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OZET

BiTKi UCUCU YAG VE ONEMLI BILESENLERININ
KARPUZ BAKTERIYEL MEYVE LEKESI HASTALIK ETMENI
Acidovorax citrulli UZERINE OLAN ANTIBAKTERIYEL

ETKINLIKLERININ in vitro KOSULLARDA ARASTIRILMASI

Bu ¢alisgmada, Lamiaceae familyasina ait karabas kekik (Thymbra spicata L. subsp.
spicata), kaba kekik (Thymus serpyllum L.) mercankosk (Origanum majorana L.), lavanta
(Lavandula stoechas L. var. stoechas), ogul otu (Melissa officinalis L.), nane (Mentha
spicata L.), adacay1 (Salvia officinalis L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ve feslegen
(Ocimum basilicum L.) gibi bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri gaz
kromotografi-kiitle spektroskopi (GC-MS) ile analiz edilmis, elde edilen ugucu yaglar ve bu
yaglarin onemli bazi ana bilesenlerinin antibakteriyel etkinlikleri tohum kokenli karpuz
bakteriyel meyve leke hastaligi etmeni Acidovorax citrulli’ye karst in vitro kosullarinda
aragtirilmstir.

Ugucu yaglarin antibakteriyel etkinlikleri agar disk difiisyon ve mikro sulandirma
yontemleri kullanilarak arastirilmistir. Thymra spicata ugucu yagi bakteriyel etmene karsi
20.7 mm ¢apinda engelleme bolgesi olusturan en etkili yag olmustur. Bu yagi sirasi ile 13.7,
94, 8.3, 8.0, 7.7, 7.4, 7.3 mm ¢apinda engelleme bdlgesi olusturan Thymus serpyllum,
Origanum majorana, Melissa officinalis, Mentha spicata, Salvia officinalis, Rosmarinus
officinalis ve Ocimum basilicum ugucu yaglar1 takip etmistir. Lavandula stoechas ugucu
yagl 6.7 mm c¢apinda engelleme bolgesi olusturarak en diisiik etkinlik gosteren yag
olmustur. Bakteri ¢ogalmasint durduran minimum engelleyen dozlar1 (MIC) mikro
sulandirma yontemi ile belirlenmistir. Kullanilan tiim ugucu yaglar test edilen bakteriyel
etmene karsi 6 ila 40 mg/ml degisen konsantrasyonlarda antibakteriyel etkinlik gostermistir.
Test edilen ugucu yaglar arasinda en disiik ECsy degeri T. spicata i¢in 1.98 mg/ml, en
yiiksek ECso degeri ise L. stoechas i¢in 15.42 mg/ml olarak belirlenmistir.

T. spicata igin carvacrol (%66.86) T. serpyllum i¢in thymol (%41.03), O. majorana igin
4-terpineol (%31.67), M. spicata i¢in carvone (%55.58), M. officinalis i¢in z-citral
(%23.58), R. officinalis i¢in 1,8-cineole (%18.47), O. basilicum igin linalool (%30.23),
S. officinalis i¢in camphor (%24.59) ve L. stoechas i¢in alpha-fenchone (%51.07) bitki
ucucu yaglarmin ana bilesenleri olarak belirlenmistir. Bitki ugucu yaglarin yani sira
carvacrol, linalool, thymol, camphor, anethole, carvone, menthol, eugenol ve
cinnamaldehyde gibi ana bilesenlerinde antibakteriyel etkinlikleri belirlenmistir. Test edilen
bilesenlerden carvacrol, eugenol ve cinnamaldehyde en etkili ana bilesenler olup, kullanilan
en diisiik konsantrasyonlarda dahi bakteriyel ¢ogalmasini tamamen engellemislerdir.

Bitki ugucu yaglar ve ana bilesenlerin gostermis oldugu gii¢lii antibakteriyel etkinlikleri,
bu bilesenlerin hastalik etmeni A. citrulli’ile miicadelede kullanilma potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir. Bakteriyel etmenin tohum kokenli olmasi nedeni ile bu tiir dogal
bilesikler hastalikla ~miicadelede tohum uygulamasi olarak kullanilabilecegini
gostermektedir. Bu bakimdan o6zellikle kekik ve benzeri bitkilerin ugucu yaglar1 ve ana
bilesenlerinden carvacrol, eugenol ve cinnamaldehyde’in tohum dezenfeksiyonu
uygulamalarinda kullanilma potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

2012, 64 sayfa

Anahtar Kelimeler: Acidovorax citrulli, antibakteriyel, ugucu yaglari, karpuz, bakteriyel
meyve leke hastaligi, tibbi bitkiler
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL EFFICIENCIES OF ESSENTIAL
OILS and MAIN CONSTITUENTS AGAINST WATERMELON BACTERIAL
FRUIT BLOTCH DISEASE AGENT Acidovorax citrulli in vitro CONDITIONS

In this study, chemical compositions of essential oils (EOs) derived from several plant
species belonging to Lamiaceae family such as thyme (Thymbra spicata L. subsp. spicata
and Thymus serpyllum L.), origanum (Origanum majorana L.), mint (Mentha spicata L.),
lavender (Lavandula stoechas L. subsp. stoechas), Lemon balm (Melissa officinalis L.),
rosemary (Rosmarinus officinalis L.), and basil (Ocimum basilicum L.) were analyzed by
means of gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) and antibacterial activities of
these EOs and some major constituents were investigated against seed-borne plant
pathogenic bacterium Acidovorax citrulli, causal agent of bacterial fruit blotch of
watermelon in vitro conditions.

Antibacterial activities of the essential oils were assayed by using agar disk diffusion
and micro broth dilution methods. Different degrees of bacterial growth inhibition by the
EO were recorded as inhibition zones using the agar disk diffusion method. The EO from
Thymbra spicata was the most effective against the bacterial agent giving mean inhibition
zones of 20.7 mm diameter. This essential oil was followed by Thymus serpyllum,
Origanum majorana, Melissa officinalis, Mentha spicata, Salvia officinalis, Rosmarinus
officinalis and Ocimum basilicum essential oils with mean inhibition zones of 13.7, 9.4, 8.3,
8.0, 7.7, 7.4, 7.3 mm diameter respectively. The EO from Lavandula stoechas was the least
inhibitory giving mean inhibition zones of 6.7 mm diameter. By using micro agar broth
dilution assay, minimum bactericidal concentrations of the essential oil varied 6 to 40
mg/ml, depending on the plant species. The lowest and highest ECs, values were recorded
for thyme (1.98 mg/ml) and lavender (15.42 mg/ml) essential oils respectively.

Carvacrol (66.86%) for Thymbra spicata, thymol (41.03%) for Thymus serpyllum, 4-
terpineol (%31.67) for Origanum majorana, carvone (%55.58) for Mentha spicata, z-citral
(%23.58) for Melissa officinalis, 1,8-cineole (%18.47) for Rosmarinus officinalis, linalool
(%30.23) for Ocimum basilicum, camphor (%24.59) for Salvia officinalis and alpha-
fenchone (%51.07) for Lavandula stoechas were found as major compounds. In addition to
essential oil, antibacterial effects of major components of oils of different medicinal plants
such as carvacrol, linalool, thymol, camphor, anethole, carvone, menthol, eugenol and
cinnamaldehyde were also investigated against the bacterial agent. Among the tested
compounds, carvacrol, eugenol and cinnamaldehyde were completely inhibited bacterial
agent at the lowest concentrations used.

Laboratory screenings of plant essential oils and their major compounds have given
encouraging results, indicating their potential use in the management of diseases caused by
Acidovorax citrulli. As the bacterial agent known to be transmitted through seeds, one of
the way of application of the the plant essential oil is as a seed treatment. In this aspect,
especially essential oils of thyme-like plants and their major compound carvacrol, eugenol
and cinnamaldehyde appear to be promising as an seed disinfectants

2012, 64 pages

Key words: Acidovorax citrulli, Antibacterial, essential oils, watermelon bacterial fruit
blotch disease, medicinal plants
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

DMSO Dimethyl sulfoxide (¢oziicii)

ECs Bakteri cogalmasini %50 diizeyde engelleyen etkili
konsantsrasyon

EO Ugucu yag (Essential Oil)

GC-MS Gas Cromotogrophy-Mass Spectroscopy (Gaz kromotogrofi ve
kiitle spektroskopi)

HR Hypersensitive reaksiyon (Asir1 Duyarlilik Reaksiyonu)

KB King’s B Agar

LB Luria Broth s1v1 bakteri besi ortami1

MIC Minimum engelleyen doz

NA Nutrient Agar kat1 besi ortami

REMA Resazurin mikrotitrasyon assay testi

RT Alikonma zamani (Retantion time)

RI Alikonma Indisi (Retantion index)
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1. GIRIS

Tiirkiyede tarimsal iiretim agisindan Onemli bir paya sahip olan kabakgiller
Plantae alemi, Magnoliophyta (Kapali tohumlular) boliimii, Magnoliopsida (iki
cenekliler) smifi, Cucurbitales takimi, Cucurbitaceae familyasina dahil bitkilerdir.
Cucurbitaceae familyasi i¢inde 118 cins ve 825 tiir bulundugu bildirilmektedir (Jeffery,
1990). Bitkiler alemi i¢inde Cucurbita cinsine dahil olan bitkiler, morfolojik olarak en
fazla genetik gesitlilik gdsteren cinslerden biridir (Robinson ve Decker-Walters, 1997).
Bu cins i¢inde ekonomik 6neme sahip olan ve kiiltiirii yaygin olarak yapilan en 6énemli
tirler, Citrullus lanatus (Thunb.) Matsum. & Nakai (karpuz), Cucurbita maxima Duch.
(kislik kestane kabaklari), Cucurbita moschata (Duch ex.Lam.) (kislik bal kabaklar1),
Cucurbita pepo L. ve Cucurbita argyrosperma Hiber. (yazlik kabaklar)’lar olarak
bildirilmektedir (Inan, 2008).

Kabakgiller (Cucurbitaceae) familyasina dahil tek yillik bir bitki tiiri olan karpuz
bitkisel protein ve cesitli vitaminler bakimindan oldukca zengin bir bitkisel iiriin olup
diinya iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde yaz mevsiminde en fazla tiiketilen meyveler
arasinda yer alir. Kalp krizinin yani1 sira bazi kanser tiirlerine karsi etkili olan
karetenoidlerden likopen’ce zengin olan karpuz iiretimi son yillarda hizla artis gostermis
olup karpuz tarimi, diinyada ve Tiirkiye'de olduk¢a genis bir alana yayilmistir. Diinyada
3.694.595 ha alanda 95.292.051 ton karpuz iiretilmektedir. Toplam iiretim acisindan
Tiirkiye 139.000 ha alanda 4.002.280 ton iiretimi ile Cin’den sonra (67.203.275 ton)
ikinci sirada yer almaktadir. Tiirkiye’yi iran (3.400.000 ton), Brezilya (1.950.000 ton)
ve A.B.D (1.793.000 ton) izlemektedir (Anonymous, 2008).

Tiirkiye’nin tarim yapilan 21.384.000 ha’lik alaninin 802.000 ha’lik alaninda
yaklagik 10.000.000 ton sebze iiretimi yapilmaktadir. Bu iiretimin yaklasik %74.9’1m1
(7.490.012 ton) kabakgiller (Cucurbitacea) familyasina ait sebze tiirleri (hiyar, kabak,
kavun, karpuz) olusturmaktadir (Anonim, 2010). Karpuz iiretimi, Tirkiye istatistik
Kurumunun 2010 yilinda yayinlamis oldugu tarimsal iiretim verilerine gore 7.490.012
ton kabakgil tretiminin 3.683.103 tonluk (%49.1) miktar1 ile birinci sirada yer
almaktadir (Anonim, 2010). Tiirkiye’de 2010 yil1 Tarimsal Uretim Istatistiklerine gore
en fazla karpuz 1.467.986 tonluk iiretim (yaklasik iilke tiretiminin %40) ile Akdeniz
bdlgesinde yapilmustir.



Akdeniz bolgesinde ise en fazla karpuz tarimi 929.731 ton ile Adana ve Mersin ;
118.534 ton ile Osmaniye, Hatay ve Kahramanmaras illerinde yapilmistir (Anonim,
2010).

Ulkemiz ekonomisi igin énemli bir bitki olan karpuz iiretimi bakteriyel, fungal ve
viral hastalik etmenleri tarafindan olumsuz yonde etkilenmektedir.

Karpuz iiretimini ve verimi olumsuz yonde etkileyen ve bir¢ok cinse dahil 6nemli
bakteriyel hastalik etmenleri bulunmaktadir. Bunlardan en Onemlileri 6zellikle
meyvelerde ve yapraklarda hastalik belirtilerine neden olan Acidovorax avenae subsp
citrulli, Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Xanthomonas campestris pv.
cucurbitae; bakteriyel solgunluga neden olan Erwinia tracheiphila; yumusak ciiriiklige
neden olan Erwinia spp. (Erwinia caratovora subsp. caratovora ve Erwinia ananas),
Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas viridiflava’dir (Smith ve ark.,
1988; Williams ve Zitter, 1996; Zitter ve ark., 1996; Jones ve ark., 2001; Aysan ve ark.,
2003; Mirik ve ark., 2004; Walcott ve ark., 2004; Aysan ve ark., 2005; Aysan ve ark.,
2006). Bu hastalik etmenleri 6zellikle 1liman iklim bdlgelerinde ve inokulumun fazla
oldugu algak tiinel sera ve acik alan karpuz yetistiriciligi yapilan alanlarda 6nemli
zararlar meydana getirmektedir.

S6z konusu bakteriyel etmenler arasinda yer alan ve tez ¢calismalarimiza konu olan
karpuz bakteriyel meyve leke hastaligi (watermelon bacterial fruit blotch) etmeni,
Acidovorax avenae subsp. citrulli (Schaad et al.) Willems et al. [=Pseudomonas
pseudoalcaligenes subsp. citrulli (Willems et al., 1992)] kabakgiller familyasina dahil
bircok bitkide Onemli {iriin kayiplarina sebep olur. Son yillarda bakteriyel etmen
Acidovorax avenae’nin farkli tiirleri {izerinde yapilan en son taksonomik g¢aligsmalar
Acidovorax avenae subsp. citrulli'nin taksonomik adini yeniden diizenleyerek
Acidovorax citrulli comb. nov. olarak isimlendirilmesini 6nermistir (Schaad ve ark.,
2008). Hastalik etmeni gram negatif, tek polar kamg¢iya sahip olup, besi ortaminda
floresan Ozellikte olmayan, beyaz konidiler olusturur. Etmen tipik olarak tiitiin
yapraklarinda asir1 duyarlilik tepkisi (Hypersensitive reaksiyon, HR) olusturur. Tiitiinde
HR olusturmayan bazi izolatlar, karpuz fidelerinin kotiledon yapraklarinda hastalik
belirtilerine neden olurken, meyvelerde simptom olusturmadig belirtilmistir (Koike ve

ark., 2007).



Hastalik etmeninin ilk kez 1989 yilinda A.B.D’nin Florida eyaletindeki ticari
karpuz iiretim alanlarinda 6nemli kayiplara neden olduktan sonra diger eyaletlerde hizla
yayilmistir (Hopkins, 1989; Latin ve Rane, 1990; Somodi ve ark., 1991; Jacobs ve ark.,
1992; Black ve ark., 1994; Hamm ve ark., 1997; Langston ve ark., 1999). Hastalik
A.B.D nin yanisira kronolojik olarak Mariana Adalari (Wall ve ark., 1990), Japonya
(Shirakawa ve ark., 2000), Avustralya (Martin ve Horlock, 2002), Brezilya (Silveira ve
ark., 2003), Kanada (Walcott ve ark., 2004), Thailand (Walcott ve ark., 2004), Israil
(Burdman ve ark., 2005), Cin (Ren ve ark., 2006), Macaristan (Palkovics ve ark., 2008)
ve Yunanistan (Holeva ve ark., 2010) gibi karpuz yetistiriciligi yapilan pek ¢ok iilkede
ortaya ¢iktig1 ve onemli iirlin kayiplara neden oldugu yapilan ¢caligmalarda bildirilmistir.
A.B.D’de yetistiriciligi yapilan karpuzlarda enfeksiyon donemi ve cevre kosularina
bagli olarak hastalik etmenince sebep olunan yillik {iriin kaybmin %5 ila %350
oranlarinda degistigi bildirilmistir (Latin ve Hopkins, 1995; Lessl ve ark., 2007).
Karpuz meyve leke hastaligi etmeni, A. citrulli kavun ve karpuzun 6nemli bir hastaligi
olmakla birlikte, diger konukgulari, Cucurbita, Solanaceaus, Gramineous, Leguminous
ve Caricaceous cinsine ait bitki tiirlerinde bakteriyel meyve leke hastaliginin yani sira,
yaprak yaniklig1, fide yanikligy, cicek ciiriikligii gibi belirtilere de neden olur (Isakeit ve
ark., 1997; Langston ve ark., 1999; Martin ve O’Brien, 1999; O’Brien ve Martin, 1999;
Martin ve Horlock, 2002).

