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ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Farkh Bitki Ekstraktlarimin Bezelye Bakteriyel Yaprak Yamkhgma (Pseudomonas
syringae pv. pisi) Antibakteriyel Etkilerinin Arastirilmasi

Investigation of The Antibacterial Effects of Different Plant Extracts Against Pea Bacterial Leaf
Blight Disease Caused by Pseudomonas syringae pv. pisi

Mustafa Alparslan UMARUSMANY?" Yesim AYSAN! Mensure OZGUVEN?

Oz

Bezelyede bakteriyel yaprak yaniklig: hastaligina neden olan Pseudomonas syringae pv. pisi adl1 patojen tohumla
taginir ve diinya genelinde bezelye liretimi yapilan alanlarda 6nemli bir sorundur. Hastaligin ilk belirtileri kotiledon
yapraklarda su emmis lekeler seklinde baslar ve ilerleyen asamada nekrotik lekelere doniisiir. Bu c¢alismada,
Pseudomonas syringae pv. pisi’ye karsi farkl bitki ekstraktlarinin antibakteriyel 6zelligi aragtirtlmistir. Bu amag
dogrultusunda, 34 farkli tibbi ve aromatik bitkinin sulu ekstraktinin in vitro ¢alismalarda difiizyon disk yontemine
gore antibakteriyel etkisi arastirilmis ve etkili bulunan bitki ekstraktlari tohuma uygulanarak hastalig1 baskilama
orani saksi ve tarla denemeleriyle ortaya konmustur. Petri denemelerinde patojene karsi antibakteriyel etkiye sahip
dokuz bitki tiirii tespit edilmistir. Farkli dozlar uygulanarak yapilan petri denemelerinde en yiiksek antibakteriyel
etkiye sahip ii¢ bitki ekstraktryla (Allium sativum, Cistus creticus ve Syzygium aromaticum) saksi ve arazi
denemeleri yapilmistir. Bu ti¢ bitki ekstrakti saksi denemesinde hastaligi %17-95, tarla denemesinde %76-98
oraninda baskilamistir. Calismada en etkili tohum uygulamasinin Syzygium aromaticum ekstrakti oldugu
belirlenmistir. Syzygium aromaticum ekstrakti uygulamasi saks1 denemesinde %95 ve tarla denemesinde %98
oranda hastalig1 engellemistir. Ayrica ¢imlenme oraninda %5 artis da sagladigi belirlenmistir. Sonug olarak, bu
hastaligin entegre miicadelesinde bitki ekstraklarmin tohuma uygulanmasi basarili miicadele stratejilerinden biri
olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pisum sativum L., Pseudomonas syringae pv. pisi, Bitki ekstraktlari, Tohum uygulamalari, Organik tarim

Abstract

Pseudomonas syringae pv. pisi causing pea bacterial leaf blight disease in pea production areas all over the world
is a seed-borne pathogen. The initial symptoms of the disease are observed as water-soaked stains on the cotyledon
leaves and turn into necrotic stains at a further stage. In this study, the antibacterial properties of plant extracts has
tested against Pseudomonas syringae pv. pisi. For this purpose, 34 different medicinal and aromatic plant extracts
were investigated in vitro conditions by using diffusion disc method and the degree of inhibition on inoculum was
determined through applying plant extracts that found effective to pathogen to seed before planting in the pot and
field experiments. In the petri-experiments, nine plant species with antibacterial effects against the pathogen were
identified. Three plant extracts (Allium sativum, Cistus creticus and Syzygium aromaticum) which showed the
highest antibacterial effect in vitro experiments conducted by applicating of different doses; were investigated in
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terms of their impact on disease outbreak in pot and field experiments. These three plant extracts suppressed the
disease in the pot experiment by %17-95, in the field experiment by %76-98. In this study, the most effective seed
application was determined as Syzygium aromaticum. The extract suppressed the disease by 95% in pot
experiments and 98% in the field experiments. In addition, Syzygium aromaticum extract had 5% germination
enhancing effect. To conclude, the use of plant extracts as seed application in the integrated management of this
disease has been considered as one of the successful management strategies.

Keywords: Pisum sativum L., Pseudomonas syringae pv. pisi, Plant extracts, Seed treatments, Organic agriculture,
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Extendend Summary

The aim of this study was to determine the plant species with antibacterial properties against Pseudomonas
pisi, the rate of disease suppression of plant extracts as seed application and the effect of seed applications on
germination ability of seeds. As a first step, the antibacterial effect of 34 different medicinal and aromatic plant
extracts against pathogenic bacteria was investigated in the laboratory conditions. 9 different plant extracts were
found to be effective against Pseudomonas pisi in in vitro studies. As a result of measuring their zones of inhibition,
three plant extracts (A. sativum, C. creticus, S. aromaticum) are found to have the highest antibacterial properties.
These extracts have been also examined with pot and field experiments in order to determine their effects on the
seed-borne disease. At the end of pot experiments carried out in greenhouses, it was found that when C. creticus
extract was applied to pathogen-contaminated pea seeds, the disease was observed in 51% of the plants. When A.
sativum extract was applied to them, the disease was observed in 33% of the plants, and when S. aromaticum
extract was applied, the disease was observed in 3% of the plants. At the end of field experiments carried out to
examine disease incidents, it was found that when C. creticus extract was applied to pathogen-contaminated pea
seeds, the disease was observed in 12% of the plants and when A. sativum extract was applied, the disease was
observed in 8% of the plants. The disease was observed only in 1% of the plants on which S. aromaticum extract
was applied. Seed applications (physical, chemical, etc.) used in the battle against plant diseases can affect seed
germination success by affecting the seed physiology. In the pot experiments carried out to determine the effect of
plant extracts on seed germination, healthy seeds were immersed in aqueous extract of 42% of A. sativum for 30
minutes. After being immersed in aqueous extract, 78% of healthy seeds germinated. It was seen that this
application reduced the germination rate of the seeds by 18%. 93% of the seeds, treated with 42% of C. creticus
extract for 30 minutes, were germinated and the rate germination decreased by 2.63%. On the contrary, 100% of
pea seeds treated with 30% application of S. aromaticum with 42% aqueous extract of S. aromaticum were
germinated and germination rate increased by 5%. Considering the studies conducted, it is concluded that the use
of S. aromaticum extract as seed application before planting is the most effective and natural method to be applied
in the environmentalist struggle with the bacterial leaf blight disease. In this study, it is determined that the
application of S. aromaticum extract to the seed is an easily applicable method for pea farming because it is a
natural and environmental method. In addition, it has a positive effect on seed germination and it is highly efficient
against pathogen. The active ingredient of S. aromaticum extract can be produced commercially and can be used
in disease control in the future.
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Bir baklagil bitkisi olan bezelye (Pisum sativum L.) protein kaynagi olarak yetistirilmekte ve tiiketilmektedir.

