°
Ceviz (Juglans regia) Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Gl (Rosa spp.)

Papatya (Matricaria rucutita)
Portakal (Gitrus aurantium Risso)
Limon (Citrus limonum)

Bergamut (Gitrus bergamia)
Defne tohumu (Laurus tohumu)
Defne yapradi (Laurus nobilis)
Rezene (Foeniculum vulgare)
Ardig tohumu (Junjperus communis)
Cam terebentin (Pinus S.p.)
Karabas (Lavandula stoechas)
Targin (Ginnamomum zeylanicum)

@b ¢ ye 4 Ayn| firmaya ait farkll zamanlarda temin edilmis biberiye ve adagayi ugucu yaglarini
ifade etmektedir.
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2.2. Yontem

Arastirma 2009-2010 vyillarinda Bati Akdeniz Tarimsal Arastirma
Enstitlisii, Bitki Saghd Bolimid, Tohum Patolojisi ve Teknolojisi
Laboratuvarinda yirittlmustdir.

2.2.1. Ugucu yadlarin dozlarinin hazirlanmasi

Ucucu vadlar renkli siselerde, buzdolabinda 4°C'de muhafaza
edilmisti. Denemelerde kullanilan ucucu vyag dozlan su sekilde
hazirlanmistir: Ugucu yadlarin ¢éziinddrilmesi amaci ile % 10luk DMSO
(Dimethylsulfoxide) kullanilmistir. 450 ml steril saf su icerisine 50 ml DMSO
eklenerek kanstiriimis ve bu sekilde % 10luk DMSO hazirlanmis, 500 ml’lik
kapakli kahverengi siseye aktarilarak, buzdolabinda +4 °C'de muhafaza
edilmistir (Altundag, 2007).

2.2.2. Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolatinin gelistirilmesi

Gliserol igerisinde -80°C'de muhafaza edilen saf Cmm3/1A izolati
Nutrient Agar (NA, Merck) besi yerine 6ze yardimi ile cizilmis ve petriler
28+2°C'de inkiibasyona birakilmistir. 48-72 saatlik gelisim sonunda
reizolasyonlar yapilarak saf kultir tazelenmistir. Saf kiltlr yar segici besi
yerinde gelisim (SCM Duchefa), KOH testi ve domates fidesine inokulasyon
yapilarak izolatin degerleri kontrol edilmistir.

Taze gelisen saf Cmm 3/1A SCM (Duchefa) besi yerine cizilmis ve 48-
72 saatlik gelisim sonunda steril saf su ile seyreltilerek, yogunlugu
1x108CFU/ml olacak sekilde ayarlanmistir (Multi scan go, 630 nm'de 0.2
degeri).

2.2.3. Antibakteriyel etkinin belirlenmesi

Antibakteriyel etki denemelerinde Agar Kuyu Diflizyon Metodu
kullanilmistir  (Altundag, 2007). Denemede, NA besi yeri otoklav islemi
sonrasl, 45-50°C'ye kadar sicak su banyosunda sogutulmustur. icerisine, 100
ml besi yerine 1 ml bakteri siispansiyonu (1 x10® CFU/ml, yogunlukta Cmm
3/1A) olacak sekilde kanstiriimistir. Petrilere dokilen ve katilasan bu NA besi
yeri denemelerde kullanilmigtir. Negatif kontrol olarak steril saf su ve pozitif
kontrol olarak bakir siilfat (Nanobakir, ticari &nerilen dozu, 250 cc 100 I su)
kullanilmistir. Her bir ugucu yagin 1000 ppm dozu kullaniimigtir. Bu doz
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yapilan 6n calismalarin, daha once yiriitilmis olan diger benzeri arastirma
bulgularinin  sonuglart ve kullanilacak olan dozun ekonomik olarak
uygulanabilir bir doz olmasi kriterleri dikkate alinarak belirlenmistir. Bu
calisma, sonrasinda yuritilecek diger calismalar icin antibakteriyel etki var-
yok yani bir tarama amaci ile yapilmistir. Her bir petri bir tekerriir kabul
edilerek, deneme tesadiif parselleri deneme desenine goére 4 tekerrirli
olarak kurulmustur. Inhibisyon zon (mm) verileri (SAS (r) Proprietary
Software Version 7 (TS P1)) tek yonli varyans (ANOVA) analizine tabii
tutulmustur. Ortalamalar arasi farkliiklar Duncan coklu karsilastirma testine
(P<0.01) gére gruplandinimistir. Inhibisyon zonlari Uzerinden asagidaki
formiile gore ortalama % inhibisyon zon artisi dederleri hesaplanmistir
(Soylu vd 2005).