Hastalik etmeni iilkemizde ilk kez 1996 Edirne ilinin Enez ilgesinde ortaya ¢ikmis
ve iiretim alani yakilarak hastalik etmeninin kontrol altina alindig: bildirilmistir (Demir,
1996). Hastalik etmeninin Dogu Akdeniz Bolgesinde karpuz iiretim alanlarinda varligi
2005 yilinda yapilan sorveylerle belirlenmistir (Mirik ve ark.,2006).

Fidelerde simptom olusturmadan latent halde bulunan etmen, araziye sasirtildiktan
sonra hastalikli fide oranina bagli olarak, yogunlugu tarladan tarlaya degisiklik gosterir.
Uygun iklim kosullarinda, birka¢ hasta bitkiden tarladaki diger bitkilerin tiimiine
hastalik bulasabilir. Enfeksiyonun erken donemde gergeklesmesi durumunda %100’e
varan iirlin kaybina neden olabilir (Mirik ve Aysan, 2008).

Hastalik etmeni ile bulagik tohumlarin ¢imlenmesi sonucu gelisen fidelerdeki ilk
hastalik belirtileri (Sekil 1.1), kotiledon yapraklarinin genellikle orta kisminda veya
kenarlar1 boyunca goriilen su emmis seklinde gelisen lekelerdir (Ren ve ark., 2006).

Kotiledon yapraklarindaki bu lekeler daha sonra genisleyerk, nekrotiklesir ve damar



boyunca uzar. Gergek yapraklardaki lekeler kiiciik, koyu kahverenginde olup etrafi hale
ile ¢evrilidir. Hasta fidelerde ¢okme veya oliimler genelde goriilmemekle birlikte, uygun
iklim kosullarinda fidelerin yesil aksamlar1 kuruyabilir veya enfeksiyondan kisa bir siire
sonra Olebilir (Latin, 1996). Yaprak lezyonlarindaki bakteri meyveye gecer. Hastaligin
en karakteristik belirtisi meyve yiizeyinde olusan koyu zeytin yesili renkteki iri yag
seklindeki lekelerdir. Bu lekeler ilk 6nce kiigiik su emmis alanlar olarak ortaya ¢ikar,
lekelerin ¢apt lecm’den kiiglik olup, 7-10 giin i¢inde meyve ylizeyinin tiimiinii hizla
kaplar. Ik enfeksiyonun basladigi yerde lekenin kenar kisminda nekrotik kurumalar
gozlenir. Lezyonlar ilerleyip biiylidiik¢e ¢atlaklar olusur ve bu ¢atlaklarin bulundugu
dokularda amber saris1 veya kremsi beyaz renkte bir bakteriyel akint1 gozlenir (Latin,

1996).



Sekil 1.1. Karpuz bitkileride soruﬁ él')nemli bakteriyel hastalik etmenlerinden bakteriyel
meyve leke hastaligi etmeni Acidovorax citrulli tarafindan kotiledon (A) ve
gercek yapraklarda (B) olusturdugu 1slaklik ve nekrotik lekeler (oklar). (C) ve
(D) etmen tarafindan meyvede olusturulan tipik catlamalar ve kopiirme
seklinde hastalik belirtilerini (oklar) gostermektedir. (Resimler Prof.Dr. Yesim
AYSAN tarafindan saglanilmistir)



Kiiltiir bitkilerinin saghkli ve gilizel goriiniislerinin korunmasinin yanisira artan
diinya niifusunun ihtiyacini karsilamak ve {iriin miktarinda artis1 saglamak ic¢in oncelikle
iiriin kayiplarina neden olan hastalik etmenleriyle, zararlilar ve yabanci otlar ile etkin
olarak miicadele edilmesi gerekmektedir. Bu amacla kiiltlirel, fiziksel, mekanik ve
kimyasal miicadele yontemleri gelistirilmistir. Hastalik etmenleriyle miicadelede
genellikle dayanikli ¢esit ekimi, temiz tohum kullanilmas1 ve Kkiiltiirel tedbirlerin
alinmas1 onerilmekle birlikte, hastaliklara karsi bazi1 durumlarda etkin beklenen sonug
almamamaktadir. Ciftciler tarafindan hastalikla miicadelede c¢ogunlukla pestisid
uygulamasina gidilmekte olup, uygun iklim sartlarinda patojen yogun inokulum kaynagi
olusturup hizli bir sekilde epidemi yapmaktadir. Bu durumda tiiketicinin istemedigi,
fakat ciftcinin caresiz kalmasina yol agcan yogun pestisit uygulamasi yapilmaktadir.

Yogun ve bilingsizce yapilan pestisit uygulamalari kisa vadede ¢oziim olabilmekle
birlikte, uzun vadede pek ¢ok sorunu da beraberinde getirmektedir. Yogun pestisit
uygulamasi bir yandan bitki iizerinde kalarak insan sagligini tehdit etmekte, bir yandan
da cevreye ve dogal dengeye etkide bulunarak kirlilige sebep olmaktadir. Bu duruma
ilaveten, sik¢a ve yiiksek dozlarda kimyasal ilag uygulanmalar1 sonucu patojenin atilan
pestisitlere dayanikli yeni patojen irklarinin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Pappas,
1982). Dayanikhi rklarin gozlendigi alanlarda yapilan ilagli miicadeleden artik sonug
alimamamaktadir. Son yillarda tiiketicinin bilinglenmesi ve tarim alanlarinda kullanilan
yogun pestisit uygulamalarinin ¢evreyi ve dogal dengeyi tehdit etmesi gelismis
tilkelerde pestisit uygulamalarina sinir getirilmesine sebep olurken, bu durum hastalikla
miicadelede acil alternatif miicadele yontemlerinin arastirilmasinin gerekliligini ortaya
koymustur.

Glinlimiizde kimyasal miicadele disinda hastaliklarla miicadelede kullanilan
alternatif yollardan bazilar1 uzun siireli iiriin rotasyonu ve hastaliga dayanikli ¢esitlerin
1slahidir. Uriin rotasyonu ve toprak sterilizasyonlar1 giiniimiiz sartlarinda yeterince
ekonomik ve pratik uygulamalar olmamasi1 nedeniyle pek etkili olamazken, hastaliga
dayanikli bitki ¢esitlerinin 1slah1 genelde uzun yillar aragtirma gerektiren konulardir.

Bitkilerde patojenler ile miicadelede kullanilan pestisit uygulamalarina alternatif
yol olarak bitkilerde dayaniklilik mekanizmalar1 uyarilarak harekete gegcirilebilir,

antagonist veya bitki biiylime tesvik edici kok fungus veya bakteri tiirlerinin yer aldigi



biyolojik miicadele ajanlar1 kullanilabilir (Weller, 1988; Kessman ve ark., 1994; Paulitz
ve Belanger, 2001).

Kimyasallara alternatif miicadele metotlarindan biri olan ve 6zellikle bitkilerden
elde edilen dogal pestisitler giiniimiizde pek cok arastirict gruplarinin ilgisini ¢ekmis
olup, hastaligin ortaya ¢iktig1 bir¢ok konukgu-patojen iliskilerindeki rolleri pek ¢ok
yonden arastirilmaya baslanmistir. Bitkilerden elde edilen bu maddelerin dogal
olmalari, kisa zamanda dogada dekompoze olarak ¢evre kirliligine neden olmamalari,
kalint1 siiresinin uzun olmamasi gibi olumlu 6zelliklerinden dolay1 sentetik kimyasal
maddelere karsi tercih edilmektedir. Bitkilerde sorun olan patojenlerle miicadele
caligmalarinda kullanilan dogal kokenli bilesikler genellikle tibbi bitki veya baharat
niteligi tasiyan bitkilerden elde edilir. Bu bitkilerin bazilarmin igermis oldugu
maddelerin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu yapilan ¢esitli tibbi, gida ve tarimsal
arastirmalarla ortaya konulmustur (Balandrin, 1985; Vaughn ve Spencer, 1994; Isman,
2000; Burt, 2004; Bakkali ve ark., 2008).

Ulkemizde de tibbi bitkilerin dogal olarak yetistigi, bunlarin degisik amaglarla
insan sagliginda kullanildig1 gibi bitkilerde sorun olan zararli, hastalik etmenleri ve
yabanci otlara karsida kullanildig: bildirilmistir (Akgiil ve Kivang, 1988; Yegen ve ark.,
1992; Tiirkiisay ve Onogur, 1998; Basim ve ark., 2000; Soylu ve ark., 2006; Kordal1 ve
ark., 2008; Soylu ve ark., 2009; Sertkaya ve ark., 2010).

Hatay bolgesinde yapilan sorveylerde bu bitkilerden kekik, mercankosk, defne,
biberiye, lavanta, ogul otu, adacay1 vb. bitkilerin biiyiik bir kisminin dogal ve yogun
olarak yetismekte oldugu, yore halkinin bu bitkilerin biiyiik bir ¢ogunlugunu bazi
hastaliklar1 tedavide kullandig1 belirlenmistir (Ayanoglu ve ark., 2000).

Karabas kekik (Thymbra spicata L. subsp. spicata), kaba kekik (Thymus serpyllum)
mercankdsk (Origanum majorana L.) Lamiaceae familyasinin en bilinen tyeleri olup
yetistigi bolge ve varyetesine bagh olarak kimyasal bilesenlerinin degisiklik gosterdigi,
ucucu yagmin ana bilesenin carvacrol ve thymol oldugu bildirilmistir (Kilig, 2006;
Orhan ve ark., 2011)

Lavanta bitkisi (Lavandula stoechas subsp. stoechas L.) yine O. majorana gibi
Lamiaceae familyasinin iiyesi olup halk arasinda karabas lavanta, kesis otu, garyan gibi

adlarla bilinir (Ayanoglu ve ark., 2000). Bu bitkinin u¢ucu yagindaki énemli bilesikleri



B-pinene, linalool, camphor, a-terpineol, fenchon ve 1,8-cineol’diir (Cavanagh ve
Wilkinson, 2002; Kirmizibekmez ve ark., 2009).

Lamiaceae familyasinin diger liyelerinden ogul otu (Melissa officinalis L.), adagay1
(Salvia officinalis L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.), nane (Mentha spicata L.) ve
feslegen (Ocimum basilicum L.) tibbi dneme sahip bitkiler olup, bu bitkilerin ugucu
yagindaki 6nemli bilesiklerin citronellal, limonene, carvone, thujone, 1,8-cineole ve
linalool oldugu yapilan caligsmalarla ortaya konmustur (Duman ve ark., 2010; Hua ve
ark., 2011; Hussain ve ark., 2011).

Yapilan bu ¢alisma ile Hatay ili florasinda yetisen Lamiaceae familyasina dahil olan
karabas kekik (Thymbra spicata L. subsp. spicata), kaba kekik (Thymus serpyllum)
mercankosk (Origanum majorana L.), lavanta (Lavandula stoechas L. var. stoechas),
ogul otu (Melissa officinalis L.), nane (Mentha spicata L.), adagay1 (Salvia officinalis
L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ve feslegen (Ocimum basilicum L.)
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglar ve bu yaglarin 6nemli ana bilesenlerinin karpuz
bakteriyel meyve leke hastaligi etmeni Acidovorax citrulli’e kars1 kimyasal miicadeleye
alternatif bir yontem olarak yararlanabilme olanaklar1 in vitro kosullarinda ilk kez bu
calisma ile arastirilmistir. Bu kapsamda bitki ugucu yaglarinin antibakteriyel etkinligi
oncelikle agar disk difiisyon yontemi ile arastirilmis elde edilen engelleme oranlarina
gore gelismeyi durduran en kiiciik konsantrasyon degerleri mikro seyreltme yontemleri
ile belirlenmistir. Bitki ucucu yaglarin kimyasal bilesenleri ise gaz kromotografisi ve
kiitle spektroskopi (GC/MS) yontemiyle tespit edilmistir. Calismada kullanilan ugucu
yaglarin yani sira, bu yaglar icerisinde en yiiksek oranlarda bulunan ana bilesenlerinden
carvacrol, thymol, camphor, carvone ve linalool ile birlikte farkli bitki ugucu yag ana
bilesenlerinden olan anethole, menthol, eugenol ve cinnamaldehyde’in test edilen

bakteriyel etmene kars1 antibakteriyel etkinligi ilk kez bu ¢alisma ile aragtirilmigtir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Bitki Ucucu Yaglarmn Acidovorax spp.’ye Kars1i Antibakteriyel Etkinlikleri

Uzerine Yapilan Calismalar

Karpuz bakteriyel meyve lekesi hastaligina neden olan A. citrulli kabakgillerde
son yillarda 6nemli epidemilere yol agmaktadir. S6z konusu patojenin iilkelerdeki vaka
takdimleri yeni yapilmakta olup, bundan Onceki yapilan c¢aligmalar genelde hastalik
etmeninin  epidemiyolojileri iizerinedir. Yapilan veri tabanlarindaki literatiir
taramalarinda A. citrulli’ye kars1 bitki u¢ucu yaglarinin antibakteriyel etkinligi tizerine
yapilmig bir ¢alismaya rastlanilmamigtir. Acidovorax cinsine dahil farkli ii¢ tiirde
yapilan ¢alismalarda ise ucucu yaglarin ve ekstraktlarinin antibakteriyel etkinligi
calisilmistir. Bu ¢aligmalardan,

Nguefack ve ark. (2005), Cymbopogon citratus, Monodora myristica, Ocimum
gratissimum, Thymus vulgaris ve Zingiber officinale bitkilerinden elde edilen ugucu
yaglarin antibakteriyel etkinligini bes onemli ve tohum kokenli bakteriyel fitopatojen
(Acidovorax avenae subps. avenae, Burkloderia glumae, Burkloderia plantarii,
Xanthomonas oryzae ve Xanthomonas oryzae pv. orizicola) hastalik etmenlerine karsi
antibacteriyel etkinlikleri arastirilmistir. Bu yaglar igerisinde O. gratissimum ve T.
vulgaris ugucu yaglarinin digerlerine oranla daha etkili olduklart belirlenmistir. Ayrica
O. gratissimum ve T. vulgaris antibakteriyel etkinligi in vitro kosullarda arastirildiginda
da elde edilen sonuglarda ucucu yaglar1 tohum kokenli hastalik etmenlerinin tasinmasini
onemli derecede engelledigi goriilmiistiir.

Oztiik ve Ercisli (2007) nin yapmis oldugu calismalarinda Ziziphora clinopodioides
bitkisinin yapraklarindan elde ettikleri ugucu yag ve metanolik ekstraktlarini aralarinda
toprakta saprofitik olarak yasayan Acidovorax facilis’in yanisira Bacillus xexus,
Bacillus spp, Bacillus sphaericus, Brevibacillus brevis, Corynebacterium
ammoniagenes, Enterobacter sakazakii, Erwinia carotovora carotovora, Moraxella
catarrhalis ve Xanthomonas arboricola gibi tiirlerin yer aldigi 52 farkli bakteri tiiriine
kars1 test ettikleri caligmalarinda ugucu yaglarin antibakteriyel etkinliginin (engelleme
zon c¢apt >22mm) metanolik ekstrakta (>11mm) oranla daha etkili oldugunu

belirlemislerdir.
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Cho ve ark (2007) Myristica fragrans bitki ekstraktindan elde edilen erythro-
austrobailignan-6 (EA6), meso dihydroguaiaretic acid (MDA) ve nectandrin-B (NB)
isimli 3 farkli lignan bilesiklerini degisik konukcu bitkilerinde hastalik yapan fungal
(Alternaria alternata, Colletotrichum coccodes, Colletotrichum gloeosporioides,
Magnaporthe grisea) ve bakteriyel (Agrobacterium tumefaciens, Acidovorax konjaci,
Burkholderia glumae, Pseudomonas syringae pv. lachrymans, Pectobacterium
carotovorum subsp. carotovorum ve Xanthomonas euvesicatoria) etmenlerine karsi
antifungal ve antibakteriyel 6zelliklerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bu {i¢ bilesigin in
vitro etkinligin degisik oranlarda etkinlik gosterdigini belirlemislerdir. Test edilen
bakteri tiirleri arasindan Acidovorax konjaci ve Burkholderia glumae etmenlerinin
gelisimi 3 bilesik tarafindan engellenirken, Pseudomonas syringae pv. lachrymans
gelisimi sadece MDA tarafindan engellenmistir. Test edilen 3 bilesikten hi¢ birisi
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum ve Xanthomonas euvesicatoria

etmenlerinin ¢ogalmasini engellemede bagarili olamamistir

2.2. Bitki Ucgucu Yaglarimin Fitopatojen Bakteriyel Hastallk Etmenlerine Karsi
Antibakteriyel Etkinlikleri Uzerine Yapilan Cahsmalar

Satish ve ark. (1999), 30 farkli bitkiden elde ettikleri sulu bitki ekstraktlarinin farkl
Xanthomonas campestris patovarlarina karsi antibakteriyel etkinliklerini arastirdiklar
calismalarinda, 8 bitki ekstraktinin 6nemli diizeyde antibakteriyel etkinlik gosterdigini
belirlemislerdir. Ozellikle Prosopis juliflora, Oxalis corniculata ve Lawsonia inermis
isimli bitkilerden elde edilen ekstraktlarin yiliksek diizeyde antibakteriyel etkinlik
gosterdigini belirledikleri ¢alismalarinda patojenlerin farkli patovarlarinin ekstraktlara
farkli diizeylerde duyarlilik gosterdigini bildirmislerdir. Ekstraktlardan bazilarinin
sentetik antibiyotiklerden, bacterimycin ve streptocycline ile karsilastirildiginda oldukca
iyl bir diizeyde antibakteriyel etkinlik gosterdigini tespit etmislerdir. Sonucta bitki
ekstraktlariin X. campestris tarafindan sebep olunan hastaliklarin miicadelesinde
potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.