Genetik ¢esitlilik dikkate alindiginda Orta Asya, Yakin Dogu, Etiyopya ve Akdeniz havzasi bezelyenin orijin
merkezidir (Gritton, 1980). Ulkemiz 112.748 da alanda 107.124 ton tane bezelye iiretimi gerceklestirmistir (TUIK,
2017). Bolgesel olarak iilkemizde en fazla bezelye iiretimi sirasiyla Marmara, Akdeniz ve Ege Bolgelerinde
gerceklesmektedir. Pazar pay1 oldukga yiiksek olan bezelye taze tiiketiminin yaninda, konserve ve dondurulmusg

tirlin olarak gida sanayinin 6nemli bir ham maddesidir (Ceyhan ve ark, 2005).

Bezelye tariminda verim ve kaliteyi dogrudan etkileyen biyotik ve abiyotik pek ¢ok problem sorun
olabilmektedir. Bakteriyel hastaliklar agisindan Pseudomonas syringae pv. pisi, Pseudomonas syringae pv.
syringae (Ertan, 2012), Pseudomonas viridiflava, Xanthomonas pisi, Xanthomonas axonopodis pv. phaseoli ve

Pectobacterium rhapontici adli bakteriyel etmenlerin bezelyede sorun olusturdugu goriilmektedir Verma (2017).

Ulkemizde ise bezelyede onemli fungal hastaliklarn uzun zamandir sorun olusturdugu bilinmesine (Gore,
2003) ragmen bakteriyel hastaliklar son yillarda dikkat cekmeye baslamistir. Pseudomonas syringae pv. pisi’nin
neden oldugu Bakteriyel Yaprak Yanikligi Hastaligi tilkemizde ilk kez 2007 yilinda Adana’da Utrillo gesidi
bezelyede saptanmis (Aysan, 2008), ardindan 2009 yilinda Mugla’nin Fethiye, Aydin’in Séke, izmir’in Odemis
ve Torbali ilgelerinde Early Sweet, Geneva, Bolero ve Carina bezelye ¢esitlerinde (Benlioglu ve ark, 2010) ve
2014 yilinda tekrar Adana’da Carina ve Jof ¢esitlerinde (Horuz ve ark, 2015) sorun oldugu bildirilmistir. Bezelye
tarimmda onemli bir sorun olan etmen ile ilgili, iilkemizde bezelye islah programi kapsaminda yapilan
calismalarda, 30 farkli yerel bezelye hattinin Pseudomonas syringae pv. pisi’ye karst duyarliligi konusunda

calismalar yapilmis ve etmene karsi hatlarin duyarlilik diizeyi ortaya konmustur (Akga ve ark, 2016).

Pseudomonas syringae pv. pisi ile bulasik tohumlar, etmenin neden oldugu bakteriyel yaniklik hastaliginin
en 6nemli inokulum kaynagidir. Pseudomonas syringae pv. pisi tohum kokenli bir bitki patojenidir ve tohum
kabugunda yagamini siirdiiriir. Patojen bakteri tohumun yiizeyinde veya iginde yaklasik 3 yil kadar hayatta
kalabilmektedir (Reeves ve ark, 1996; Martin-Sanz ark, 2005; Ertan, 2012). Karantina yoniinden Pseudomonas
syringae pv. pisi bezelye tohumlarinda tolerans: sifir olan bakteriyel bir etmendir. Bu nedenle pek ¢ok iilkenin
karantina listesinde yer almaktadir. Etmenle bulasik tohumlarin yetistirilmesi sonucu ilk olarak bitkinin kotiledon
yapraklarinda hastalik belirtileri goriillmektedir. Etmen bitkide hastalik belirtisi olusturmadan bazi durumlarda
latent olarak bitki biinyesinde yasamini siirdiirebilmektedir. Patojen bakteri genel olarak kisi tohumda gegirmekle
birlikte bir dnceki liretim sezonundan artakalan topraktaki bitki artiklarinda da ki1 gegirdigi belirtilmistir (Parry,

1990; Ertan, 2012).

Tohumla tasman patojenlerin neden oldugu tohum kokenli bakteriyel hastaliklarla miicadelede en etkili
yontemlerden biri iiretimde saglikli tohum kullanmaktir. Patojenle bulagik tohumlar imha edilmek yerine cogu kez
tohumdaki patojeni azaltmak veya yok etmek i¢in gesitli fiziksel (sicak su, sicak hava vb) ve kimyasal (bronopol,
NaOCl, antibiyotikler vb) tohum uygulamalari kullanilir. Bu uygulamalar tohum yiizeyindeki bakteriyi yok etmede
basariliyken tohumun i¢ kisminda yani embriyoda bulunan patojenleri yok etmede yeterli olmazlar. Ayrica bu

uygulamalarin en 6nemli dezavantaji tohumun ¢imlenme giiciinii azaltmasidir (Cantore ve ark, 2009).

Tohumdaki bakteri inokulumuyla miicadelede farkli bir uygulama olarak antibiyotikler incelendiginde,
streptomycin, tetracyclin gibi antibiyotikler tohum kokenli inokulumu yok etmede etkili (Taylor ve Dye, 1975)

olmalarina ragmen tarimsal iiretimde siirdiirtilebilir degildir. Rutin antibiyotik kullaniminda kisa stirede direncli
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bakteri popiilasyonlarinin ortaya ¢ikma riski oldukga yiiksektir. Bu durum farkli bitki patojeni bakteriler i¢in pek
¢ok aragtirmayla ortaya konmustur (Topal ve ark, 2015). Ayrica insan sagliginda kullanilan antibiyotiklerle bitki
sagliginda kullanilanlarin ayni olmasi nedeniyle insan sagligina olumsuz etkisi, toprak ve tohum mikroflorasina
olan olumsuz etkisi, ayrica ekonomik olmamasi géz 6niine alindiginda iilkemizde oldugu gibi pek ¢ok iilkede de

tarimsal alanlarda antibiyotik kullanimi yasaktir (Altundag ve ark, 2007).

Antibiyotiklerin kullaniminin yasak olmasi nedeniyle, son yillarda dogal antibiyotik olarak adlandirilan tibbi
ve aromatik bitkilerin biinyesinde bulunan biyokimyasallarin kullanimi 6nem kazanmugtir. Tibbi ve aromatik
bitkiler sekonder metabolitler olarak adlandirilan biyokimsal maddelerce zengin olan bitki gruplaridir. Sekonder
metabolitlerin en dnemli iglevi, bitkilerin yasadiklari cevredeki biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi savunma
sistemlerini olusturmasidir (Baydar, 2009). Tibbi ve aromatik bitkilerin yapraklari, tohumlar1 veya diger
dokularindan elde edilen ekstraktlar farkli bitkilerin yesil aksam veya kok sorunlarmin ¢oziimiinde basarryla

kullanilmaktadir.