% inhibisyon zon artisi=100-[(Kontroliin inhibisyon zonu/uygulamanin
zonu) x 100]

3. Bulgular ve Tartisma

Bazi ticari ugucu yaglarin Cmm (izerine antibakteriyel etkileri, /n vitro
kosullarda agar kuyu diflizyon yonteminde olusturduklari inhibisyon zonlari
(mm) Gzerinden belirlenmistir. Toplam 34 adet ticari ugucu yag icerisinde en
yliksek inhibisyon zonu (mm) sirasi ile O. vulgare L. (37.0 mm), O. onites L.
(35.3 mm) ve C. zeylanicum L (22.3 mm) ugucu yadlarinda tespit edilmistir.
En dusik inhibisyon zonunu 2.0 mm ile L. nobifis (tohum) vermistir (Sekil
1a). Antibakteriyel etki (%) dederleri ise, O. vulgare L. (%86.5), O. onites L.
(%85.3) ve C. zeylanicum L (%77.7), L. stoechas L. (%76.2), R. officinalis L.
(%75.1), Rosa spp. (%72.5) olarak tespit edilmistir. En diisiik antibakteriyel
etki gosteren ucucu yadlar ise J. communis L. ve L. nobilis (tohum) olarak
tespit edilmistir (Sekil 1b).

Ticari ugucu yadlar igerisinde Origanum tirl (O. vulgare L. ve O.
onites L) kekik ugucu yaglarinin Cmm gelisimini en fazla inhibe ettigi ve besi
yerinde Cmm gelisimine olanak vermeyen yiksek bir inhibisyon zonu
olusturdugu goériilmistir (Sekil 2). Nitekim daha 6nce yapilan arastirmalarin
bulgulan da bu ucucu yaglarin Cmm‘ye karsi etkili olduklarini gdstermektedir
(Dimitra vd., 2003; Daferera vd., 2003; Sahin vd., 2004; Kizil ve Uyar, 2006;
Altundag, 2007). Genel olarak kekik ugucu yaglarinin Cmm’ye karsi daha
etkili oldugu bilinmektedir. Ticari kekik ( Thymus vulgaris) ve nane (Mentha
spp) ucucu yaglarindan, kekigin tipta patojen kabul edilen bircok gram
negatif ve gram pozitif bakteriye karsi naneye oranla daha yiksek bir
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Sekil 1. Baz ticari ugucu yaglarin Cmm'‘ye kar§| a) olusturdugu inhibisyon zonu (mm)
b) antibakteriyel etki

Sekil 2. O. vulgare L. ugucu yadinin Cmm'ye karsi olusturdugu inhibisyon zonu (mm).
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inhibisyon zonu olusturdudu ve istatistiksel olarak bu farkin 6nemli oldugu
tespit edilmistir (Ertirk vd., 2010).