Basim ve ark. (2000), domates, patates, biber gibi sebzelerle meyve agaclarinda
hastaliklara sebep olan bakteriyel etmenlerden Erwinia amylovora, Erwinia carotovora

subsp. carotovora, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseudomonas
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syringae pv. syringae, Agrobacterium tumefaciens ve Xanthomonas axonopodis pv.
vesicatoria’ya karsi1 karabas kekigi (Thymbra spicata L. var. spicata) bitkisinden elde
ettikleri ugucu yagmin antibakteriyel etkinliklerini arastirmislardir. Elde edilen
sonuglara gore ugucu yagin buhar etkisinin degme etkisine oranla daha yiiksek diizeyde
antibakteriyel etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Del Campo ve ark. (2000), gerek gidalarda bozulmalaraneden olan (Leuconostoc
mesenteroides, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans,
Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella enteritidis) gerekse fitopatojen (Erwinia
carotovora) bakterilere karsi biberiye (Rosmarinus officinalis) bitkisinden elde ettikleri
bitki ekstraktin antioksidant ve antibakteriyel etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
biberiye ugucu yagimin antibakteriyel etkinliginin Gram- negatif bakterilere oranla
Gram-pozitif bakterilerde daha yiiksek oldugunu tespit etmislerdir.

Karamanoli ve ark. (2000), yapmis olduklari ¢aligmalarinda lavanta (Lavandula
angustifolia), biberiye (Rosmarinus officinalis), adagay1 (Salvia fruticosa), oregano
(Origanum vulgare subsp. hirtum) bitkilerinden elde ettikleri ugucu yaglar1 in vitro
kosullarda fitopatojen bakterilere (Erwinia caratovora, E.herbicola, Pseudomonas
syringae) karsi antibakteriyel ozelliklerini arastirdiklart ¢alismalarinda oregano ve
adacay1 yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin lavanta ve biberiye ucucu yagina
oranla daha fazla antibakteriyel etkinlige sahip olduklarini bildirmislerdir.

Thoppil ve ark. (2000), Ocimum adscendens bitki ugucu yaginin aralarinda
fitopatojen hastalik etmeni Xanthomonas campestris etmenininde bulundugu bir¢ok
insan (Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus)
ve bitki (Proteus vulgaris, Xanthomonas campestris, Aspergillus niger, Rhizopus oryzae
ve Colletotrichum musae) patojeni olan bakteriyel ve fungal etmenlere karsi
antimikrobiyal etkinlik gdsterdigini rapor etmislerdir.

Nagaraj ve ark. (2001), aralarinda dut agaclarinda sorun olan fitopatojen bakteriyel
hastalik etmeni Xanthomonas campestris pv. moricola’nin da bulundugu bakterilere
kars1 Hindistan’da yetistirilen bir¢ok tibbi bitkiden elde edilen bitki ugucu yaglarini test
etmigler, sonugta ucgucu yaglar igerisinde Ocimum sanctium bitkisinden elde edilen
yagin en yiiksek diizeyde antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu ve bu yagi sirasiyla

limon yag1 ve sarmisak ekstraktinin izledigini belirlemislerdir.
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Minija ve Thoppil (2002), insan patojeni (Escherichia coli, B. megaterium,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris) ve bitki
patojeni (Xanthomonas campestris, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus, Rhizopus
oryzae, Fusarium solani, Nectria haematococca, Colletotrichum musae) bakteriyel ve
fungal etmenlere karsi Apiaceae familyasina bagli rezene (Foeniculum vulgare) ve
maydanozdan (Petroselinum crispum) elde edilen bitki ugucu yaglarmin kimyasal
bilesenlerini ve antibakteriyel etkinliklerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, her iki bitki
ucucu yagin test edilen bakteriyel ve fungal etmenlere karsi antimikrobiyal etkinlik
gosterdigini, rezene ugucu yaginin maydanoz ugucu yagina oranla daha yiiksek diizeyde
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir.

Daferera ve ark. (2003), Lamiaceae familyasina dahil olan farkli kekik tiirleri
(Thymus capitatus, Origanum vulgare, Origanum dictamnus, Origanum majorana),
lavanta (Lavandula angustifolia), adacay1 (Salvia fruticosa), biberiye (Rosmarinus
officinalis) ve yarpuz (Mentha pulegium) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarinin,
domateste sorun olan fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerinden Botrytis cinerea,
Fusarium solani var. coeruleum ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda kekik tiirlerinin ugucu
yaglarinin diisiik dozlarmin B. cinerea, Fusarium sp. ve C. michiganensis subsp.
michiganensis’in ¢ogalmasin1 tamamen engelledigini, lavanta, biberiye, adagay1r ve
yarpuz bitkilerinin ugucu yaglarmin diisik engelleme aktivitesi gosterdigini
belirtmisglerdir.

Laouer ve ark. (2003), Ammoides pusilla isimli tibbi bitkiden elde ettikleri bitki
ucucu yaglarinin kimyasal kompozisyonunu ve antimikrobiyal etkinligini arastirdiklari
calismalarinda, ucucu yagin yiiksek oranda thymol (%44.5), y-terpinene (%32.9) ve p-
cymene (%13.5) igerdigini, bitki ugucu yagmin aralarinda bitki patojeni bakteriyel
etmenlerden Pseudomonas syringae pv. syringae ve Pseudomonas syringae pv.
morsprunorum’unda bulundugu bir¢ok bakteriyel, fungal ve maya patojenlerine karsi
kars1 antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir.

Pradhanang ve ark. (2003), farkli konsantrasyonlarda ugucu yag ana bilesenlerinden
olan thymol ve palmarosa’nin yami sira lemongrass ucucu yagini fumigant olarak
kullandiklar1 ¢aligmalarinda, uygulanan kimyasallarin topraklarda domates solgunluk

etmeni Ralstonia solanacearum populasyon ¢ogalmasinin kontrol uygulamalarina gore
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onemli diizeyde disiiriildiiglinii fakat hastalifa neden olan patojenin tamamen
durdurulamadigi bildirilmistir.

Soylu ve ark. (2003), Dogu Akdeniz yoresinde bulunan Hatay ilinde dogal olarak
yetisen tibbi bitkilerden lavanta (Lavandula stoechas ssp. stoechas), biberiye
(Rosmarinus officinalis L.), origanum (Origanum onites L.), ve kekik (Thymbra spicata
L. var. spicata) yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin antibakteriyel etkinligini
fasulye hale yanikligi etmeni Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola’ya karsi in vitro
kosullarinda aragtirmiglar, sonugta kekik ugucu yaginin tiim ugucu yaglar arasinda
bakteriyel etmene karst en yiiksek etkiye sahip ucucu yag oldugunu, bu yagi sirasi ile
origanum, lavanta ve biberiye u¢ucu yaglarimin takip ettigini belirlemistir.

Thakare ve ark. (2003), Mentha, Ocimum, Lemongrass, Citronella, Turmeric,
Palmarosa spp. dahil altt farkli tibbi bitkiden elde ettikleri ugucu yaglarimin
antibakteriyel ve antifungal etkinligini fitopatojen bakteriyel (Xanthomonas axonopodis
pv. malvacearum) ve fungal hastalik etmenlerine (Rhizoctonia bataticola,
Macrophomina phaseolina) kars1 arastirdiklar1 ¢aligmalarinda ugucu yaglardan Mentha
ve Ocimum bitki ugucu yaginin gerek fungal gerekse bakteriyel hastalik etmenlerine
kars1 yiiksek diizeyde antimikrobiyal etkinlik gosterdigini tespit etmislerdir.

Horvath ve ark. (2004), Lamiaceae familyasina dahil dort kekik tiirtine (Thymus
vulgaris L., Thymus serpyllum L., Thymus X citriodorus (Pers.) Schreb., ve Thymus x
citriodorus "Archer's Gold") ait ugucu yaglari, kimyasal bilesenlerini ve antibakteriyel
etkinliklerini arastirdiklar1 c¢alismalarinda; kekik bitkisinin ana bilesenlerinin tiirlere
bagli olarak degistigini, Thymus vulgaris ve Thymus serpyllum’un ana bilesenlerinin
thymol, Thymus x citriodorus’un geraniol, Thymus x chriodorus’un ise ana bileseninin
carvacrol oldugunu, tiim kekik tiirlerine ait ugucu yaglarin bakteriyel etmenlerden
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ve Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ya
kars1 yiiksek diizeyde antibakteriyel etkinlik gosterdigini belirlemislerdir.

Iacobellis ve ark. (2005), Cuminum cyminum L. ve Carum carvi L. bitkilerinin
meyvelerinden elde etmis olduklar bitki ugucu yaglarinin kimyasal bilesenlerini ve bu
yaglarin Gram-pozitif ve Gram-negatif bitki patojeni bakteriyel tiirlere karsi
antibakteriyel etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda ugucu yaglarinin  ana
bilesenlerinin y-terpinene, B-pinene, carvone, limonene, germacrene-D oldugunu, test

edilen ugucu yaglarin Clavibacter, Curtobacterium, Rhodococcus, Erwinia,
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Xanthomonas, Ralstonia, ve Agrobacterium gibi bakteriyel etmenlere Kkarsi
antibakteriyel ozellik tasidigini, yaglarin kullanilan bakteri tiirler icinde en distik
antibakteriyel etkinligi Pseudomonas cinsine dahil bakteri tiirlerine karsi oldugunu
bildirmislerdir.

Erig (2006), yiiriitmiis oldugu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda, Hatay ili florasinda
yetisen ve farkli familyalara dahil olan origanum (O. syriacum L.var. bevanni), lavanta
(Lavandula stoechas L. var. stoechas) ve rezene (Foeniculum vulgare Mill.) bitkilerden
elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri gaz kromotografi-kiitle spektroskopi
(GC-MYS) ile analiz edilmis ve gerek yaglarin gerekse ana bilesenlerinin antibakteriyel
etkinlikleri Pseudomonas syringae pv. tomato, Erwinia caratovora subsp. caratovora,
Xanthomonas axonopodis subsp.vesicatoria, Agrobacterium tumefaciens ve Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis gibi tohum kokenli domates bakteriyel hastalik
etmenlerine karsi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore test edilen bakteriyel
etmenler i¢inde ugucu yaglara karsi en duyarli etmen Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, en dayanikli etmen ise Pseudomonas syringae pv. tomato olmustur.
Bitki ugucu yaglarinin ana bilseneler olarak belirlenen carvacrol, camphor ve trans-
anethole gibi bilesenlerinin minimum engelleyen dozlart (MIC) mikro sulandirma
yontemi ile belirlenmistir. Ana bilesenler arasinda carvacrol diger ana bilesenlerden
camphor ve trans-anethole’e gore en etkili bilesen olmustur.

Kizil ve Uyar (2006), Thymbra, Origanum, Satureja, Thymus ve Coridathymus
tirlerine ait bitkilerden elde ettikleri ugucu yaglarinin kimyasal bilesenlerini ve
antimikrobiyal Ozelliklerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda Thymus’un ana bilesenin
(%41,6) ile thymol oldugunu, Origanum onites’in (%40,7), Satureja hortensis (%20,6)
ve T. spicata (%81) ise ana bilesenlerinin carvacrol oldugunu belirlemislerdir.
Denemelerde kullanilan ugucu yaglar fitopatojen bakteriyel etmenlerden Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis ve Pseduomonas syringae pv. tomato’ya karsi
gliclii antibakteriyel etki gosterirken, Xanthomonas campestris pv. malvacearum’a karsi
zay1f antibakteriyel etki gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Tan ve ark. (2007), Russowia sogdiana (Bunge) B. Fedtsch bitkisinden damitma
yontemiyle elde edilen ugucu yagin ana bilesenlerinin GC ve GC-MS ile yapilan analiz
sonucunda limonene (%15), trans- alpha -bergamotene (%5.6), salvial-4 (14)-en-1-one

(%3.8), carvone (%3.6), p-cymene (%3.6), trans-carveol (%3.2) oldugunu
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belirlemislerdir. Antimikrobiyal etkinlik yoniinden Russowia sogdiana (Bunge)
bitkisinden elde edilen ugucu yag 7 bakteri tiirline ve miselyal gelisim yoniinden ise 3
fungus tiirline uygulanmigtir. Gram-pozitif bakteriler (Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus) ve gram-negatif bakteriler (E. coli, E. carotovora ssp. carotovora,
Pseudomonas lachrymans, Xanthomonas vesicatoria, Agrobacterium tumefaciens)’e
karst minumum engelleme dozlarin1 0.2-0.8mg/ml olarak belirlemislerdir. Ugucu yag,
meyve patojenlerinden Glomerella cingulata, Botryodiplodia theobromea ve Venturia
pirina’ya kars1 dnemli 6l¢iide antifungal aktivite gostermistir.

Soylu ve ark. (2009), rezene (Foeniculum vulgare) ve yakin akrabasi dere otundan
(Anethum graveolens) elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesenlerini arastirdiklar
calismalarinda ayn1 zamanda ugucu yaglarin farkli gida ve tohum kokenli bitki patojen
etmenlerine karsi antibakteriyel etkinliklerini aragirdirdiklari calismalarinda ugucu
yaglarin antibakteriyel etkinliklerinin degisen oranlarda oldugunu, bitki patojeni
bakterilere kars1 olan antibakteriyel etkinin gida kokenli olanlara nazaran daha diistik
diizeyde oldugunu, gram negatif patojenlerin gram pozitif bakterilere gore ucucu

yaglardan daha diigiik oranda etkilendigini bildirmislerdir.

2.3. Acidovorax citrulli ile Miicadelede Farklh Tohum Uygulamalar1 Uzerine

Yapilan Calismalar

Tohum kokenli olan etmenle miicadelede kullanilan belli basli miicadele yollar
patojenden ari sertifikali tohumluk ve fide kullanimi, tohum fermentasyonu, biyolojik
miicadele ajanlarinin kullanilmasi ve tohumlara yapilan kimyasal uygulamalardir. Bu
baglamda,

Hopkins ve ark. (2003), A. avenae subsp. citrulli etmenin tohumla taginmasinin
engellenmesi lizerine farkli asit uygulamalarin etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
Peroxyacetic asit’in diisiik konsantrasyonlarda bile gerek bakteriyel etmen A. avenae
subsp. citrulli, gerekse fungal etmenler Fusarium oxysporum ve Didymella bryoniae’nin
tohumla tasinmasini etkili bir sekilde engellediklerini belirlemislerdir. A. avenae subsp.
citrulli, ve Didymella bryoniae ile bulasik olan tohumlar 1600 pg/ml peroxyacetic asit
konsantrasyonunda 30 dak. bekletildiginde hastalik tasinmasii etkili bir sekilde
bastirdigini, diger asitlerden hydrochloric asit uygulamasinin ise (10,000 pg/ml de 30
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dak.) hastalik etmenini engellemis olsa da tohum ¢imlenmesi ve gelismesini olumsuz
diizeyde etkilemis oldugunu tespit etmislerdir. Arastiricilar hastalik etmeninin eradike
edilmesinde etkili olabilecek diger bir uygulamanin ise bulasik tohumlar1 diisiik nemli
ortamda 40 °C ye ayarlanmis etiiv veya firilarda 48 saat kurutmanin oldugunu
Onermislerdir.