Hem geleneksel hem de organik tarimsal iiretim sistemlerinde, farkli bitki ekstraktlari ve ugucu yaglarin
entegre miicadelenin bir pargasi olarak kullanimi son yillarda oldukg¢a Onem kazanmigtir. Bakteriyel bitki
hastaliklarinin miicadelesinde gesitli bitki ekstraktlarinin tohum dezenfeksiyonu olarak domates (Kotan ve ark,
2007; Talibi ve ark, 2011; Mbega ve ark, 2012; Karabiiyiik ve Aysan, 2016), biber (Mirik ve Aysan, 2005), fasulye
(Satish ve ark, 1998), ¢eltik (Kagale, 2004) ve bezelyede (Verma ve Agrawal, 2015) kullanim1 {izerine pek ¢ok

basarili aragtirma bulunmaktadir.

Yapilan tiim bu miicadele ¢alismalart goz Oniine alindiginda ortaya ¢ikan 6nem neticesinde, bu g¢alisma
Pseudomonas syringae pv. pisi’ye karsi antibakteriyel 6zelige sahip bitki ekstraktlarinin tespit edilmesi, tohum
uygulamasi olarak kullanildiginda hastalig1 baskilama oranimin ve uygulamalarin tohumlarin ¢imlenme yetenegine
etkisinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Bu dogrultuda ¢ogu tibbi ve aromatik olmak tizere 34 farkl
sulu bitki ekstraktinin Pseudomonas syringae pv. pisi’ye antimikrobiyal etkisi in vitro petri denemeleriyle
belirlenmig, tohum uygulamalarinin hastalig1 baskilama orani saks1 ve arazi denemeleri ile arastirilmis ve bezelye
bakteriyel yaprak yanikligi hastaligiyla, bitki ekstraktlart kullanarak kalinti problemi olmaksizin, ekonomik ve

¢evre dostu bir stratejiyle miicadele edilebilme olanaklari bu ¢aligmayla ortaya konmustur.

Materyal ve Yontem

Patojen izolat. C. U. Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda
bulunan ve Horuz ve ark (2015) tarafindan izole edilip tanilanan AK-3r kodlu Pseudomonas syringae pv. pisi
izolatt ¢alismada kullanilmistir. Bu izolat 2014 yilinda Adana’da bezelye tarlasinda yaprak lekelerinden izole

edilmigtir.

Bezelye Tohumlari. Bu ¢alismada Karina cesidi bezelye tohumlari kullanilmistir. Akca ve ark (2016)
tarafindan yapilan ¢alismada Pseudomonas syringae pv. pisi’nin neden oldugu bezelyede bakteriyel yaprak
yaniklig1 hastaligina en duyarli ¢esit olarak Karina ¢esidinin tespit edilmesi nedeniyle ¢aligmalarda bu ¢esit tercih

edilmistir.
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Bitki Ekstraktlari. Calismada 34 farkli tibbi ve aromatik bitki tiirlinden elde edilen ekstraktlar kullanilmistir.

Bunlardan 17 adet bitki tiirii, Konya Gida ve Tarim Universitesi Bitkisel Uretim ve Teknolojileri Boliimii Tibbi
ve Aromatik Bitkiler Koleksiyon Bahgesinde yetistirilen tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilmistir. Ayrica 6
bitki tiirii Kadirli iline bagli Maksutolugu yaylasindan, 7 bitki tiirii Adana’nin Saricam ve Karaisali ilgeleri

florasindan toplanmis ve 4 bitki tiirii de ticari igletmelerden satin alinmistir.

Cizelge 1. Pseudomonas syringae pv. pisi’ye karsi antibakteriyel etkisi test edilen tibbi ve aromatik bitki tiirleri.

Table 1. Antibacterial effect of medicinal and aromatic plant species tested against Pseudomonas syringae pv. pisi.

Bitki tiirleri Yerel Adi Toplandig1 Bolge Kullanilan Aksam
1  Aloe vera T1bbi Sarisabir Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
2 Achillea nobilis Civanpergemi Kadirli Yesil Aksam
3 Allium sativum Sarimsak Ticari Isletme Sogan
4 Arum rupicola Yilan Yastig1 Kadirli Yesil Aksam
5  Capparis spinosa Gebre Otu Sarigam Cigek Tomurcugu
6  Cistus creticus Laden Karaisali Yesil Aksam
7  Cupressus arizonica Arizona Servisi Sarigam Yesil Aksam
8  Eucalyptus sp. Okaliptus Sarigam Yesil Aksam
9  Ferula communis Cagsir Otu Kadirli Yesil Aksam
10 Helichrysum italicum Olmez Cigek Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
11 Juglans regia Ceviz Kadirli Meyve Kabugu
12 Laurus nobilis Defne Kadirli Yesil Aksam
13 Lavandula angustifolia Lavanta Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
14 Lavandula stoechas Karabas Otu Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam-Cicek
15 Matricaria recutita Tibbi Papatya Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
16 Melissa officinalis Ogul Otu Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
17 Mentha arvensis Nane Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
18 Mentha piperita Nane Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
19 Micromeria fruticosa Tas Nanesi Kadirli Yesil aksam
20  Myrtus communis Yaban Mersini Sarigam Yesil Aksam
21 Nerium oleander Zakkum Saricam Yesil Aksam-Cigek
22 Nigella sativa Corek Otu Ticari Isletme Tohum
23 Origanum onites Izmir Kekigi Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
24  Origanum vulgare Giivey Otu Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
25 Rosmarinus officinalis Biberiye Sarigam Yesil Aksam
26 Salvia hispanica Chia Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
27 Salvia officinalis T1ibbi Adagay1 Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
28 Santolina chamaecyparissus  Lavantin Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam-Cigek
29 Satureja hortensis Sater Otu Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
30 Syzygium aromaticum Baharat Karanfil Ticari Isletme Tohum
31 Thymbra spicata Karabas Kekik Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
32 Thymus citriodorus Limon Kekigi Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
33 Thymus vulgaris Adi Kekik Koleksiyon Bahgesi Yesil Aksam
34 Zingiber officinale Zencefil Ticari Isletme Yumru

Besi Yerleri. Calismada patojen bakterinin ¢ogaltilmasinda besi yeri olarak King B (KB: Proteose peptone
20.0 g It1; MgS0O47H20 1.5 g It; tri-potassium phosphate 3-hydrate 1.8 g It*; agar-agar 10.0 g It) ve +4 °C’de
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saklanmasinda Yeast Dextroz Calsiyum Karbonat Agar (YDCA: Yeast Extract 10.0 g It'%; dextrose 20.0 g It'%;

calcium carbonate 20.0 g It*; agar 15.0 g It™) besi yerleri kullanilmustir (Lelliott ve Stead, 1987).