Ucucu yaglarin ticari Gretimleri ile taze gikariimis Gretimlerinin 6zellikle
iceriklerinin degisebilecedi nedeni ile genellikle farkliliklar olacag kanisi
yaygindir. Nitekim aragtirma bulgulari géstermistir ki farkli zamanlarda temin
edilen ayni bitki tiirlerine (biberiye ve adacayi) ait ucucu yadlarin Cmm’ye
karsl antibakteriyel etkisi arasinda farklilk goriilmiis ve farkli inhibisyon
zonlar olusturmuslardir (Sekil 1a). Benzer sekilde calismada F. vulgare ugucu
yaginin Cmm‘ye karsi 13,3 mm inhibisyon zonu olusturmasina karsin, Soylu
vd., (2006) kendi calismalarinda, Clevenger aparati ile taze cikarilmis £
vulgare ugucu yadinin Cmm'ye karsi disk diflizyon ydntemine gore 9.62 mm
inhibisyon zonu olusturdugunu bildirmislerdir. Her iki calismadaki inhibisyon
zonlar arasindaki fark antibakteriyel test yonteminden kaynaklanabilecegi
gibi, ucucu yadin ticari ve taze liretim olmasindan da kaynaklanmaktadir.

Calismada vyiksek antibakteriyel etki gosteren O. wulgare L. ve
O. onites L. ugucu vyaglarinin GC-MS vyapilan icerik analizlerinde,
0. vulgare'de % 74.05 karvakrol, % 2.59 timol oldudu, O. onites’ de ise %
64.78 karvakrol, %0.97 timol bulundugu tespit edilmistir. Antibakteriyel etki
bu ana bilesenlere gore farklilik gdstermistir. Nitekim bu alanda yapilan diger
calismalarda da ugucu yag icerigindeki ana bilesenlerin antimikrobiyel etkide
onemli rol oynadidi bildirilmistir (Azaz vd., 2002; Bakkali vd., 2008; Evren ve
Tekguler, 2011).

4. Sonug

Toplam 34 adet ticari ugucu yag icerisinden 18 adet ugucu yagin % 67
ve lizerinde antibakteriyel etki gosterdikleri tespit edilmistir. Ugucu yaglar
icinde %86.5 antibakteriyel etki ile O. vulgare L. ve % 85.3 antibakteriyel
etki ile de O. onites L. Cmm gelisimini en fazla engelleyen ticari ucucu yaglar
olmustur. Her iki ugucu yadin igerisinde %60-74 oranlarinda bulunan ana
bilesen karvakrol bu yiiksek antibakteriyel etkiyi situmile etmektedir. Ayni
bitkiye ait farkli zamanlarda ayni firmadan temin edilen ugucu yaglarin
Cmm’ye karsi farkli oranlarda inhibisyon zonu (mm) olusturmalarn ve
antibakteriyel etkilerindeki farkllik ticari ugucu yaglarin kullanilmadan &nce
mutlaka iceriklerinin analiz yapilmasi gerektigini gostermistir. Bu sonug ayrica
ticari veya taze toplanan ve herhangi bir yontemle gikarilan ugucu yadlarin
biyopestisit olarak kullanilabilmesi icin mutlaka standardize edilmesi
gerektigini vurgulamistir.
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Ileride ticari ugucu yaglarin biyopestisit olarak kullanilabilmesi icin
mutlaka standardize edilmesine ve toplanarak cikarilan ucucu yadlar ile
arasindaki farklarin  karsilastinldigi  arastirmalara ihtiyag vardir. Bu
galismalardan basarili sonuglar alinirsa, ugucu yadlarin etkinligini etkileyen
bircok faktor (ticari veya toplama, icerik, test yontemi, yadin elde edilis
yontemi, donemi, bitkinin yetisme kosullari, vejetasyon evresi vb) elimine
edilecedinden, bunlar Cmm gibi micadelesi zor bircok patojen ile
mucadelede kullanilabilecektir. Ayrica organik tarim veya daha az kimyasal
kullanimini 6ngoren dider yetistirme sekillerinde etkili bir tarimsal savasim
yontemi olacaktir. Ucucu bilesiklerin dogada gabuk dekompoze olmalar ve
insan saglg agisindan az risk tasimalari, gelecekte tohum kaynakli
patojenlerin kontroliinde konvansiyonel yontemlere gore alternatif olarak
kullanilma sansini da arttirmaktadir.
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