Wang ve ark. (2009), epifitik mayalarin kavunlarda sorun olan Acidovorax
citrulli’ye karst biyokontrol ajan1 olarak kullanilma olanaklarini arastirdiklar
calismalarinda, izole edilen bazi epifitik maya izolatlar1 ile bunlardan elde edilen kiiltiir
filtratlarinin hastalik ¢ikisini olduke¢a etkili bir diizeyde engelledigini (yaklasik %90
etkinlik), maya izolatlarinin yanisira streptomycin sulfate (%0.1, w/v) ve hydrochloric
acid (2%, v/v) uygulamalarinin bakteriyel etmeni ile bulasik tohumlarda hastalik
cikisini etkili bir sekilde bastirdigini (%80-85 etkinlik) bildirmislerdir.

Feng ve ark. (2009), dogal olarak bulasik tarlalarda yetisen hastalikli karpuz ve
kavunlardan elde edilen tohumlar {izerindeki hastalik etmeni A. avenae subsp. citrulli’yi
eradike etmek i¢in yiiriittiikkleri caligmalarinda tohumlara farkli kimyasal yontemler
kullanmiglardir. Kullanilan 8 farkli yontem i¢inden sadece asidiklestirilmis sularda 30
dak bekletilen tohumlarda hastalik etmeni etkin bir sekilde eradike edilirken tohumun
cimlenmesi ve gelismesi lizerinde herhangi bir olumsuz etki gozlenmemistir.
Uygulamalar arasindan, Clorox (50°C de 20 dak.), Tsunami 100 (50°C de 30 dak.) ve
asidik Bakir asetat (50°C de 20 dak) uygulamalari her ne kadar hastalik etmenini
eradike etmis olsada, tohum c¢imlenmesi ve c¢ogalmasini istatistiksel olarak Onemli
diizeyde engellemistir. Diger uygulamalarda ise basarili sonuglar alinamamustir.

Medeiros ve ark (2009) bitki gelisimini tesvik eden yararli bakteriyel
mikroorganizmalar1 tohuma ve kavun yapraklarina uygulayarak bitkileri Acidovorax
citrulli’ye kars1 koruma potansiyellerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, Bacillus sp. RAB9
izolatinin bulagik tohuma uygulanmasinin hastalik c¢ikisim %47 oraninda azalttigini,
yararli bakteriyel izolatin tohum yiizeyinde epifitik olarak kolonize olurken, kék ve
govde icindede endofitik olarak yayildigini tespit etmislerdir. Arastiricilar Paenibacillus
lentimorbus MEN?2 izolat1 bakterinin ise yapraga once sprey olarak uygulandiktan sonra
patojeni inokiile edilen bitkilerde hastalik indeksinin %81, siddetinin %88, hastalik

cikisinin ise %77 oraninda azaltildigini bildirmislerdir.
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Cabral ve ark. (2010), kavunlarda acibenzolar-S-methyl (ASM), mannano-
oligosaccharides (MOS) ve citrus bioflavonoid (BFC) leri gerek A. avenae subsp.
citrulli’ye kars1 etkinligini gerekse bu kimyasallarin bitki biiylime ve gelisimi {izerine
olan etkinligini arastirmiglardir. Elde ettikleri sonuglara gore ASM (50 mg a.i./L) ve
BFC (3 ml/L) uygulamalarinin hastalik ¢ikisini lizerine %60-%88 oraninda engelledigi,
hastalik siddetini ise %88-96 diizeyde diisiirdiigiinii bildirmislerdir. Bu uygulamalarin
hastalik ¢ikis1 ve siddeti lizerine etkili olmasi yaninda, ASM ve BFC bitki boyunda
%?24azalmaya neden olurken bitki yas agirhgim %41, kuru agirh@int ise %34

oranlarinda azaltmiglardir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyali

Yapilan bu calisma ile Hatay ili Merkez, Yayladagi, Samandag ve Altinozi,
ilgelerine bagl koylerde dogal olarak yetisen ve yore halki tarafindan bazi hastaliklarin
tedavisinde kullanilan Lamiaceae familyasina dahil olan karabas kekik (Thymbra
spicata L. subsp. spicata), kaba kekik (Thymus serpyllum), mercankésk (Origanum
majorana L.), lavanta (Lavandula stoechas L. var. stoechas), ogul otu (Melissa
officinalis L.), nane (Mentha spicata L.) adagay: (Salvia officinalis L.), biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) ve feslegen (Ocimum basilicum L.) (Sekil 3.1) bulunduklar
dogal ortamlardan, yetistirildikleri alanlardan degisik zamanlarda yapilan ¢ikislarda
toplanmistir veya kismen de olsa satildiklar1 aktardan satin alinmistir (Cizelge 3.1).
Toplanan bitkilerden origanum ve lavanta bitkilerinin yaprak ve siirglinlerinden olusan
yesil aksamlari, rezene bitkisininin ise tohumlar1 toplanarak goélgede hava

sirkiilasyonunda kurutulmustur.

Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan ugucu yaglarinin elde edildigi bitkilerin bilimsel
adi, yoresel adi, toplandig1 yer ve toplanma tarihleri

Bilimsel ad1 Yoresel adi Toplandig1 yer Temin edildigi tarih
;I'gi)(/:r;ltt;ra spicata L. subsp. Karabas kekik Altindzii Haziran-2009
Thymus serpyllum L. Kaba kekik Yayladagi May1s-2009
Origanum majorana L. Mercankosk Serinyol Temmuz-2009
Rosmarinus officinalis L. Biberiye Erzin Haziran-2009
Melissa officinalis L. Ogul otu Aktar (merkez) Temmuz-2009
Mentha spicata L. Nane Samandag Temmuz-2009
Salvia officinalis L. Adagay1 Serinyol Temmuz-2009
Is_g)\gir;]iléla stoechas L. var. ﬁxﬁzs lavanta, Serinyol Mayis-2009

Ocimum basilicum L. Feslegen Samandag Temmuz-2009
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Sekil 3.1. Caligmalarda ugucu yaglarinin elde edildigi bitkilerin bulunduklar1 dogal
ortamlar. (A), kekik (T. spicata subsp. spicata); (B), biberiye (R. officinalis);
(C), lavanta (L. stoechas var. stoechas); (D), feslegen (O. basilicum)
bitkilerinin dogal olarak yetistigi alanlarindaki goriiniisleri.

Vi Fia

3.1.2. Calismalarda Kullanilan Besi Yerleri ve icerikleri

Calismada kullanilan tiim besiyerleri 121°C’de 15 dak. otoklav edilmistir.
Denemelerde hazir ticari olarak satilan King’s B Agar (KB), Luria Bertani Broth (LB),
Nutrient Agar (NA) besi yerleri kullanilmis olup bu besi yerlerinin igerikleri Ek-1 de

verilmigtir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Bakteriyel Etmenlerinin izolasyonu ve Muhafazasi

Caligsmalarda kullanilan A. citrulli bakteriyel etmenin Tasgi-1 isimli viriilent izolati
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii dgretim iiyesi Prof.Dr.
Yesim AYSAN tarafindan bdlgede biiylik epideminin yasandigi 2009 yilinda yogun
karpuz yetistiriciligi yapilan Adana ilinin Karatas il¢esinde yetistirilen ve tipik hastalik
belirtisi gosteren karpuz meyvesinden izole edilmis olup etmenin kesin tiir teshisleri
gerek izolat1 saglayan arastirici tarafindan klasik (biyokimyasal testler ve secgici besi
ortami P-278 iizerinde) ve molekiiler yontemlerle, gerekse Mustafa Kemal Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma boéliimiinde bulunan Microbial Identification System
(MIS) ile teyit edilmistir (Sekil 3.2). Bakteri izolatlarinin yag asit metil ester
ekstraksiyonu (FAME), izolasyonu, saflastirilmasi ve analizleri Sasser (1990)’in

belirttigi sekilde yapilmstir.

Sekil 3.2. Calismada kullanilan bakteriyel izolatin MIS ile teshis sonuglari

RT | Respon | Ar/H | RF | ECL | Peak Name Percent | Comment] Comment2
0.7408 | 259006 | 0.005 | ---- | 6.633 --—- | <minrt
0.7486 1.438E | 0.018 | ---- | 6.687 | SOLVENT PEAK - | <minrt
1.1383 1806 | 0.011 1.1 | 9.405 | 8:030H 2.18 | ECL deviates -0.006
1.5089 2573 | 0.010 | 1.0 | 11.45 | 10:0 30H 2.77 | ECL deviates 0.005
1.5231 903 | 0.009 | ---—- | 11.51 -
1.6317 2584 | 0.008 | 1.0 | 12.00 | 12:0 2.72 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
2.1784 2047 | 0.009 | 0.9 | 13.99 | 14:0 2.02 | ECL deviates 0.000 Reference -0.002
2.4833 1398 | 0.009 | -—-- | 15.00 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.002
2.7471 43573 | 0.009 | 0.9 | 15.84 | Sum In Feature 3 41.59 | ECL deviates 0.000 16:1 w7¢/16:1 wéc
2.7975 34256 | 0.009 | 0.9 | 16.00 | 16:0 32.64 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003
3.0864 538 | 0.010 | 0.9 | 16.91 | 17:0 cyclo 0.51 | ECL deviates 0.000
3.3628 1925 | 0.009 | 09 | 17.79 | 18:1 w9c 1.81 | ECL deviates -0.001
3.3787 13680 | 0.009 | 0.9 | 17.84 | Sum In Feature 8 12.89 | ECL deviates -0.004 18:1 w7¢
3.4279 916 | 0.010 | 0.9 | 18.00 | 18:0 0.86 | ECL deviates 0.000 Reference -0.003
3.8576 1440 | 0.034 | - | 19.40 ---- | >max ar/ht
-— 43573 — | - ---- | Summed Feature 3 41.59 | 16:1 w7¢/16:1 wébc 16:1 w6c/16:1 w7c
- 13680 e ---- | Summed Feature 8 12.89 | 18:1 w7c¢ 18:1 wbc
ECL Deviation: 0.003 Reference ECL Shift: 0.002  Number Reference Peaks: 4
Total Response: 106241 Total Named: 103898
Percent Named: 97.79% Total Amount: 98825
Matches:
Library Sim Index Entry Name
RTSBAG6 6.20 0.643 Acidovorax-avenae-avenae (Pseudomonas rubrilineans)
0.592 Acidovorax-avenae-cattleyae (Pseudomonas cattleyae)
0.560 Pseudomonas-fluorescens-biotype C1
0.553 Delftia-acidovorans (Comamonas,Pseudomonas acidovorans)
0.452 Acidovorax-avenae-citrulli (Ps. pseudoalcaligenes citrulli)
0.423 Pseudomonas-fluorescens-biotype C/P. mandelii
0.405 Acidovorax-facilis (48h, Pseudomonas facilis)




21

Denemede kullanilan izolat Luria Broth (LB), Nutrient Agar (NA) veya King’s B
(KB) besi ortaminde 25°C’de rutin bir sekilde gelistirilmistir. Gerek agar disk diflisyon
gerekse mikro seyreltme yontemlerinde kullanilan bakteri kiiltiirleri ise sivi besi
ortaminde (LB) orbital calkalamali inkiibatoérlerde 200 rpm’de 24 saat boyunca
gelistirilmistir. Bakteri slispansiyonlarin konsantrasyonlari spektrofotometre yardimiyla
(Perkin Emler, Lambda-25, USA) 620 nm dalga boyunda ol¢iilerek belirlenmis ve
gerekli sulandirmalar yapilarak ¢alismalarda kullanilmistir.

Caligmada kullanilan bakteri izolatinin patojeniteleri saglikli 2 aylik karpuz
bitkilerinin (Crimson Sweet) {izerinde yapilmistir. Hastalik etmenleri 1 giinliikk Luria
Broth (LB) (Miller, 1972) s1v1 besi ortaminde gelistirildikten sonra, spektrofotometre ile
konsantrasyonlar1 10® hiicre/ml ayarlanmustir. Bakteri siispansiyonu karpuz fidesinin
kotiledon yapraklarinin ¢iktig1 noktadan ana gdvdeye kiirdanla, kotiledon yapraklarina
ise siringa ile inokulasyon seklinde bulastirilmisgtir.

Inokulasyonlardan sonra tipik hastalik belirtisi gosteren bitkilerden tekrar patojen
izolasyonlar1 yapilarak orijinal izolata benzer morfolojik karakterlerde izolat elde
edilmiglerdir. Rutin kullanimlar i¢in gelistirilen kiiltiirler 5 °C’de petri kaplarinda
saklanmigtir. Uzun siireli saklamalar i¢in bakteri kiiltlirii gliserol igerisinde (son

konsantrasyonu %20 olacak sekilde) —80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Bitki Ucucu Yaglarin Elde Edilmesi

Calismada kullanilan bitkilerin toplanmasi i¢in Hatay ilinin degisik bolgelerine
Nisan-Agustos 2009 tarihlerinde periyodik olarak ¢ikislar yapilmis ve bitkilerinin yesil
aksamlar1 (yapraklart) toplanmistir. Toplanan bitkilerin yaprak ve siirglinlerinden olusan
yesil aksamlar1 golgede hava sirkiildssyonunda kurutulmustur. Bitkilerin ugucu yaglari
Clevenger tipi (Ildam, Ankara, Tiirkiye) yag c¢ikartma aletinde (Sekil 3.3) &nceden
bildirildigi sekilde buhar distilasyonu ile elde edilmistir. Ekstraksiyon sonucu elde
edilen ugucu yaglar denemelerde kullanilincaya kadar +4 °C’de igerisinde anhydrous

sodium sulphate bulunan koyu renkli cam siselerde korunmustur.
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Sekil 3.3. Ucucu yaglarin cikartilmasinda kullanilan Clevenger tipi (Ildam, Ankara,
Tiirkiye) yag cikartma aleti ve mantolu 1siticisinin genel goriiniimii. Ok ile
gosterilen yer bitki ugucu yaginin toplandigi kisimdir. Alttaki musluk
acilarak yaglar tiiplere alinmistir

3.2.3 Ucgucu Yaglarin Kimyasal Bilesenlerin Belirlenmesi

Ugucu yaglarda bulunan bilesikler ve miktarlarinin tayini gaz kromotografi (GS)
(Thermo Scientific Trace Ultra) cihazi ve bu cihaza entegre olmus kiitle spektroskopi
(Thermo Scientific ISQ) ile 6nceden bildirildigi sekilde yapilmistir (Daferera ve ark.,
2000). GS-MS cihaz1 iizerinde %5-Phenyl Methyl Siloxane (TR-5 MS) capillary kolon
(30 m x 0.25 mm x 0.25 pm film kalinliginda) bulunmaktadir. Denemelerde 1.0 ml/dak.
akis hizina sahip helyum gazi tasiyici gaz olarak kullanilmigtir. Firin sicakligi 50 °C de
2 dak. tutulduktan sonra 3 °C/dak artisla 210 °C’ye ve en son bu sicaklikta 5 dak.
bekletilecek sekilde programlanmustir. Iyonizasyon voltaji 70 eV ve i¢ sicaklik 250 °C
olarak ayarlanmistir. Yaglarin bilesiminde bulunan bilesikler % olarak ve kolonda

alikonma zamanlar1 (Retention time, RT) MS iizerindeki Wiley 275.L kiitiiphanesi
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yardimiyla belirlenmistir (McLafferty, 1994; Adams, 1995). Alinkonma indis degerleri
(Retention index, RI) n-alkan serisi (Cs-Ca) karisiminin aymi sicaklik programinda

gosterdigi MS degerleri ile karsilastirilarak hesaplanmistir

3.2.4 Bitki Ugucu Yag ve Onemli Bilesenlerinin Antibakteriyel Etkinliklerinin

Belirlenmesi

Ugucu yaglar ve ana bilesenlerinin in vitro kosullarda test edilen hastalik etmenleri
lizerine olan antibakteriyel potansiyelleri oncelikle agar disk difiisyon yontemi ile
belirlenmistir. Agar disk diflisyon yontemi birden fazla ugucu yaglarla yapilan
calismalarda gerek hizli tarama yapilmasi acisindan gerekse miiteakibinde yapilacak ve
minimum patojenin ¢ogalmasini saglayan dozlar hakkinda 6n bilgi vermesi nedeni ile
bu tip arastirmalarda yaygin bir sekilde kullanilan bir yontemdir. Gerek ugucu yag,
gerekse ana bilesenlerin antibakteriyel etkinli§i ve minimum patojen ¢ogalmasini
engelleyen konsantrasyonlarmin  (Minimum Inhibition Concentrations, MIC)
belirlenmesinde ise mikro seyreltme yontemi kullanilmigtir (Janssen ve ark., 1987)

Tiim ¢aligmalarda orbital inkiibatorlii ¢alkalayicr lizerinde sivi LB kiiltiir igerisinde
25 °C de gelistirilen 24 saatlik bakteri kiiltiirleri kullanilmustir. Sivi kiiltiirdeki bakteri
hiicreleri sogutmali santrifiij ile ¢oktiiriilerek pelet haline getirilmistir. Ust siv1 besi
ortami (supernatant) atildiktan sonra pelet steril 10 mM MgCl solusyonu ile sulandirilip,
spektrofotometre yardimi ile son konsantrasyonu 10° hiicre/ml (agar disk difiisyon
calismalarinda) veya 5x10° hiicre/ml (mikro seyreltme yéntemi ile yapilan ¢alismalarda)

olacak sekilde siispansiyon haline getirilmistir.