Kullanilan alet ve makinalar. Calismada sicak su banyosu (W. Kronnion), hassas terazi (Sartorius), saf su
cihaz1 (Millipore), magnetik karistirict (Shin Saeng), pH metre (WTW), otoklav (Hirayama), etiiv (Niive),
spektrofotometre (Shimadzu), erlen ¢alkalayic1 (Heidolph), steril kabin (Holten), inkiibatér (Memmert), Mcfarland
Densitometer (MCF) (Biosan) kullanilmistir.

Yontem

Patojen bakteri siispansiyonun hazirlanmasi

Pseudomonas syringae pv. pisi izolati1 King B (KB) besi yerinde 48 saat gelistirildikten sonra steril saf suyla
MCEF:1 6l¢iim degerinde bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. Bu siispansiyon 1/10 oraninda 5 kez seyreltilmis ve
hazirlanmis seyreltme serilerinin her birinden 100 ul King B besi yeri igeren petrilere bagetle yayilmistir.
Calismada patojenin MCF:1 6lciim degerinde hazirlanmis bakteri populasyonu 3.4x108 hiicre ml?' olarak

belirlenmistir.
Bitki ekstraktlarimin hazirlanmasi

Cizelge 1’de goriildiigii gibi tibbi ve aromatik bitkilerin tiiriine gore degismekle birlikte bazilarinin tohumu,
yesil aksami, ¢igek tablasi veya yumrulari kullanilmistir. Antimikrobiyal etkinin belirlenmesi i¢in hazirlanacak
ekstraktlar igin 6nce bitkiler tartilip havanda 6giitiildiikten sonra 1/7 oraninda saf su eklenmistir. Uygulanan bu
yontemde Mangamma ve Sreeramulu (1981) yontemi modifiye edilmistir. Hazirlanan karigim 30 dakika boyunca
150 rpm/dak hizda dairesel ¢alkalayiciya birakilmistir. Calkalama islemi sonrasinda bitki pargalari kaba filtre
kagidi kullanilarak siiziilmiis ve geriye kalan siv1 tiiplere alinmistir. Besi yerine eklenmeden 6nce bitki ekstraktlar
steril kabin iginde etkili bilesenlerin sicakliga duyarli olma olasiliklart nedeniyle otoklavda steril etmek yerine
filtreden (Milipore marka 0.22 pm pora sahip) gegirilerek soguk sterilizasyon ydntemiyle steril edilmistir.

Kullanilan ekstraktlar her deneme 6ncesi taze olarak hazirlanmstir.
Farkh bitki ekstraktlarimin Pseudomonas syringae pv. pisi’ye antibakteriyel etkisinin aragtirilmasi

Calismada 34 farkli tibb1 ve aromatik bitki ekstraktinin bezelye bakteriyel yaprak yanikligi hastalik etmeni
Pseudomonas syringae pv. pisi’ye antibakteriyel etkisi in vitro petri denemeleriyle kagit difiizyon disk yontemine
gore aragtirtlmistir (Mangamma ve Sreeramulu, 1981; Mirik ve Aysan, 2005). King B besi yeri i¢eren petrilere
patojen bakterinin 3.4x10® hiicre ml™ popiilasyonu igeren siispansiyondan 100 ul eklenerek bagetle yayilmistir.
Petriler kuruduktan (yaklasik 1 saat) sonra, 5 mm ¢apinda yuvarlak Oxoid blank diskler birbirinden esit uzaklikta
olacak sekilde petrilerin {i¢ ayr1 noktasina yerlestirilmistir. Farkli bitkilerden elde edilen steril bitki ekstraktlarinin
10, 15 ve 20 ul konsantrasyonlari steril diskler tizerine emdirilmistir. Negatif kontrol olarak steril su, pozitif kontrol
olarak streptomycin antibiyotigi igeren Oxoid diskler (25 pg) kullanilmistir. Caligma ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.
Petriler 25°C’de 48 saat inkiibe edilmis ve diskler etrafinda olusan inhibisyon (engelleme) zonlar1 6lgiilerek (cm)

kaydedilmistir.
Bitki ekstraktlarinin tohum uygulamasi olarak bakteriyel yaprak yanikhi@: hastah@ina etkisi

Bir 6nceki agama olan petri denemelerinde Pseudomonas syringae pv. pisi’ye antibakteriyel etkisi saptanan

Allium sativum (Sarimsak), Cistus creticus (Laden) ve Syzygium aromaticum (Baharat Karanfil) bitki ekstraktlar
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galismanin bu agamasinda kullanilmigtir. Suni olarak Pseudomonas syringae pv. pisi ile bulastirilmig bezelye

tohumuna bu ii¢ bitki ekstrakti uygulanarak tohum koékenli inokulumdan kaynakli hastalig1 engelleme oranlari
saksi ve tarla denemeleriyle arastirilmistir. Arazi ve saks1 denemelerinde kullanilacak patojen bakteri, King B (KB)
besi yerinde 48 saat gelistirildikten sonra steril saf suyla MCF:1 o6lgiim degerinde hazirlanan bakteri
siispansiyonundan hazirlanmis ve yaklagik 3.4x108 hiicre ml? patojen bakteri popiilasyonu denemelerde
kullanilmistir. Bitki ekstraktlari ise ekstraktsiyon igin kullanilacak bitki kisimlari tartilip havanda 6giitiildiikten
sonra 1/7 oraninda saf su eklenerek hazirlanmistir. Hazirlanan karisim 30 dakika boyunca 150 rpm dak™ hizda
dairesel galkalayiciya birakilmistir. Calkalama iglemi sonrasinda bitki pargalari kaba filtre kagidi kullanilarak

stiziilmiis ve geriye kalan siv1 tiiplere alinarak kullanilmistir (Mirik ve Aysan, 2005).

Bezelye tohumlarina patojenin bulastirilmasi. Patojen bakterilerin tohumlara daha iyi yapigmasini saglamak
amactyla, 5 gr karboksimetil seliillaz (CMC) 1 litre saf su ile magnetik karistiricida 1sitilarak %0.5 lik soliisyon
hazirlanmistir. Saf su icinde yeterince ¢ozilen CMC sogutulduktan sonra MFC:1 6l¢iim degerinde bakteri
popiilasyonu olusuncaya kadar 48 saatlik saf bakteri kolonisinden soliisyona eklenmistir. Hazirlanan siispansiyona
bezelye tohumlar1 eklenerek 30 dakika siireyle 150 rpm dak™ hizda oda sicakliginda galkalanmaya birakilmistir.
Calkalanma islemi bittikten sonra bakteri soliisyonundan siiziilen tohumlar kaba filtre kagidi lizerinde nemi ucana
kadar bekletilmistir. Negatif kontrol olarak bezelye tohumlart ayni sekilde steril saf suyla, pozitif kontrol olarak

tohumlar sadece patojenle bulastirilmistir.