3.2.4.1. Agar Disk Difiisyon Yontemi

Agar disk diflisyon yontemi test edilen ugucu yagin hizl bir sekilde etkinliginin
belirlendigi bir yontem olup (Hammer ve ark., 1999), miiteakibinde ortaya ¢ikan
engellenme bolgelerin ¢apina gore yagin etkinligi belirlenmis, buna bagl olarak
minimum engellemeyi yapacak yag konsantrasyonlar1 hakkinda 6n fikir elde edilmistir.
Bu yontemde, 24 saatlik inkiibasyon sonucu elde edilen bakteri siispansiyonundan 0.1

ml bakteri kiiltiirii alinmis, 9 cm capinda 20 ml King B besi ortami igeren petri
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ylizeylerine yayilarak besiortami yiizeyinde kurumaya birakilmistir. Daha sonra bu
petrilerin tam ortasina 6 mm capinda steril filtre kagitlar1 (disk) yerlestirilmis olup, bu
filtre kagidina 10 pl bitki ugucu yagi1 otomatik ayarli pipet yardimiyla damlatilmistir
(Sekil 3.4). Damlatilan yagin etrafa tasmamasi i¢in diskler 4 kat halinde kullanilmastir.
Kontrol olarak steril su ve 2 farkli antibiyotik (tetracycline ve rifampicin 100 pg/ml)
kullanilmustir.

Her petriye 1 bitki ucucu yagi konmus ve uygulama (her patojen ve yag icin) 5
farkli petride tekrar edilmistir. Petriler daha sonra parafilm ile kaplanarak 26 °C’ de 2
giin inkiibasyona birakilmig, gilinliik O6l¢imler alinmistir. Ugucu yaglarin etkinligi
petrilerde ortaya ¢ikan inhibisyon (engelleme) bolgelerinin Slgiilmesiyle yapilmistir.
Degerlendirmeler engelleme alanmin genisliginin enine ve boyuna Ol¢iilmesiyle
yapilmistir. Deneme farkli zamanlarda kullanilacak materyaller ile yeniden hazirlanmak

suretiyle tekrar edilmistir.
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Sekil 3.4. Agar disk difiisyon teknigi ile ugucu yaglarin A.citrulli'nin gelisimi {izerine
antibakteriyel etkinliginin in vitro kosullarda belirlenmesi. (A), (B), (C) ve (D)
petrilerinde T. spicata (Ts/Ac), T. serpyllum (Tsrp/Ac), O. majorana (Om/Ac) ve M.
officinalis (Mo/Ac) ugucu yaglarinin A.citrulli’nin engelledigi petrilerde diskin
etrafinda olusturdugu engelleme alanlarini (ok) gosterir.
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3.2.4.2. Mikro Seyreltme Yontemi

Test edilen bitki ucucu yaglar ile ana bilesenlerinin minimum engelleme
konsantrasyonlart mikro seyreltme yontemi ile 10 ml kapasiteli steril cam tiipler
icerisinde belirlenmistir (Sekil 3.5A). Denemelerde kullanilan farkli ugucu yag
konsantrasyonlari, igerisinde 4,5 ml steril LB besi ortami bulunan cam tiiplere
konulduktan sonra iizerine 500 pl daha onceden tarif edildigi sekilde hazirlanan (son
konsantrasyonu 5x10° hiicre/ml olacak sekilde) 24 saatlik bakteri siispansiyonu ilave
edilmistir. Sonugta cam tiiplerde T. spicata, T. serpyllum, O. majorana, M. spicata ve
M. officinalis tiirlerinin ugucu yaglarmn 2.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10.0, 12.0, 14.0 ve 16.0 mg/ml;
R. officinalis, O. basilicum, S. officinalis, ve L. stoechas tiirlerinin ugucu yaglarin 5.0,
10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0 ve 40.0 mg/ml olacak sekilde konsantrasyonlar elde
edilmistir. Ugucu yagin sivi besi ortaminde homojen bir halde dagilmasi i¢cin LB besi
ortami i¢ine yayici-¢oziicli madde olarak %1 oraninda dimethyl sulfoxide (DMSO) ilave
edilmistir. Ayn1 oranda DMSO kontrol olarak kullanilan ve igerisinde sadece bakteri
kiiltiirii bulunan tiiplere de ilave edilmistir. Denemede kullanilan ugucu yaglarin ana
bilesenleri olan thymol (2.5, 5.0, 7.5 mg/ml), carvacrol (2.5, 5.0, 7.5 mg/ml) ve
linalool’un (5.0, 10.0, 20.0 mg/ml) yanm sira farkli tibbi bitkilerde bildirilen ve ticari
olarak elde edilen ana bilesenlerden camphor (7.5, 15.0, 30.0 mg/ml), menthol (5.0,
10.0, 15.0 mg/ml), anethole (15.0, 30.0, 60.0 mg/ml), carvone (5.0, 10.0, 15.0 mg/ml),
eugenol (7.5, 15.0, 30.0 mg/ml) ve cinnamaldehyde (5.0, 10.0, 15.0 mg/ml)’in farkl
konsantrasyonlarini i¢eren tiiplerede benzer sekilde bakteri iispansiyonu ilave edildikten
sonra parafilm ile kaplanip, inkiibatorlii orbital calkalayicida 26 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir.

Bakteriyel etmenin ¢ogalmasini tamamen engelleyen en diisiik konsantrasyon degeri

(MIC, minimum inhibisyon konsantrasyonu) 2 farkli sekilde ortaya konmustur;
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3.2.4.2.1. Klasik petride sayma yontemi: Farkli konsantrasyonlarda ugucu yag
ve ana bilesenleri ile muamele edilen bakteri siispansiyonlarinin 48 saat
inkiibasyonundan sonra, her tiipten 0.2 ml Ornek alinarak besiortami yiizeyine
yayilmustir (Sekil 3.4) Petriler 25 °C’de 48 saat tekrar inkiibasyona birakildiktan sonra
yiizeyde gelisen bakteri kolonileri sayilarak ucucu yaglarinin etkinligi ortaya
konulmustur (Sekil 3.5). Herhangi bir bakteri koloni gelismesinin goriilmedigi petriler o

yag veya ana bilesen i¢in MIC degeri olarak belirlenmistir.

Sekil 3.5. Mikro sulandirma teknigi ile ugucu yaglarin antibakteriyel etkinliginin belirlenmesi.
(A), Farkli konstrasyonlarda Origanum majorana ugucu yagi igeren besiyerlerinde
Acidovorax citrulli ¢ogalmasini engelledigi cam tiplerdeki goriinimii. (B) Bu
tiiplerden alman Orneklerden 48 saat sonra gelisen bakteri kolonilerinin petrilerdeki
gorinimil.
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3.2.4.2.2. Resazurin mikrotitrasyon assay testi (REMA): Bu kapsamda
resazurin sodyum tuzu (Sigma, R-2127) 0.1 mg/ml (w/v) oraninda steril distile su iginde
hazirlanmis ve mavi-mor renkli bir stok solusyon elde edilmistir. Elde edilen solusyon
22 um por ¢apli steril membran filtrelerle filtrasyondan gegirilerek steril cam tiipte +4
°C’de saklanmigtir. Klasik yontemle belirlemede oldugu gibi farkli konsantrasyonlarda
ucgucu yag ve ana bilesenleri ile muamele edilen bakteri siispansiyonlar1 48 saat inkiibe
edilmistir. Farkli konsantrasyonlarla muamele edilmis her tiipten 180 ul bakteri
siispansiyonu alinarak steril eppendorf tiiplerine konulmus ve bu siispansiyonun iizerine
200 pl resazurin stok soliisyonundan ilave edildikten sonra (bu asamada ilave edilen
tiim tlipler mavi-mor renge doniismiistiir) 6 saat inkiibasyona birakilmistir (Sekil 3.6).
Inkiibatorden cikartilan tiipler igerisinde baslangigta mavi-mor renk olan siispansiyonun
pembe renge donmesi o tiiplerde bakteriyel gelisimin oldugunu, mavi-mor renkte kalan
stispansiyon ise herhangi bir bakteriyel gelisimin olmadigini gostermistir (Palomino ve
ark. 2002). S6z konusu ugucu yagin veya ana bilesenin MIC degerinin mavi-mor rengin
goriildiigii ilk tiiplerdeki konsantrasyonun oldugu kabul edilmistir. Mavi-mor rengin
goriildiigii ilk tliplerden alinan ornekler klasik mikro seyreltme testi ile de canliligin

olup olmadig1 ac¢isindan desteklenmistir.

Sekil 3.6. Bitki ugucu yaglarin ana bilesenlerinden carvacrol (A), thymol (B), linalool
(C), carvone (D), eugenol (E) ve cinnamaldehyde (F)’nin A.citrulli etmenine
kars1 3 farkli konsantrasyonda (d1, d2 ve d3) gdstermis oldugu antibakteriyel
etkinliginin Resazurin mikrotitrasyon assay testi (REMA) ile belirlenmesi.
Pembe ve eflatun renkler bakteriyel ¢ogalmanin (canli) varligini gosterirken,
mavi-mor renk bakteriyel ¢ogalmanin olmadigini (6lii) gostermektedir. K,
kontrol
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3.2.5. %50 Etkili Konsantrasyon (ECsy) Degerlerinin Hesaplanmasi

Ugucu yaglarin  bakteri ¢ogalmasint %50 diizeyde engelleyen etkili
konsantsrasyonlar1 (ECsg) her bir yag i¢in farkli dozlarda elde edilen koloni sayilarinin
logaritmik degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) yardimui ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir.

3.2.6. Deneme Deseni ve istatistiksel Analizler

Tiim in vitro denemelerinde her petri 1 tekerriir ve her doz da 3 tekerriir olacak
sekilde tesadiif parselleri deneme desenine goére kurulmus olup, deneme 2 farkh
zamanda tekrar edilmistir. Elde edilen 6l¢iim degerleri (agar disk diflisyon testinde elde
edilen engelleme bolgeleri [mm] ve mikro sulandirma yonteminde elde edilen bakteri
koloni sayilarinin logaritmik degerleri) % oranlarina g¢evrilmeden SPSS istatistik
programt (SPSS Inc., versiyon 11.5.0) kullanilarak tek yonlii ANOVA ile varyans
analizi yapilmis ve Tukey Test (P<0.05) ile konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar

tespit edilmisgtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Ucucu Yaglarin Genel Ozellikleri

Calismalarda elde edilen bitki ugucu yaglar Clevenger tipi alet yardimiyla buhar
distilasyon yontemi ile cikartilmis (Sekil 3.2) ve denemelerde kullanilmistir.
Calismalarda kullanilan bitkilerin yag verimleri Cizelge 4.1 de verilmistir. Bitkiler
igcinde en yiiksek verim nane (Mentha spicata) yapraklarindan elde edilmis olup, bunu
lavanta ve mercankosk bitkileri takip etmistir. En diisiik ugcucu yag verimi %0.6 ile ogul

otundan (Melissa officinalis) elde edilmistir

Cizelge 4.1. Calismalarda kullanilan bitkilerden elde edilen ugucu yaglarinin verimleri

ety
Melissa officinalis L. 0.6a
Rosemarinus officinalis L 0.9a
Thymus serpyllum L. 1.6b
Ocimum basilicum L 1.7b
Thymbra spicata L. subsp. spicata 2.1bc
Origanum majorana L. 2.4cd
Salvia officinalis L. 2.9d
Lavandula stoechas L. var. stoechas 3.7e
Mentha spicata L. 5.5f

* Kurutulmusg bitki materyalinden elde edilen toplam miktar (w/v). Yag verimi her birinde 100 gr kuru
bitki materyalinin kullanildig1 3 farkli ekstraksiyon sonucu elde edilen miktarin ortalamasidir. Siitun
icerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli harfler yag verimleri arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli olmadigini gosterir (Tukey Test, P<0.05)
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4.2. Ucucu Yaglarin Kimyasal Bilesenleri

Bitki ucucu yaglarin igerisinde tespit edilen kimyasal bilesenler ve % miktarlari
Cizelge 4.2°de verilmistir. Sonuglara bakildiginda bitki ugucu yaglarinin tiire 6zel
kimyasal bilesenlere degisen oranlarda sahip oldugu goriilmektedir. GC-MS analizleri
sonucunda T.spicata ve L. stoechas ugucu yaglarinda 25; S. officinalis ugucu yaginda
32; M. officinalis u¢ucu yaginda 33; O. majorana ve O. basilicum ugucu yaglarinda 37
M. spicata ugucu yaginda ise 39 farkli ana bilesen gaz kromotografi cihazinin kiitle
spektroskopi kiitiiphanesindeki bilgilere gore belirlenmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen
sonuglara gore bitkilerin kimyasal yapisinda en fazla bulunan 3 bilesenlere bakildiginda;
T. spicata ugucu yaginin ana bileseni carvacrol (%66.86) olup, bunu izleyen diger iki
en 6nemli bilesen cymol (%12.18) ve gamma-terpinene (%10.73) bilesenleridir. Diger
bitkilerden T. serpyllum i¢in thymeol (%41.03), carvacrol (%33.59) ve gamma-
terpinene (%12.08); O. majorana igin 4-terpineol (%31.67), gamma-terpinene
(%14.74) ve alpha-terpinene (%9.18); M. spicata i¢in carvone (%55.58), limonene
(%10.22) ve dihydrocarveol (%6.52); M. officinalis i¢in z-citral (%23.58), citronella
(%18.48) ve caryophyllene oxide (%7.77); R. officinalis i¢in 1,8-cineole (%18.47),
camphor (%17.55) ve alpha-pinene (%16.38); O. basilicum i¢in linalool (%30.23),
cinnamic acid methyl ester (%23.85) ve 1,8-cineole (%15.21); S. officinalis i¢in
camphor (%24.59), thujone (%21.14) ve 1,8-cineole (%19.38); L. stoechas i¢in alpha-
fenchone (%51.07), camphor (%30.24) ve 1,8-cineole (%9.82) yag bilesenlerinde yer

alan ilk 3 6nemli bilesenler olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Calismalarda kullanilan bitki ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonu

Bitki Ucucu Yaglarinda Bulunan Bilesenler (%)

RI Bilesenin Ismi T.spicata | T.serpyllum | O.majorana | M.spicata | M.officinalis | R.officinalis | O.basilicum | S.officinalis | L.stoechas
947 | cis-salvene 0.25 0.23
961 | trans-salvene 0.04
1013 | tricyclene 0.21 0.12
1029 | alpha-pinene 0.56 0.46 0.77 0.97 0.12 16.38 4.15 0.05
1033 | alpha-phellandrene 0.64 1.45 1.38 0.07 0.8 0.15
1073 | camphene 0.06 0.03 3.97 0.12 4.63 0.13
1112 | beta-pinene 0.1 0.09 0.39 1.05 0.71 14 2.08 0.02
1127 | sabinene 7.15 0.49 0.63
1131 | thujadien 0.85
1155 | delta-3-carene 0.05 0.82
1170 | beta-myrcene 1.04 1.36 1.74 0.51 1.94 0.71 1.46
1184 | alpha-terpinene 1.48 1.94 9.18 0.37 0.45 0.07 0.29
1202 | dl-limonene 0.17 0.18 1.57 10.22 0.46 391 0.5 2.12 0.12
1209 | 1.8-cineole 0.2 6.0 0.23 18.47 15.21 19.38 9.82
1212 | beta-phellandrene 0.12 1.64
1226 | tetradecanol 0.14
1243 | trans-B-Ocimene 0.03 0.22 0.03
1252 | gama-terpinene 10.73 12.08 14.74 0.75 0.6 0.15 0.5
1259 | ocimene 0.05 0.51
1261 | 3-octanone 0.25
1263 | octan-3-one
1276 | cymol 12.18 5.25 3.49 0.87 0.25 1.78 0.15 1.17 0.22
1277 | o-cymene
1286 | alpha-terpinolene 0.05 2.95 0.19 0.52 0.12 0.17
1344 | methyl heptenone 1.09
1356 | rose oxide 0.26
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Cizelge 4.2. Calismalarda kullanilan bitki u¢ucu yaglarin kimyasal kompozisyonu (devam)

Bitki Ucucu Yaglarinda Bulunan Bilesenler (%)

RI

Bilesenin ismi

T.spicata

T.serpyllum

O.majorana

M.spicata

M.officinalis

R.officinalis

O.basilicum

S.officinalis

L.stoechas

1359

melonal

0.12

1369

trans-rose oxide

0.1

1395

alpha fenchone

0.74

0.03

51.07

1408

rosefuran

1421

thujone

21.14

1441

alpha-thujone

0.47

6.49

1442

linalool oxide

0.75

1455

octen-3-ol

0.11

0.19

0.65

0.35

0.1

1465

trans-sabinene
hydrate

2.16

0.3

0.07

1469

fenchyl acetate

0.33

1471

trans-linalool oxide

0.52

1483

citronella

18.48

1502

chrysanthenone

0.62

1506

trans-
chrysanthemal

0.42

1509

camphor

0.3

17.55

0.71

24.59

30.24

1512

bourbonene

0.23

1514

beta-bourbonene

1527

cis sabinene
hydrate acetate

0.3

1540

pinocamphone

1.63

1547

cis-sabinene
hydrate

0.03

6.33

1552

I-linalool

0.03

1.86

0.22

0.58

4.16

30.23

0.21

0.13

1561

4-thujanol

2.6

0.08

0.52

1563

d-verbenone

0.22

0.1
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Cizelge 4.2. Calismalarda kullanilan bitki u¢ucu yaglarin kimyasal kompozisyonu (devam)

Bitki Ucucu Yaglarinda Bulunan Bilesenler (%)

RI Bilesenin ismi T.spicata | T.serpyllum | O.majorana | M.spicata | M.officinalis | R.officinalis | O.basilicum | S.officinalis | L.stoechas
1568 | isopulegol 0.08 3.03

1577 | bornyl acetate 0.16 1.26 0.51 1.46 1.09
1582 | bergamotene 1.13 0.69
1585 | alpha-guajene 0.62

1589 | trans-caryophyllene 1.28 1.31 1.03 1.36 6.03 0.49 0.24 1.47

1599 | 4-terpineol 0.53 0.23 31.67 2.33 1.07 0.29 0.52 0.34
1603 | cis-dihydrocarvone 1.17

1606 | rosefuran epoxide

1613 | 4-terpinenyl acetate 0.61

1622 | Myrtenal 0.19
1626 | terpenene-1-ol 1.01

1637 | aromadendrene

1646 | benzenemethanol 0.24
1651 | trans-pinocarveol 0.05 0.06 0.06 0.25
1661 zilrl)'};;)hyllene 0.04 0.34 0.33 0.13 0.4 1.17 0.13
1664 | isoledene 0.17 0.15

1669 | beta-farnesene 0.87

1670 | 4-Allyl Anisole 0.19 9.51 0.21
1675 | verbenol 0.3 0.44
1676 | cis-piperitol 0.36

1681 | Z-citral 23.58

1684 | myrtenyl acetate 1.3
1693 | o-Terpinyl acetate 0.2
1694 | isoborneol 0.21 4.16 0.7 1.06 16.18 2.12 2.25 1.23
1700 germacrene-D 0.15 0.97 0.16 1.47 0.13
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Cizelge 4.2. Caligmalarda kullanilan bitki u¢ucu yaglarin kimyasal kompozisyonu (devam)

Bitki Ucucu Yaglarinda Bulunan Bilesenler (%)

RI

Bilesenin ismi

T.spicata

T.serpyllum

O.majorana

M.spicata

M.officinalis

R.officinalis

O.basilicum

S.officinalis

L.stoechas

1707

alpha gualene

0.56

1714

myrtanol

0.15

1719

alpha-muurolene

1723

Neodihydrocarveol

0.13

0.65

1725

bicyclogermacrene

0.44

0.1

0.55

1728

d-carvone

0.02

0.07

55.58

0.21

1732

geranial

30.4

1743

piperitol

0.57

1748

dihydrocarveol

6.52

1752

delta-cadinene

0.07

0.19

0.11

1.97

1759

geranyl acetate

0.45

1767

citronellol

0.14

0.83

1772

beta-selinene

0.32

0.08

1787

myrtenol

0.24

1790

borneol

0.67

1799

nerol

0.17

1826

anethole

0.04

1833

trans-carveol

0.45

1834

5-caranol

1.54

1848

trans-geraniol

0.1

0.7

0.12

0.53

1864

cis-carveol

1.72

1894

Geranyl isobutyrate

1910

piperitenone

0.11

1954

cinnamic acid
methyl ester

23.85
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Cizelge 4.2. Calismalarda kullanilan bitki u¢ucu yaglarin kimyasal kompozisyonu (devam)

Bitki Ucucu Yaglarinda Bulunan Bilesenler (%)

RI

Bilesenin ismi

T.spicata

T.serpyllum

O.majorana

M.spicata

M.officinalis

R.officinalis

O.basilicum

S.officinalis

L.stoechas

1969

caryophyllene
oxide

0.65

0.06

0.3

7.77

0.04

0.24

2026

humulene oxide

0.34

0.2

2044

germacrene-D-4-ol

2050

cubenol

0.14

0.5

2075

veridiflorol

1.7

2087

serotonin

0.19

2126

spathulenol

0.15

0.13

0.07

2197

t-cadinol

0.17

3.36

2211

alpha-cadinol

2218

thymol

2.77

41.03

0.06

0.55

0.05

0.06

0.54

2239

carvacrol

66.86

33.59

0.19

1.17

0.08

0.54

0.75

2245

t-Muurolol

0.07

0.61

0.04

2652

methyl
arachidonate

0.51
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Denemelerde kullanilan bitki ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri daha 6nce farkli bolge
ve lilkelerde yapilan ¢alismalarda da belirlenmistir (Cavanagh ve Wilkinson, 2002;
Khan ve Saeed, 2002; Minija ve Thoppil, 2002; Bouzouita ve ark., 2005; Soylu ve ark.,
2006). Her ne kadar oranlar1 farkli olsa da, gerek ¢aligmalarimizda gerekse farkli
arastiricilarin yapmis oldugu c¢alismalarda carvacrol, camphor, 1,8-cineole, thymol,
Lamiaceae familyasina dahil bitkilerin ugucu yaglarinda yiiksek diizeylerde bulundugu
konusunda benzerlik goriilmiistir. Ulkemizin farkli bolgelerinde yetisen benzer
bitkilerle yapilan c¢alismalarda Topal ve ark. (2008) Melissa officinalis, Rosmarinus
officinalis, Thymus serpyllum ve Lavandula stoechas bitki ugucu yaglarmin; Tabanca
ve ark. (2004) ile Orhan ve ark. (2011) O. majorana ve M. spicata bitki ugucu
yaglarinin; Arslan ve Dervis (2010), T. serpyllum, R. officinalis, Salvia officinalis ve O.
majorana bitki ugucu yaglarinin; Duman ve ark. (2010) ise O. basilicum bitki ugucu
yaglarinin kimyasal bilesenlerinin tiirlere bagl olarak farklilik gosterdigini, her tiiriin
icerdigi ana bilesenleri ve oranlarint GC-MS ile belirlemislerdir.

Calismalarimizda kullanilan ugucu yaglarin kimyasal analizlerinden elde edilen
sonuglara benzer sonuglar dnceden yapilan pek ¢ok ¢alismalarla benzerlik gostermistir.
Yapilan bu ¢aligmalarda Thymus serpyllum’un ana bileseninin thymol oldugu (Arslan
ve Dervis, 2010), Origanum majorana’nin ana bileseninin terpinene-4-ol oldugu
(Tabanca ve ark., 2004; Hussain ve ark., 2011), Melissa officinalis’in ana bileseninin
citral oldugu (Brant ve ark., 2009; Moradkhani ve ark., 2010), Mentha spicata’nin ana
bileseninin carvone oldugu (Sarer ve ark., 2011; Govindarajan ve ark., 2012),
Rosmarinus officinalis’in ana bileseninin 1,8-cineole oldugu (Kadri ve ark., 2011;
Wang ve ark., 2012), Ocimum basilicum’un ana bileseninin linalool oldugu (Hussain ve
ark., 2009; Kacar ve ark., 2010; Duman ve ark., 2010), Salvia officinalis’in ana
bileseninin camphor oldugu (Sokovic ve ark., 2010; Khalil and Li, 2011), Lavandula
stoechas’in ana bilesenin ise alpha-fenchone oldugu (Hassiotis ve ark., 2010;
Benabdelkader ve ark., 2011) bildirilmistir.

S6z konusu bu ¢alismalarin bazilarinda benzerliklerin yani sira elde edilen sonuglar
arasinda bazi farkliliklarda gbéze carpmaktadir. Ayni tiire ait olmakla birlikte ugucu
yaglarda gerek verim gerekse kimyasal kompozisyonlarinda farkliligin ortaya
cikabilecegi diger bitkilerle yapilan o6nceki ¢aligmalarda da bildirilmistir. S6z konusu

ucucu yaglarin elde edildigi bitkilerin yetistigi alanlardaki iklim farkliligi, bolgenin
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cografik konumu, toprak yapisi, bitkinin yasi, bitki materyalinin toplandig1 dénem ve
yagin ¢ikartilis metodu gibi bir ¢ok faktoriin benzer bitki tiirlerine ait yaglarin kimyasal
kompozisyonlarinda farkliligin ortaya ¢ikmasinda rol oynayabilecegi bildirilmistir
(Dudai ve ark., 1992; Cimanga ve ark., 2002). Nitekim Origanum syriacum bitkisinde
cevre kosullarinin ¢igceklenme, yag verimi ve kompozisyonu iizerine olan etkinliginin
arastirildig1 ¢alismada, bitkinin ¢igeklendigi donemde, 151k siddetinin yiiksek oldugu
veya kisa gilin fotoperiyoduna sahip yiiksek sicaklik bdlgelerde yetisen bitki
yapraklarindan elde edilen ugucu yag veriminin ve yag igindeki fenol bilesiklerinin

oraninin 6nemli diizeyde azaldig1 bildirilmistir (Dudai ve ark., 1992).

4.3. Bitki Ucucu Yag ve Onemli Bilesenlerinin Antibakteriyel Etkinlikleri

Bitki ucucu yaglarin test edilen bakteriyel etmeni iizerindeki antibakteriyel etkinligi
2 farkli yontemle arastirilmistir. Agar disk diflisyon yontemi ile ucucu yaglarin
antibakteriyel potansiyele sahip olup olmadigi, bulunmasi durumunda ise antibakteriyel
etkinliklerinin ne derecede bir siddete sahip oldugunun belirlenmesi amaglanmistir.
Mikro sulandirma yontemi ile bitki ugucu yaglarin ve ana bilesenlerinin test edildigi
bakteriyel etmeni engelleyen en diisik konsantrasyonu (minimum inhibisyon
konsantrasyonu) ile bakteri ¢ogalmasini %50 diizeyde engelleyen etkili

konsantrasyonunun (ECsg) belirlenmesi hedeflenmistir.

4.3.1. Bitki Ucucu Yaglarin Antibakteriyel Etkinlikleri

4.3.1.1. Agar Disk Difiisyon Yontemi

S6z konusu yontem ile steril filtre kagit (6 mm c¢apinda) disklerine 10 pl bitki ugucu
yaginin emdirildikten sonra, dnceden bakteri siispansiyonu ile bulastirilmis petri
kaplarinin ortasia yerlestirilip kapagi kapatilmis ve petri kabi parafilm ile izole
edilmistir. Ugucu yag uygulamasi yapilan petri kaplari 48 saat inkiibatorlerde
inkiibasyona birakilmistir. Filtre kagit disklerin etrafinda olusan engelleme boélgelerinin
(Sekil 3.3) olciilmesi ile ugucu yaglarin antibakteriyel etkinligi belirlenmistir (Cizelge

4.3). Kontrol olarak steril su ve 2 farkli antibiyotik (tetracycline ve rifampicin 100
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ug/ml) kullanilmistir. Elde edilen sonuglara goére, kullanilan yaglar i¢inde T. spicata
(karabas kekik) ugucu yagi 20.7 mm engelleme bdlgesi olusturarak test edilen tiim
yaglar i¢inde en yiiksek antibakteriyel etkinlige sahip ugucu yag olmustur. Kekik ucucu
yagimin antibakteriyel etkinligi diger yaglarin yani sira test edilen tetracycline ve
rifampicin antibiyotiklerinden de daha yiiksek etkide bulunmustur. Kekik ugucu yagi
tarafindan olusturulan engelleme boélgesini sirasi ile T. serpyllum (kaba kekik), O.
majorana (mercan kosk), M. officinalis (ogul otu), M. spicata (nane), S, officinalis
(adagay1), R. Officinalis (biberiye) ve O. basilicum (feslegen) ugucu yaglari tarafindan
olusturulan engelleme bolgeleri takip etmistir (sirast ile 13.7, 9.4, 8.3, 8.0, 7.7, 7.4, 7.3).
Ugucu yaglar iginde en diistik engelleme bolgesini 6.7 mm gapi ile L. Stoechas (karabas
lavantasi) ugucu yagi olusturmustur.

Ucgucu yaglarin antibakteriyel etkinligi 72 ve 96 saat sonraki gozlemlerde de
incelenmis olup, 48 saat sonraki etkinlikten 6nemli bir farkliligin olmadigi goriilmiistiir.

S6z konusu engellenme bolgeleri s1vi besi ortamina ilave edilmis olup, 48 saat sonra
stv1 besi yerlerinde herhangi bir bakteriyel ¢ogalma goézlenmemistir. Bu durum ugucu
yaglarin antibakteriyel 6zelliginin bakteriyostatik (gecici etkinlik) etkinlikten ziyade
bakteriyosidal (kalici etkinlik) etkinliginden kaynaklandigin1 géstermistir.
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Cizelge 4.3. Bitki ugucu yaglarinin karpuz bakteriyel meyve leke hastaligi etmeni A.

citrulli’ye kars1 antibakteriyel etkinligi®

Ucucu Yaglar Engelleme bolgesi capr (mm)®
Thymbra spicata L. subsp. spicata 20.7+0.58e
Thymus serpyllum L 13.7+0.58d
Origanum majorana L. 9.4+1.15¢
Melissa officinalis L. 8.3+0.58bc
Mentha spicata L. 8.0+0.0bc
Salvia officinalis L. 7.7+0.58bc
Rosmarinus officinalis L. 7.4+1.15bc
Ocimum basilicum L. 7.3£0.58bc
Lavandula stoechas L. subsp. stoechas 6.7+0.58b
Tetracycline (100 pg/ml) 19.7+1.15e
Rifampisin (100 pg/ml 13.3+0.58d
Kontrol (steril besi ortami) 0.0a

* Antibakteriyel etkinlik agar disk difiisyon yontemi ile belirlenmigtir. 10 pl ugucu yag emdirilmis steril
filtre kagidi (6 mm) 6nceden bakteri siispansiyonu yayilmis petrilerin ortasina yerlestirilmis ve 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Filtre kagidi etrafinda ortaya ¢ikan engelleme bolgesinin ¢api (kagit disk dahil)
Olgiilmiistir. Elde edilen degerler 5 farkli petri kutusunda Slgiilen engellenme bdlgelerin ¢apimin (mm)
ortalamasidir. Ayni siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiigiik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigini gosterir (Tukey Test, P<0.05).

4.3.1.2. Mikro Seyreltme Yontemi

Mikro sulandirma yontemi bitki ugucu yaginin test edildigi bakteriyel etmeni
engelleyen en diisilk konsantrasyonunun (minimum inhibisyon konsantrasyonu)
belirlenmesi amaci ile yapilmistir. Farkli dozlarda ugucu yag iceren bakteri
stispansiyonlar1 inkiibatorlii orbital ¢alkalayicida 26 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmis ve buradan alinan 100 pl bakteri slispansiyonu yayildiklar1 petri kabinda 26
°C’de 48 saat tekrar inkiibasyona birakilarak yaglarin bakterilerin populasyon ¢ogalmasi
lizerine olan antibakteriyel potansiyelleri belirlenmistir (Sekil 3.4). Calismalarda elde

edilen sonuglar Cizelge 4.4’de sunulmustur.