Patojenle bulasik tohumlara bitki ekstraktlarinin uygulanmasi. Patojenle suni olarak bulastirilan bezelye
tohumlar1 nemi uguncaya kadar bekletilmis (yaklasik 1 saat) ve sonrasinda erlen mayerlerde taze olarak
hazirlanan %42’lik sulu bitki ekstraklari ile 30 dakika siireyle 150 rpm dak™* hizda oda sicakliginda ¢alkalanmaya
birakilmistir. Calkalama islemi bittikten sonra siiziilen tohumlar 20x20 c¢cm ebatlarinda iizeri tiilbentle ¢evrilmis

tahta gergevelere yayilarak oda kosullarinda nemi ugana kadar bekletilmistir.

Saks1 denemesi. Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Arastirma ve Deneme
Parselinde bulunan cam serada 21 Subat-1 Nisan 2018 tarihleri arasinda yapilmistir. Tesadif parselleri deneme
desenine gore kurulan sakst denemesinde, uygulama goérmiis bezelye tohumlari 1:1 oranda toprak ve ahir giibresi
karigimi ile doldurulmus 3 litrelik saksilara ekilmistir. Her uygulama 4 tekrar ve her tekrarda 10 tohum
kullanilmistir. Uygulama gormiis bezelye tohumlari ayn1 giin iginde saksilara ekimi yapilmistir. Caligmada pozitif
kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. pisi ile bulastirilmis ve hi¢bir uygulama yapilmamis Karina gesidi

bezelye tohumlari kullanilmistir. Negatif kontrol olarak saglikli tohumlar saf suya daldirilmistir.

Tarla denemesi. Adana ilinin Karaisali ilgesinde bir tiretici tarlasinda 23 Subat -1 Nisan 2018 tarihleri arasinda
yuritilmiistiir. Tesadiif bloklar1 deneme desenine gore kurulan tarla denemesinde, uygulama gdérmiis bezelye
tohumlar1 1.5x1.4 m dlgiilerindeki parsellere 10 cm sira tizeri 50 cm sira arasi mesafede ekilmistir. Her uygulama
5 tekrar ve her tekrarda 60 tohum kullanilmistir. Tohum uygulamalariyla dormansisi kirilan bezelye tohumlarinin
¢imlenme yilizdesinde olumsuz bir durum olugsmamasi i¢in uygulama yapilan tohumlarin ayn1 giin igerisinde ekimi
tamamlanmigtir. Caligmada pozitif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv. pisi ile bulastirilmis ve higbir
uygulama yapilmamis bezelye tohumlar1 kullanilmistir. Negatif kontrol olarak saglikli tohumlar saf suya

daldirilmastir.

Denemelerin degerlendirilmesi
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Bitki ekstraktlariyla uygulama gérmiis patojenle bulasik tohumlar, saksilara ve tarlaya ekildikten sonra
haftalik kontrol edilerek ilk ¢ikan birlesik yapraklardaki 1slak lekeler veya nekrotik alanlarin varlig: takip edilmistir.
Pozitif kontrol bitkilerinin tamamina yakininda hastalik belirtileri gozlendigi zaman (ekimden yaklasik 4 hafta
sonra) denemeler sonlandirilmistir. Denemelerde her tekrardaki, toplam bitki sayisi ve hastalikli bitki sayist
kaydedilip hastalik oran1 hesaplanarak uygulamalarin hastalik oranima etkisi Abbott formiiliine (% etki: (kontrol-
uygulama/kontrol) x100) gore hesaplanmistir. Daha sonra ortalama hastalik orant hesaplanmig ve bu rakamlarin
ac1 degerleri alinarak ANOVA Istatistik programinda Duncan ¢oklu karsilagtirma testine (P<0,05) gore, farkli bitki

ekstraktlarinin bezelye yaprak yaniklig1 hastaligina etkisi istastistiki olarak degerlendirilmistir.

Her bir uygulamadaki hastalikli bitkilerden 6rnek almnarak klasik bakteriyolojik yontemlerle izolasyon
yapilmis ve elde edilen bakteri izolatlarinin tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 (Lelliott ve Stead, 1987)
belirlenmistir. G6zlenen hastalik belirtilerinin sorumlusunun Pseudomonas syringae pv. pisi olup olmadig: teyit

edilmistir.
Tohum uygulamalarinin ¢cimlenmeye etkisi

Deneme, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Arastirma ve Deneme Parselinde
bulunan cam serada 21 Subat-1 Nisan 2018 tarihleri arasinda yapilmigtir. Saglhikli bezelye tohumlarina Allium
sativum, Cistus creticus ve Syzygium aromaticum bitki ekstraktlari uygulanarak tesadiif parselleri deneme desenine
gore kurulan saksi denemeleriyle tohum uygulamalarinin ¢imlenme tizerindeki etkileri aragtirilmistir. Negatif

kontrol olarak saf su ile uygulama gdrmiis tohumlar kullanilmistir.
Bulgular
Pseudomonas syringae pv. pisi’ye antibakteriyel etkinin arastirilmasi

Bezelye bakteriyel yaprak yamkligi etmeni Pseudomonas syringae pv. pisi’ye (3.4x108 hiicre ml?
popiilasyonu) {i¢ farkli dozda hazirlanan 34 tibb1 ve aromatik bitki ekstraktinin antibakteriyel etkisinin arastirildigt
in vitro petri denemelerinde, dokuz bitki ekstraktinin etkili oldugu saptanmustir. En diisiik doz olan 10 pl
konsantrasyondaki Allium sativum, Cistus creticus ve Syzygium aromaticum ekstraktlari petride sirasiyla ortalama
3, 1 ve 1 mm inhibisyon zonu olusturmustur. Bitki ekstrakti dozu 15 pl’ye artirildiginda alt1 bitki ekstrakti (Allium
sativum, Aloe vera, Cistus creticus, Nigella sativa, Rosmarinus officinalis ve Syzygium aromaticum) 1 ile 6 mm
arasinda inhibisyon zonu olusgturarak Pseudomonas syringae pv. pisi’ye antibakteriyel etki gostermistir. Bitki
ekstrakti konsantrasyonu 20 pl’ye artirlldiginda dokuz bitki ekstrakti (Allium sativum, Aloe vera, Cistus creticus,
Matricaria recutita, Nigella sativa, Origanum onites, Rosmarinus officinalis, Syzygium aromaticum, Zingiber
officinale) 1 ile 8 mm arasinda inhibisyon zonu olusturarak patojen bakterinin gelisimini baski altina almigtir. Bitki
ekstrakti dozu arttiginda patojen bakteriyi engellemede artisin oldugu kaydedilmistir. Ornegin Allium sativum
ekstraktinin dozu arttiginda inhibisyon zonu sirasiyla 3, 6 ve 8 mm, Cistus creticus ekstraktinin dozu arttiginda 1,
2 ve 4 mm ve Syzygium aromaticum ekstraktinin dozu arttiginda ise 1, 1 ve 3 mm olarak kaydedilmistir. Pozitif
kontrol olarak kullanilan streptomycin antibiyotigi igeren Oxoid diskler (25 pg)’in olusturdugu inhibisyon zonlar

17 mm olarak kaydedilmistir.
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Bitki ekstraktlarinin tohum uygulamasi olarak bakteriyel yaprak yanikligi hastahgina etkisi

Saks1 Denemesi. 21 Subat 2018’de saksilara ekilen tohumlar 1 Mart 2018 tarihinde ¢imlenmis ve pozitif
kontrolde hastalik belirtileri 16 Mart 2018 tarihinde gézlenmeye baslanmis ve degerlendirme 1 Nisan 2018’de
yapilmistir. Pseudomonas syringae pv. pisi’nin neden oldugu bezelye bakteriyel yaprak yanikligi hastaligindan
dolay1 ilk g¢ikan birlesik yapraklarda diizensiz su emmis lekeler tipik hastalik belirtisi olarak kaydedilmistir.
Ilerleyen zaman icinde bu lekeler kahverengiye doniiserek nekrotik alanlar meydana getirmistir. Suni olarak
Pseudomonas syringae pv. pisi ile bulastirilmis herhangi bir tohum uygulamasimin yapilmadigi pozitif kontroldeki
bitkilerin ortalama %61.1’inde hastalik belirlenmistir (Cizelge 2). Patojenle bulagik bezelye tohumlarina Cistus
creticus ekstrakti uygulandiginda bitkilerin %350.6’sinda, Allium sativum ekstrakti uygulandiginda %32.5’inde ve

Syzygium aromaticum ekstraktt uygulandiginda %2.78’inde hastalik saptanmistir.

Cizelge 2. Bitki ekstraktlarinin tohum uygulamasi olarak bakteriyel yaprak yamkhg hastahidina etkisi (saks1 denemesi).

Table 2. The effect of plant extracts on bacterial leaf blight disease as a seed application (pot experiment).

Uygulamalar Hastalik Orani (%) Etki %
Negatif Kontrol 0.00 -
Pozitif Kontrol 61.1a* -
Allium sativum 32.5+1.15a 46.8
Cistus creticus 50.6+0.47a 17.3
Syzygium aromaticum 2.78+0.82 b 95.4

*: Ayn1 harfler ayni istatistiki grubu gosterir.

Tarla Denemesi. Adana ilinin Karaisali ilgesinde bir tiretici tarlasinda 23 Subat 2018’de ekilen tohumlar 10
Mart 2018 tarihinde ¢imlenmis ve pozitif kontrolde hastalik belirtileri 17 Mart 2018 tarihinde goézlenmeye
baglanmis ve son degerlendirme 1 Nisan 2018de yapilmustir. Bitkilerde Pseudomonas syringae pv. pisi’nin neden
oldugu bezelye bakteriyel yaprak yaniklik hastaliginin tipik belirtisi olan su emmis lekeler ve kahverengi nekrotik
alanlar gézlenmistir. Cizelge 3°de goriildiigii gibi sadece Pseudomonas syringae pv. pisi ile bulastirilmis pozitif
kontroldeki bitkilerin ortalama %49.2’sinde hastalik saptanmistir. Patojenle bulasik bezelye tohumlarina Cistus
creticus ekstrakti uygulandiginda bitkilerin %11.6’sinda, Allium sativum ekstrakti uygulandiginda %7.58’inde
hastalik saptanmistir. Syzygium aromaticum ekstrakti uygulanan tohumlardan gelisen bitkilerde %1 oranda

hastalik tespit edilmistir.

Cizelge 3. Bitki ekstraktlarinin tohum uygulamasi olarak bakteriyel yaprak yamkhg hastahigina etkisi (tarla denemesi).

Table 3. The effect of plant extracts on bacterial leaf blight disease as a seed application (field experiment).

Uygulamalar Ortalama Hastalik Orani (%) Etki %
Negatif Kontrol 0.00 -
Pozitif Kontrol 49.2a -
Allium sativum 7.58+0.47 b 84.6
Cistus creticus 11.640.26 b 76.4
Syzygium aromaticum 1.00+0.44 ¢ 97.9

*: Ayn1 harfler ayni istatistiki grubu gosterir.

306



JOTAF/ Journal of Tekirdag Agricultural Faculty, 2019, 16(3)

Cizelge 3’de goriildiigii gibi, Syzygium aromaticum ekstrakti tohum kékenli inokulumdan kaynakli hastaligi
¢ok bilyilk oranda engellemistir. Cistus creticus ve Allium sativum ekstraktlar1 tohum uygulamasi olarak
kullanildiginda hastalig1 sirastyla %76.4 ve %84.6 oraninda baskilamustir. Istatistiki olarak incelendiginde tiim
uygulamalar pozitif kontrolden farkli grupta yer alarak etkili uygulamalar olarak degerlendirilmistir.
Tohuma Cistus creticus ve Allium sativum ekstrakti uygulamalar1 ayn1 grupta yer alan etkili uygulamalarken
Syzygium aromaticum ekstrakti uygulamasi tek bagina bir grup olugturmustur. Saksi denemesinde oldugu gibi

tarla denemesinde de en basarili tohum uygulamasinin Syzygium aromaticum oldugu saptanmistir.