41

Mikro sulandirma yonteminden elde edilen sonuglar (Cizelge 4.4) agar disk
difiisyon testinde elde edilen sonuglar1 (Cizelge 4.3) bircok yag agisindan
desteklemistir. Cizelgede de goriilebilecegi gibi ugucu yaglarin konsantrasyonlarinin
artmastyla bakterilerin populasyon gelisimleri 6nemli diizeylerde azalmigtir. Agar disk
difiisyon testinde en yiiksek derecede engelleme bolgesi olusturan Thymra spicata,
Thymus serpyllum ve Origanum majorana ugucu yaglar1 mikro sulandirma yonteminde
engelleme konsantrasyonu en diisiik miktarda (siras1 ile 6.0, 8.0, ve 10.0 mg/ml) oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.4). Mentha spicata, Melissa officinalis, Rosmarinus officinalis,
Ocimum basilicum ve Salvia officinalis ugucu yaglarinin agar disk difiisyon testindeki
siralamasi ile mikro sulandirma yontemindeki engelleme konstantrasyonlari arasinda
Onemsiz diizeyde siralama degisikligi gozlenmistir. Agar disk difiisyon testinde en
diisiik derecede engelleme bolgesi olusturan Lavandula stoechas ugucu yagi mikro
sulandirma ydnteminde engelleme konsantrasyonu en yiiksek ucucu yag (40 mg/ml)
olarak belirlenmistir. Yaglarin bakteri populasyon ¢ogalmasinin %50’sini engelleyen
etkili konsantrasyonlar1 (ECsg) Probit analiz yontemine goére hesaplanmis olup, elde
edilen sonuglarda en diisiik ECsy degeri 1.98 mg/ml ile Thymbra spicata, en yiiksek
ECso degeri ise 15.42 mg/ml ile Lavandula stoechas oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4. Farkli bitki ugucu yaglar ve konsantrasyonlarinin karpuz bakteriyel meyve leke hastaligi etmeni A. citrulli’ye karsi
antibakteriyel etkinligi®

Konsantrasyon (mg/ml)
Ucucu Yaglar 2 4 6 8 10 12 14 16 ECsy’
T. spicata 57.7aD 73.8bD 100.0cE 100.0¢D  100.0cC  100.0cB  100.0cB 100.0¢ 1.98
T. serpyllum 45.9aC 63.6bC 71.7¢D 100.0dD  100.0dC  100.0dB  100.0dB 100.0d 2.63
O. majorana 35.7aB 55.6bB 63.8¢cC 75.0dC 100.0eC  100.0eB  100.0eB 100.0e 3.34
M. spicata 26.1aA 37.5bA 52.9cA 61.1dA  824eAB 100.0/B  100.0fB 100.0f 4.52
M. officinalis 30.6aA 40.8bA 57.1cB 65.3dB 78.6eA 87.8fA 98.0gA 100.0h 4.28

Konsantrasyon (mg/ml)

5 10 15 20 25 30 35 40 ECs
R. officinalis 48.1aD 59.6bC 76.5¢D 100.0dD  100.0dD  100.0dC  100.0dB 100.0d 6.46
O. basilicum 43.7aC 60.4bC 69.6¢C 77.2dC 89.6eC 100.0fC  100.0fB 100.0f 7.28
S. officinalis 29.6aB 48.0bB 58.2¢B 67.9dB 79.1eB 88.8fB 100.0gB 100.0g 10.19
L. stoechas 18.1aA 24.4bA 39.9cA 54.1dA 67.9eA 74.5fA 89.3gA 100.0h 15.42

* Antibakteriyel etkinlik mikro sulandirma yontemi ile belirlenmistir. Farkli konsantrasyonda ugucu yag iceren bakteri siispansiyonlari 48 saat inkiibasyona birakilmig
ve buradan almman 100 pl siispansiyon yayildiklar petri kabinda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen degerler 5 farkli petri kutusunda gelisen bakteri
kolonilerinin logaritmik degerlerinin ortalamasi olup, % engelleme= (Ky-Uy)/Ky) x 100 formiilii ile hesaplanmistir. K =kontrol deki koloni sayisi; Uy=uygulama
sonucunda gelisen koloni sayisini ifade eder. Deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir. Ayni satir iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiigiik
harfler veya siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigim
gosterir (Tukey Test, P<0.01).

® Ugucu yaglarm bakteri gogalmasim %350 diizeyde engelleyen etkili konsantsrasyonlar1 (ECso) her bir yag igin farkli dozlarda elde edilen koloni sayilarmimn logaritmik
degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimu ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir
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Gerek agar disk difiisyon gerekse mikro sulandirma yontemi ile elde edilen sonuglara
gore en etkili bitki ugucu yaglarinin, kekik tiirti bitkilerden (T. spicata, T. serpyllum ve
O. majorana) elde edilen yaglarin oldugu, bunu ayni familyaya giren diger yaglarin
takip ettigi belirlenmistir. Benzer sekilde Lamiaceae familyasina dahil olan kekik ve
origanum yaglarinin diger yaglara oranla daha yiiksek antimikrobiyal (antibakteriyel ve
antifungal) etkinlige sahip oldugu yapilan pek ¢ok calismada da bildirilmistir (Knobloch
ve ark., 1989; Karamanoli ve ark., 2000; Ezzat, 2001; Nagaraj ve ark., 2001; Bouzouita
ve ark., 2003; Daferera ve ark., 2003; Thakare ve ark., 2003; Baydar ve ark., 2004;
Horvath ve ark., 2004; Nguefack ve ark., 2005; Soylu ve ark., 2006).

Ulkemizde farkli bdlgelerden toplanan benzer bitkilere ait bitki ugucu yaglarm
kimyasal kompozisyonun yam sira, bazi gidalarda bozulmalara neden olan ve insan
patojeni bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 antimikrobiyal etkinligi birkag¢ aragtirmada
calisilmistir. Kilic (2006), T. spicata ugucu yaginin ve ana bilesenlerinden carvacrol ve
trans-caryophyllen’i Escherichia coli, S. epidermidis, B. subtilis, Staphylococcus
aureus, S. typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, E. faecalis
ve Candida albicans isimli insan patojeni bakteriyel ve maya izolatlarina karsi
antibakteriyel etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir. Kizil ve Uyar (2006) Thymus
kotschyanus, Satureja hortensis, Origanum onites ve Thymbra spicata bitkilerinden elde
ettikleri ugucu yaglar1 Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, Pseduomonas
syringae pv. tomato gibi bitki patojeni bakterilere karsi antibakteriyel etkinlige sahip
oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde Baydar ve ark (2004) Origanum minutiflorum,
Origanum onites, Thymbra spicata ve Satureja cuneifolia ugucu yaglarin insan ve gida
patojeni Aeromonas hydrophila, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus brevis, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Corynebacterium xerosis, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteus,
Mycobacterium smegmatis, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus ve Yersinia
enterocolitica kars1 antibakteriyel etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir. Basim ve ark.
(2000) Thymbra spicata L. var. spicata ugucu yaginin bitki patojeni bakterilerden
Erwinia amylovora, Erwinia carotovora pv. carotovora, Clavibacter michiganensis
subsp. michigenensis, Pseudomonas syringae pv. syringae, Agrobacterium tumefaciens
ve Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria kars1 antibakteriyel etkiye sahip oldugunu

belirlemislerdir.
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Ulkemizde farkli arastirict gruplar tarafindan ¢alismalarimizda kullamilan T.
serpyllum (Sagdic, 2003), O. majorana (Orhan ve ark., 2011), M. officinalis (Keskin ve
ark., 2010; Ceyhan ve ark., 2012), M. spicata (Orhan ve ark., 2011; Ceyhan ve ark.,
2012), R. officinalis (Oskay ve Sari, 2007; Toroglu, 2011; Ceyhan ve ark., 2012), O.
basilicum (Kaya ve ark., 2008; Orhan ve ark., 2011), ve L. stoechas (Goren ve ark.,
2002; Dadalioglu ve Evrendilek, 2004; Kirmizibekmez ve ark., 2009; Sara¢ ve Ugur,
2009; Ceyhan ve ark., 2012) gibi bitkilerden elde edilen ugucu yag, ekstrakt ve
hidrosollar1 (bitkilerin kaynatildig1 su) daha ¢ok gida-insan patojeni bakterilere karsi
test edilmis ve antibakteriyel etkinlige sahip olduklar1 bildirilmistir.

Calisma sonuglarina gore en diisiikk antibakteriyel etkinlige sahip olan Lavandula
stoechas’in etkinligi benzer sekilde Soylu ve ark. (2003) tarafindanda bildirilmistir.
Soylu ve ark. (2003), L. stoechas var. stoechas bitki ugucu yaginin fasulye hale
yaniklik etmeni Pseudomonas syringae pv. phaseolicola’ya karsi antibakteriyel
etkinlikte bulundugunu fakat etkinligin Lamiaceae familyasina dahil olan biberiye
(Rosmarinus officinalis), kekik (Thymbra spicata) ve origanum (Origanum onites) gibi
bitkilerden elde edilen ugucu yaglarla kiyaslandiginda diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Caligmalardan elde edilen sonuglara bakildiginda bitki ucgucu yaglarin gerek
kimyasal bilesenleri gerekse test edildikleri patojenlere olan antibakteriyel etkinlikleri
benzer bitki tiirleri ile yapilan 6nceki ¢alismalarla elde edilen sonuglarla kiyaslandiginda
benzerlik gosterdigi gibi farkliliklarda gostermistir. Jannsen ve ark. (1987), ile Thomas
(1989), ayni bitki tlirline ait bitki ugucu yaglarin kimyasal bilesenlerinin bitkinin
yetistigi cografik bolgeye, bitkinin toplandigi doneme, bitkinin ugucu yaginin ¢ikarildigi
durumuna (yas veya kuru) bagh olarak farklilik gosterebilecegini, benzer sekilde her ne
kadar ayni bitki tiirline ait ugucu yag kullanilsada bu yaglarin antimikrobiyal
etkinligininde kullanilan test teknigine, kiiltlir besi ortaminin yapisina ve gerek
kullanilan patojenin tiiriine gerekse izolata bagli olarak biiyiik oranda farklilik

goriilebilecegi bildirmislerdir.
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4.3.2. Bitki Ucucu Yaglarinin Ana Bilesenlerinin Antibakteriyel Etkinlikleri

Calismalarda kullanilan ve etkili olan bitki u¢ucu yaglarin antibakteriyel etkinliginin
aragtirtlmasina paralel olarak bu yaglarin igerisinde yiiksek oranda bulunan ve ticari
olarak temin edilen kimyasal bilesenlerin antibakteriyel etkinlikleride belirlenmistir.
Calismalarda denemede kullanilan ugucu yaglarin 6nemli ana bilesenlerinden carvacrol,
thymol, linalool’un yani sira baska ugucu yaglarin énemli ana bilesenlerinden camphor,
anethole, carvone, menthol, eugenol ve cinnamaldehyde ticari olarak temin edilmis
olup, test edilen patojenlere kars1 3 farkli dozlarda kullanilmistir (Cizelge 4.5). Dozlarin
belirlenmesinde ugucu yaglarin minimum engelleyen konsantrasyonlarindaki (MIC)
bulunus oranlari baz alinmis, bu oramin yani sira bunlarin katlari (2x ve 3x)
kullanilmistir. Farkli dozlarda ugucu yag bilesenlerini i¢eren bakteri siispansiyonlar1 26
°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmis ve siire sonunda tiiplerden alinan 100 pl
stispansiyon yayildiklar1 petri kabinda 48 saat tekrar inkiibasyona birakilarak yaglarin
bakterilerin populasyon gelisimi {izerine olan antibakteriyel potansiyelleri belirlenmistir

(Sekil 3.5). Calismalarda elde edilen sonuglar Cizelge 4.6 da sunulmustur.

Cizelge 4.5. Bitki ugucu yag ana bilesenlerinin A. citrulli’ye karsi antibakteriyel

etkinliginin belirlenmesinde kullanilan konsantrasyonlar

Kullanilan Dozlar (mg/ml)

Ana bilesen 1.Doz 2.Doz 3.Doz
Carvacrol 2.5 5.0 7.5
Thymol 2.5 5.0 7.5
Linalool 5.0 10.0 20.0
Camphor 7.5 15.0 30.0
Anethole 15.0 30.0 60.0
Carvone 5.0 10.0 15.0
Menthol 5.0 10.0 15.0
Eugenol 7.5 15.0 30.0

Cinnamaldehyde 5.0 10.0 15.0
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Cizelge 4.6. Bitki ugucu yag ana bilesenlerinin farkli konsantrasyonlarini A. citrulli’ye

kars1 antibakteriyel etkinligi®

Bakteri cogaliminin engellenmesi (%)

Ana bilesen 1.Doz 2.Doz 3.Doz
*Carvacrol 100.00 100.00 100.00
*Thymol 9.00a 19.67a 54.33b
*Linalool 24.00a 51.00b 73.00¢
*Camphor 10.00a 20.00ab 29.00b
*Carvone 21.67a 38.00a 68.33b
Menthol 8.00a 14.67a 37.67b
Anethole 5.00a 8.67a 15.67b
Eugenol 100.00 100.00 100.00
Cinnamaldehyde 100.00 100.00 100.00

* Denemede kullanilan ugucu yag ana bilesenlerindendir.

* Antibakteriyel etkinlik mikro seyreltme yontemi ile belirlenmistir. Farkli dozlarda ugucu
yag bilesenleri iceren bakteri siispansiyonlar1 48 saat inkiibasyona birakilmis ve buradan
alman 100 pl siispansiyon yayildiklari petri kabinda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde
edilen degerler 5 farkli petri kutusunda gelisen bakteri kolonilerinin logaritmik degerlerinin
ortalamasi olup, % engelleme= (K\-Uy)/Ky) x 100 formiilii ile hesaplanmistir. Ki,=kontrol
deki koloni sayis1; Uy=uygulama sonucunda gelisen koloni sayisini ifade eder. Deneme 2
farkli zamanda tekrar edilmistir. Ayni1 satir igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki
benzer kiiglik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigini
gosterir (Tukey Test, P<0.05).

Elde edilen sonuglara gore en etkili ugucu yag olarak belirledigimiz kekik (T.
spicata ve T. serpyllum) bitkisinin ana bilesenlerinden olan carvacrol’un en etkili ana
bilesen oldugu tespit edilmis olup, bakteri c¢ogalmasini kullanilan tiim dozlarda
engellemistir. Diger yandan dozlar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli olsada, T.
spicata, T. serpyllum ve O. majorana’nin kimyasal bilesenlerinden thymol, O.
basilicum’un etkin maddesi linalool, M. spicata’nin etkin maddesi carvone ile R.
officinalis, S. officinalis ve L. stoechas’in ana bilesenlerinden camphor test edilen 3
farkli konsantrasyonlarda bakteri ¢ogalmasini engellemede basarili olamamistir.
Antibakteriyel 6zellik gosteren ugucu yaglarin ana bilesenilerinden biri olan thymol,
camphor, carvone ve linalool’un tek basina bakteriyel etmene karsi antibakteriyel
etkinlikten sorumlu bilesik olmamasi bu bilesenlerin ugucu yaginda bulunan diger
bilesenlerle sinerjik etkilesime girerek s6z konusu ugucu yaglara antibakteriyel 6zellik

katkisinda bulunabilecegi diistiniilmektedir.
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Benzer sekilde antibakteriyel etkinsizlik durumu farkli bitki ugucu yaglarinin ana
bilesenlerinden olan anethole (rezene [Foeniculum vulgare] bitkisinin ana bileseni) ve
menthol (farkli nane [Mentha spp.] ana bileseni) bilesenleri iginde gozlenmistir. Bu
bilesenler test edilen 3 farkli konsantrasyonda da bakterilerin ¢ogalmasini engellemede
basarili olamamustir.