Saks1 ve tarla denemelerinde hastaligin tespit edildigi her parselden 6rnek alinarak bakteriyolojik
yonden yapilan incelemelerde patojen bakteri geri izole edilmis, tiitiin de asir1 duyarlilik reaksiyonun pozitif
oldugu belirlenmis ve hastalik belirtilerinin sorumlusunun Pseudomonas syringae pv. pisi oldugu

kanitlanmistir.
Tohum uygulamalarinin ¢cimlenmeye etkisi

Cizelge 4’de gorildigii gibi hi¢bir uygulamanin yapilmadigi Karina ¢esidi bezelye tohumlarinin %95’
saksida ¢imlenmistir. Saglikli tohumlar Allium sativum’un sulu ekstraktina daldirildiginda %77.5°i ¢imlenmistir.
Bu uygulama tohumlarin ¢imlenme oranimi %18.4 diizeyinde azaltmistir. Cistus creticus ekstraktiyla uygulama
gormiis tohumlarin %92.51 ¢cimlenmis ve ¢imlenme %2.63 oraninda azalmistir. Bunlarin aksine saglikli tohumlara
Syzygium aromaticum’un sulu ekstrakti tohumlara uygulandiginda tohumlarin ¢imlenme oraninda artig saptanmis
ve ¢imlenme %35.26 oraninda artmustir. Istatistiki olarak incelendiginde sadece tohuma Allium sativum ekstrakti
uygulamasi farkli bir grupta yer almis ve bezelye tohumlariin ¢imlenme diizeyini azaltan basarisiz uygulama
olarak degerlendirilmistir. Tohuma Cistus creticus ve Syzygium aromaticum ekstrakti uygulandiginda ¢imlenme

diizeyi kontrolle ayni istatistiki grupta yer alarak tohumun ¢imlenmesine herhangi bir olumsuz etki yapmadigi

kanitlanmustir.
Cizelge 4. Bitki ekstraktlarinin bezelye tohumlarinin ¢cimlenmesine etkisi (saks1 denemesi).
Table 4. Effect of plant extracts on germination of pea seeds (pot experiment).

Uygulamalar Ortalama Cimlenme Orani (%) Fark (%)
Negatif Kontrol 95.0a -
Allium sativum 77.5+0.62 b -18.4
Cistus creticus 92.5+0.00a -2.63
Syzygium aromaticum 100+0.48a +5.26

*: Ayn1 harfler ayni istatistiki grubu gosterir.

Tohum uygulamasi olarak Syzygium aromaticum’un sulu ekstrakti kullanildiginda hastalik basarili bir sekilde
baski altina alinirken ¢imlenmede de artig saglanmistir. Bu denemede de Syzygium aromaticum ekstrakti tekrar

en basarili uygulama olarak belirlenmistir.
Tartisma

Tarimin siirdiiriilebilir kilinmasi, ekolojik dengenin korunmasiyla miimkiindiir. Tarimsal iiretimde verim ve
kaliteyi etkileyen ¢ok faktorlii bitki sagligi problemleri bulunmaktadir. Biyotik ve abiyotik sorunlarla miicadele

kullanilan tarim ilaglari, tarimda hem karliligin azalmasina hem de gevre kirliligine neden olarak ekolojik dengenin
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bozulmasma yol agmaktadir. Bu sebeple tarimsal iiretimdeki patolojik ve diger etmenlere karsi cevreci

miicadelenin 6nemi her gegen giin artmaktadir.

T1bbi ve aromatik bitkiler bocek, akar, nematod, bakteri, fungus ve viriislerin miicadelesinde kullanilan ¢evre
dostu ve yeni bir alternatiftir. Tibbi ve aromatik bitkilerin yapraklar1 veya tohumlarindan elde edilen ekstraktlar
farkl1 bitkilerin yesil aksam veya kdk sorunlarinin ¢éziimiinde basartyla kullanilmaktadir. Zengin bitki florasina
sahip tlkelerde bu bitkilerin kolay temin edilmesi, uygulama kolayligi ve ucuz olmasi nedeniyle yaygin
kullanimlar1 alanlar1 bulunmaktadir. Ozellikle az gelismis veya gelismekte olan iilkelerde ¢ok eski tarihlerden beri
yoresel bitkilerin hem bitki hastaliklarinin hem de insan hastaliklarinin tedavisinde yaygin kullanildigini gdsteren
kayitlar mevcuttur (Gahukar, 2012). Bitkiler arasinda ¢esitli mikroorganizmalara toksik etki gosteren ¢ok sayida
bitki tiirli vardir. Evrim siirecinde bu bitkiler ¢evresel faktorlere, hastalik ve zararlilara karst koymak i¢in savunma
mekanizmas1 olarak biinyelerinde ¢esitli toksik maddeleri biriktirmislerdir. Giiniimiizde bilim insanlar1
mikroorganizmalara toksik madde igeren bu dogal bitki tiirlerini bulup kullanma potansiyellerini aragtirmaktadirlar

(Slusarenko ve ark, 2008).

Bitki bakteriyel hastaliklarinin miicadelesinde, dogal bakterisitler olarak degerlendirilen ¢esitli tibbi ve
aromatik bitkilerden elde edilen ekstraktlarin ve/veya onlarin ugucu yaglarinin etken maddesi tarimda yeni
kimyasallarin ortaya ¢ikigina da olanak saglamistir. Bu antimikrobiyal maddeler direkt olarak hastalik
miicadelesinde biyopestisit olarak kullanilabilecegi gibi bunlarin etken maddesi sentetik olarak iiretilerek yeni
pestisitlerin piyasaya siirlilmesine de katki saglamaktadir (Bajpai ve ark, 2011). Giin gectikce sayisinda farklilik
olsa da 1981-2006 yillar1 arasinda kullanilan 109 yeni antibiyotigin %69’u dogal bitkisel {riinlerden %21’
funguslardan elde edilmistir. Bitkilerden elde edilen antimikrobiyal bilesikler, bakteriyel hastaliklarin
miicadelesinde antibiyotiklerin (streptomisin, oksitetrasiklin, kloramfenikol ve rifampisin) ve bakirin alternatifi

olarak degerlendirilmektedir (Savoia, 2011).

Bitki ekstraktlarindan elde edilen bu antibakteriyel tiriinler, pek ¢ok gram negatif ve gram pozitif bakterinin
birbiriyle iletisim kurma mekanizmasi olan “quorum-sensing” mekanizmasini engelleyerek ve bakterilerin
topluluk olusturma yetenekleri olan “biofilm” olusumunu engelleyerek bakteriyel enfeksiyonu azaltirlar. Bitki
ekstraktlarmim yapisindaki flavonoidler, alkoloidler, terpenler, fenolikler, polifenoller ve tat-koku veren
kumarinler bu mekanizmalarla bakterilere etki ederler. Ornegin bakterilerin biofilm olusumunu engellemede
stilfirce zengin kokulu Allium (Savoia, 2011) ve Cistus tiirleri (Vieira ve ark, 2017) bunlara 6rnektir. Cin’de
yetistirilen veya endemik olan pek ¢ok tibbi ve aromatik bitkilerin antibiofilm 6zellikleri kanitlanmistir. Ayrica
iilkemizde de pek ¢ok endemik tiirii bulunan kekik tiirlerinin icerdigi thymol de bakterilerin birbiriyle iletisim
kurmasini ve topluluk olusturmasini engeller. Boylece bakterilerin hastalik yapma yetenekleri azalir veya tamamen
yok olur (Kotan ve ark, 2009). Ozellikle ilaglara diren¢ kazanmis bakterilerle miicadelede bitki ekstraktlar1 ve
onlarm ugucu yaglarinin kullanimi hastaliklarla miicadelede yeni stratejilerdir (El-Astal, 2004). Dogal antibiyotik
olarak bilinen bitki ekstraktlarinin etken maddelerine simdiye kadar herhangi bir diren¢ probleminin de rapor

edilmemesi bunlarin diger bir olumlu 6zelligidir.