Ucgucu yaglarin igerisinde ana bilesen olarak yer alan (carvacrol, camphor, 1,8-
cineole ve trans-anethole gibi) kimyasallarin baz1 patojenlere karsi1 dogrudan
antimikrobiyal etkenlikten sorumlu etken olmadigi, bunlarin yag igerisinde daha diigiik
oranlarda bulunan diger kimyasal bilesenlerle (y-terpinene, linalool vb.) sinerjik etkiye
girerek test edildikleri mikroorganizmalara karsi etkinlik gosterdikleri yapilan onceki
calismalarda da bildirilmistir (Hinou ve ark., 1989; Zakarya ve ark., 1993; Sivropoulou
ve ark., 1996; Chalchat ve ark., 1997; Cimanga ve ark., 2002; Grierson ve Afolayan,
2005; Cha ve ark., 2005; Santoyo ve ark., 2005). Nostro ve ark.(2004), origanum
yaginin yani sira ana bilesenlerinden carvacrol ve thymol’iin antibiyotige dayanikli
bir¢ok insan patojeni bakteriyel etmene karsi oldukca yiiksek diizeyde antibakteriyel
etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir. Iki farkli Eucalyptus tiirlerinde ana bilesen
olarak yer alan 1,8-cineole ve o-pinene, her iki bitki yaginda da ayni oranda
bulunmasina ragmen, bu yaglarin test edildigi ayn1 bakteri tiirtine kars1 6nemli diizeyde
farkli antibakteriyel etkinlikte bulunduklar1 bildirilmistir (Zakarya ve ark., 1993;
Cimanga ve ark., 2002). Arastiricilar antibakteriyel etkinlikte gozlenen bu farkliligin her
iki yagin kimyasal bilesenlerinde tespit edilen fakat diisiik oranlarda yer alan farkli
kimyasal bilesiklerden kaynaklanmis olabilecegini bildirmislerdir. Adam ve ark.(1998),
Origanum vulgare ve Lavandula angustifolia bitki ugucu yaglarinin ana bilesenleri olan
carvacrol, linalool, 1,8—cineol, camphor ve a-terpinene bilesenlerinin antifungal
etkinligini aragtirdiklar1 ¢alismalarinda carvacrol disinda diger bilesenlerin tek baslarina
kullanildiginda oldukga diisiik oranda antifungal 6zellik gosterdigini bildirmislerdir. De
Martino ve ark (2009) 5 farkli bitki ugucu yagin ana bilesenlerini ve antimikrobiyal
Ozelliklerini arastirdiklart g¢alismalarinda, Carum carvi L., Verbena officinalis L.,
Majorana hortensis L. ucucu yaglarinin genellikle oksijen tlirevli monoterpenleri
icerirken Pimpinella anisum L., Foeniculum vulgare Mill. ugucu yaglarinin anethole
icerdigini, C. carvi, V. officinalis ve M. hortensis’nin carvacrol ve estragol igeriginden

dolay1 Bacillus cereus ve Pseudomonas aeruginosa’ya karsi kuvvetli antimikrobiyal
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etkinlik gosterdigini bildirmislerdir. Miguel ve ark (2010) rezene bitkisinden elde
ettikleri ugucu yaglar1 analiz etmisler ve sonugta bitkilerin toplandig1 yere gore ana
bilesenlerinin anethole ve methyl chavicol (estragole) olarak degistigini, genel olarak
yaglarin antimikrobiyal etkinliginin oldukg¢a diisiik oldugunu bildirmislerdir.

Denemelerde kullandigimiz diger bitki ugucu yag ana bilesenlerinden fenolik
kokenli eugenol ve cinnamaldehyde, carvacrol gibi test edilen 3 konsantrasyonda da
bakteriyel ¢ogalmasini bagarili bir sekilde engellemistir. Cinnamaldehyde ve eugenol
uzakdogu ve Asya iilkelerinde yogun olarak yetisen tar¢cin (Cinnamomum iners) ve
karanfil (Syzygium aromaticum L.) bitkilerin ana bilesenleri olup, bir ¢ok
mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal etkinlige sahiptir (Smith-Palmer ve ark., 1998;
Dorman ve Deans, 2000; Goni ve ark., 2009; Sanla-Ead ve ark., 2012). ).

Caligmalarimizda kullanilan yaglarin antibakteriyel 6zelliklerinin ugucu yaglarin
bakteriyel hiicrelerde dogrudan morfolojik bozulmalara neden olmak suretiyle
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Nitekim bitki ugucu yag ve ana bilesenlerinin bakteri
hiicrelerinin morofolojik yapilarinda 6nemli diizeylerde bozulmalara neden olduklari
yapilan elektron mikroskobu c¢alismalart ile de teyit edilmistir (Bennis ve ark., 2003).
Ugucu yaglarin bakteri hiicre membranlarinin gecirgenligini degistirerek hiicre ici
osmatik dengelerini bozdugu, molekiiler agirlig1 diisilk olan bazi aktif ugucu yag
bilesenlerinin hiicre duvarindan difiize olarak bakteriyel hiicre membranindaki
phospholipid bdlgesinde morfolojik degisikliklere neden oldugu oOnceden yapilan
caligsmalarla ortaya konulmustur (Cox ve ark., 2000).

Ozetle galismalarda kullanilan ugucu yaglarda bulunan ana bilesenler igerisinde en
yiiksek bulunma oranina sahip 3 farkli ana bilesik arasinda (carvacrol, thymol ve
linalool) en yiiksek antibakteriyel etkinligi, kekik tiirlerinin ugucu yag ana bileseni olan
carvacrol oldugu goriilmiistiir. Daha 6nceki ¢aligmalarda kullanilan ve antibakteriyel
potansiyele sahip thymol, linalool, camphor gibi phenoliklerin (Garg ve Siddique,
1992; Khan ve Saeed, 2002; Juteau ve ark., 2002; Rasooli ve ark., 2003; Bouzouita ve
ark., 2005) farkli bakteriyel ve fungal hastalik etmenlerine karsi antimikrobiyal

etkinlikleri yapilan ¢caligsmalarla ortaya konulmustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alisma ile Hatay ili florasinda yetisen Lamiaceae familyasina dahil olan
karabas kekik (Thymbra spicata subsp. spicata), kaba kekik (Thymus serpyllum),
mercankdsk (Origanum majorana), lavanta (Lavandula stoechas var. stoechas), ogul
otu (Melissa officinalis), nane (Mentha spicata), adagay1 (Salvia officinalis), biberiye
(Rosmarinus officinalis) ve feslegen (Ocimum basilicum) bitkilerinden elde edilen
ucucu yaglarla birlikte, denemelerde kullanilan bitkiler arasinda kekik (Thymbra spicata
ve Thymus serpyllum) bitkisinin ana bilesenlerinden olan carvacrol, Thymbra spicata,
Thymus serpyllum ve Origanum majorana’nin kimyasal bilesenlerinden thymol,
Origanum basilicum’un etkin maddesi linalool, Mentha spicata’nin ana bilesenlerinden
carvone ile Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis ve Lavandula stoechas’in ana
bilesenlerinden camphor’un yani sira farkli bitki ugucu yaglarinin ana bilesenlerinden
olan anethole (rezene [Foeniculum vulgare] bitkisinin ana bileseni), menthol (farkli
nane [Mentha spp.] ana bileseni), Cinnamaldehyde (tar¢cin [Cinnamomum iners]
bitkisinin ana bileseni) ve eugenol (karanfil [Syzygium aromaticum L.] bitkisinin ana
bileseni) gibi ana ugucu yag bilesenleri Acidovorax citrulli’e kars1 miicadele olanaklari
in vitro kosullarinda arastirilmistir. Sonugta bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin ve bu
yaglarda en yiiksek diizeyde bulunan ana bilesenlerinin test edildikleri bakteriyel
etmenin gelisimi iizerine olan antibakteriyel etkinlikleri agik¢a ortaya konulmustur.
Gerek agar disk difisyon testinde gerekse mikro seyreltme yontemi ile yapilan
calismalarda ugucu yaglar i¢inden kekik ve benzeri bitkilerin (T. spicata subsp. spicata,
T. serpyllum ve O. majorana ) ugucu yaglar1 diger Lamiacaea familyasina dahil bitki
ucucu yaglarina oranla daha diisiik konsantrasyonlarda daha yiiksek antibakteriyel
etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Bakteriyel etmene karsi en yliksek antibakteriyel
etkinlik kekik (T. spicata subsp. spicata) ugucu yag tarafindan gosterilirken, en diisiik
antibakteriyel etkinlik lavanta (L. stoechas) ugucu yagi tarafindan gosterilmistir
(Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4).

Ugucu yaglar igerisinde yiiksek oranlarda bulunan ana bilesenlerden carvacrol,
thymol, camphor, carvone ve linalool un yanmi sira farkli bitki ugucu yag ana
bilesenlerinden olan anethole, menthol, eugenol ve cinnamaldehyde’in test edilen

bakteriyel etmene kars1 antibakteriyel etkinligi ilk kez bu ¢alisma ile arastirilmistir. Ana
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bilesenlerden carvacrol test edildigi 3 farkli konsantrasyonda da antibakteriyel etkinlik
gostermis, bdylelikle s6z konusu ugucu yaglarin bakteriyel etmene karsi antibakteriyel
etkinliginden sorumlu bir bilesen oldugunu gostermistir (Cizelge 4.6). Benzer durum
diger bitki ucucu yag ana bilesenlerinden eugenol ve cinnamaldehyde icinde
gbzlenmistir. Antibakteriyel etkinlik gosteren bitki ugucu yaglarin ana bilesenlerden
olan linalool ve thymol’iin yani sira diger bitki ugucu yag ana bilesenlerinden
camphor, anethole, carvone ve menthol ise test edildikleri 3 farkli degisen oranlarda
antibakteriyel etkinlik gostersede bakteriyel etmeni tamamen engellemede basarili
olamamistir. Bu durum bu bilesenlerin antibakteriyel etkinlikten birinci derecede
sorumlu bilesen olmadiklarim1 gostermektedir. Bazi bitki ugucu yaglarinin ana
bilesenlerinin yagda bulunduklar1 orana goére belirlenen konsantrasyonlarda
antibakteriyel etkinlik gdstermemesinin nedeni yagin igerisinde diisiik oranda bulunan
diger bilesenlerin eksikliginden kaynaklanabilir. Benzer sekilde sonuglar daha 6nceden
farkli bitki ugucu yaglari ile yapilan ¢alismalarda da bildirilmistir.

Ozetle, denemelerde kullanmis olan bitkilerin test edilen ve tohum kokenli olan
bitki bakteriyel etmen iizerinde etkili oldugu agik¢a goriilmektedir. Bu bitkilerden
ozellikle kekik ve benzeri bitkilerin (Thymbra spicata subsp. spicata, Thymus serpyllum
ve Origanum majorana ) ugucu yaglarinin ve bu yagin ana bileseni olan carvacrol’iin
etmenin gelisimi {izerine etkileri olduk¢a iimit vericidir. Bunun yaninda tar¢in ve
karanfil bitki ugucu yaglarinin ana bilesenlerinden olan cinnamaldehyde ve eugenol’iin
de patojen tiizerindeki etkinligi de goz ardi edilmemelidir. Bitki ugucu yaglarin
uygulamaya aktarilmasi i¢in bazi ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir. Bu bitkilerden
elde edilecek ucucu yag ve ekstraktlarin dogal dengeye zarar vermemesi nedeniyle
yapilacak preparat ¢aligmalar1 sonucunda gelistirilen formiilasyonlarin zirai ilaglarin
ortamine kullamlabilecegi kuvvetli ihtimaldir. Ozellikle tohum kokenli bakteriyel
hastalik etmenlerine karst uygulanan sicak suya daldirma yonteminde sicak suyun
tohumun ¢imlenme kapasitesi lizerine olan olumsuz etkinligi, suyun sicakligini diisiirtip
icerisine ugucu yaglarin eklenmesi ile giderilebilecegi diisliniilmektedir. Diger
uygulama sekli ugucu yaglarin suda ¢oziiniirligiinii saglayip, damla sulama ile bitkilerin
koklerine verilmesi ile toprak kokenli fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karsi

miicadelede kullanilabilir. Benzer sekilde 6zellikle solarizasyon c¢alismalarinda topraga



51

verilmesi ile gerek fitopatojen bakteriyel fungal etmenlere gerekse nematod ve yabanci
ot tohumlari iizerine olan etkinligi arastirilabilir.

In vitro etkinligini aragtirdigimiz bitki ugucu yaglarinin yukarda belirtilen in vivo
denemeleri yapilarak ugucu yaglarin tarla ve sera kosullarindaki etkinliklerinin
arastirilmast bu konuda yapilan calismalarin gelistirilmesi {izerine ve gelistirilen
preparatlarin hastaliklarla miicadelede kullanilmasi sonucunda zirai {iretime katkida
bulunacag agik¢a goriilmektedir. Ulkemizde ve 6zellikle Hatay ili ve gevresinde bu tiir
tibbi bitkilerin dogal olarak yetistigi dikkate alinacak olursa, ¢aligmalarimiza benzer
konulara yonelik aragtirmalarin artmast muhtemeldir. Artan bilimsel ¢aligmalara paralel
olarak yore halki tarafindan dogadan bilingsizce toplanan bu bitkilerin korunmaya
almmas1 goz ardi edilmemesi gereken diger onemli bir konudur. Bu baglamda
antimikrobiyal etkinligi yiiksek olan bu tip bitkilerin dogrudan dogal ortamalarindan
toplamak ortamine, tarimsal faaliyetlerinin yapilmasina engel yerlerde (6zellikle daglik,
kirag arazilerde) alternatif kiiltiir bitkisi olarak yetistiriciliginin tesvik edilmesi,
gelecekte bu konu da yapilacak yeni calismalara temel teskil etmesi acgisindan

Onemlidir.
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TESEKKUR

Bu calismada, Hatay ili ve ¢evresinde dogal olarak yetisen Lamiaceae familyasina
bagl bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri gaz kromotografi-kiitle
spektroskopi (GC-MS) ile analiz edilmis, elde edilen ucucu yaglar ve bu yaglarin
Oonemli bazi ana bilesenlerinin (carvacrol, linalool, thymol, camphor, anethole, carvone,
menthol, eugenol ve cinnamaldehyde) antibakteriyel etkinlikleri tohum koékenli karpuz
bakteriyel meyve leke hastaligi etmeni Acidovorax citrulli’ye karsi in vitro kosullarinda
arastirilmistir. Laboratuar ¢alismalari M.K.U Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii
Fitopatoloji laboratuarlarinda yiiriitiilmiistiir.

Tez konumun belirlenmesinde, laboratuar ¢alismalari ve yazim asamasinda degerli
fikir ve katkilariyla ¢alismalarimi yonlendiren sayin hocam Dog. Dr. Soner SOYLU’ya
sonsuz tesekkiirler. Ayrica ugucu yaglarin elde edilmesi ve cihazin kullanilmasindaki
yardimlarindan dolay1 Dog. Dr. E.Mine SOYLU, tibbi bitkilerin teshisinde ve yaglarin
temini sirasindaki yardimlarindan dolay1 Prof.Dr. ilhan UREMIS ve Prof.Dr. Mehmet
ARSLAN’a, calismanin ana materyalinden olan bakteriyel izolatin temin edilmesi ve
hastalik belirtilerini gdsteren resimlerin temininden dolay1 Cukurova Universitesi, Bitki
Koruma Boéliimii 6gretim tiyelerinden sayin Prof. Dr. Yesim AYSAN’a, Ugucu yaglarin
ana bilesenlerinin GC-MS cihazi yardimiyla belirlenmesi ¢alismalarindaki yardimindan
dolay1 Tarla Bitkileri Boliim 6gretim iiyelerinden Yrd.Dog.Dr. Alparslan D. KAYA’ya
tesekkiir ederim. Tez ¢aligmalarina maddi desteginden dolayr M.K.U Arastirma
Fonu’na da ayrica tesekkiir ederim.

Tiim 6grenim hayatim boyunca ve 6zel hayatimda maddi ve manevi destegini hicbir

zaman esirgemeyen aileme sonsuz tesekkiirler.
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OZGECMIS

1986 yilinda Antakya’da dogdum. Ilk, orta ve lise egitimimi Antakya’da
tamamladiktan sonra Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Boliimii’nii kazandim. Boliimden 2009 yilinda mezun oldum. Ayni yil (Eyliil-2009)
M.K.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Bitki Koruma Anabilim Dalinda Yiiksek Lisans

O0grenimime bagladim.
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EKLER
EK-1
Nutrient (NA) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:105450)
Protease pepton 20.0 g/L

Agar 15.0 g/L

King’s Medium B (KB) Agar (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110989)

Protease pepton 20.0 g/L
K,HPO, 3H,0 2.5¢g/L
MgSO,4 7H,O 6.0 g/L
Glyserol 10.0 ml/L
Agar 15.0 g/L

Luria Bertani (LB) Broth (Merck, Darmstadt, Germany. Katalog No:110285)

Tryptone 10.0 g/L
Yeast Extract 5.0g/L
NaCl 5.0 g/L

Glucose 1.0 g/L