Bakirli bilesiklerin bitkideki fitotoksite problemi, toprakta agir metal olarak birikme Ozelligi, ¢ok sik
araliklarla bitkiye piiskiirtiilme zorunlulugu ve Avrupa Birliginin 2002 yilinda bakir tuzlarinin kullanimini
siirlandirmas: nedeniyle Avrupa’da bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde alternatif uygulamalar arastirilmaya

baslanmigtir (Balestra ve ark, 2009; Cantore ve ark, 2009). Halen bakirl preparatlarin alternatifi olacak ticari
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iiriinler piyasada bulunmamaktadir. Avrupa Birliginin (Council Regulation 2092/91) yasalar1 geregi organik
iiretimlerde kullanilan tohum ve fide de organik iiretilmis olmalidir. Tohum kékenli hastaliklar ve tohum hijyeni
icin kabul edilebilir tohum uygulamalar1 kullanilmalidir. Ticari tohum firmalar1 ¢imlenme oranini artirmak ve
tohumlarin ayn1 zamanda ¢imlenmesini saglamak icin “priming” denilen yontemi kullanirlar. Tohumlar bilinen
bir s1viya batirilir ve dormansisi kirilmaksizin tekrar kurutulurlar. Her firmanin kullandig1 priming protokolii gizli
bilgidir. Bu baglamda priming protokoliine bitki ekstraktlarini dahil etmek hem hastalik etmenleri hem de
¢imlenme basarisi i¢in uygundur (Slusarenko ve ark, 2008). Tohumlardaki bakteri popiilasyonunu yok etmek i¢in
sicak su, NaOCl (hipo), organik ve inorganik asitler gibi farkli kimyasallar kullanilsa da bu uygulamalar tohum
ylizeyindeki bakteriyi 6ldiirmede basariliyken tohumun i¢ kisminda yani embriyoda bulunan bakterileri 6ldiirmede
yeterli olamazlar. Ayrica bu uygulamalarin en 6nemli dezavantaji tohumun ¢imlenme giiciinii azaltmasidir
(Cantore ve ark, 2009). Bu nedenlerle bitki ekstraktlar1 veya onlarin ugucu yaglari iizerine pek ¢ok arastirma

yapilmaktadir.

T1bbi ve aromatik bitkiler igerisinde bakteriyel etmenlere etkisi en ¢ok arastirilan ve hakkinda en fazla makale
yazilan bitki tiirlerinden biri de Allium sativum (sarimsak)’dur. Yapilan aragtirmalarda sarimsagin ana
bilesenlerinin allicin, diallyl sulfide, thiosulfinale, diallyl cysteine sulfoxide oldugu belirlenmistir (Gahukar, 2012).
Sarimsak en az 33 farkl: siilfiirlii madde, pek ¢ok enzim, 17 aminoasit ve selenyum gibi mineralleri de igerir (El-
Astal, 2004). Sarimsagin dokulari pargalandiginda alliin-lyase enziminin aktivitesi sonucu sarimsagin etkili
maddesi olan allicin (diallyl thiosulfinale) agiga ¢ikar ve kendine has siilfiirlii kokusu yayilir. Bir bag sarimsagi
yaklagik 50 gram, tek bir dig sarimsag1 yaklasik 5 gram kabul edersek bir kilo (yaklasik 20 bas) sarimsakta 2 gram
allicin bulunur. Taze sarimsagin antimikrobiyal etkisi daha gii¢liidiir. Hobi bahgeleri gibi kiigiik alanlarda
hazirlanip hemen kullanilabilir. Taze hazirlanmig sarimsak ekstrakti 4°C’de 10 giin 6zelligini korurken 80°C’de
10 dakikada tiim ozelligini kaybeder. Laboratuvar caligmalarinda otoklav edildiginde veya bes dakika
kaynatildiginda antibakteriyel etki tamamen ortadan kalkar. Bu nedenle sicaktan korumak 6nemlidir. Buna karsin
-10°C’de antibakteriyel etkisini kaybetmeden ii¢ ay sarimsak suyu olarak saklanabilir (El-Astal, 2004). Taze
sarimsak ekstrakti, insan ve bitki patojeni bakterilere karst son derece etkili antimikrobiyal 6zellige sahiptir.
Sarimsak ekstrakti in vitro kosullarda bitki patojeni Rhizobium radiobacter, Pectobacterium carotovorum,
Pseudomonas syringae pv. maculicola, Pseudomonas savastanoi pv. phaseolicola, Pseudomonas syringae pv.
tomato, Xanthomonas campestris pv. campestris’in petride gelisimini engelleme yetenegindedir. In vitro
kosullarda insan patojeni Esherichia coli’ye karg1 ampisilin ve kanamisin antibiyotiklerinden 10-12 kat daha gii¢lii
etkiliye sahiptir (Curtis ve ark, 2004). Sarimsak organik iiretimlerde sentetik fungisitlerin alternatifi olarak
diistiniilebilir. Sarimsak havug¢ tohumlarinda bulunan tohum koékenli Alternaria spp.’lerin, domates ve patateste
mildiy6 hastaligia neden olan Phytopthora infestans’in miicadelesinde de kullanilir. Sarimsak fungal etmenleri
baski altina almasiin yan sira bitkide salisilik asit birikimine neden olarak bitkinin dayaniklik mekanizmasini
uyarir. Bitki yapraklaria piiskiirtiildiigiinde sadece patojenleri yok etmez ayni zamanda konukgu bitkide sistemik
dayaniklilig1 da uyarir (Curtis ve ark, 2004; Slusarenko ve ark, 2008). Ayrica kuraklik stresine kars1 bitkiyi koruma
6zelligindedir. Bu bitkilerin yaygin kullanildigi Cin ve Hindistan’da Amaryllidaceae familyasindan Allium cepa
(sogan) ve Allium sativum (sarimsak)’un fungal etmenlerden Fusarium oxysporium, Alternaria alternata,
Colletetrichum gloeosporiodes ve Tetranycus urticae adli akarin miicadelesinde basariyla kullanildig:

bilinmektedir (Gahukar, 2012). Bizim ¢aligmamizda da in vitro denemelerde en yiiksek antimikrobiyal etkinlik
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sarimsak ekstraktinda saptanmustir. Fakat saks1 ve arazi denemelerindeki sarimsak uygulamasi diger etkili bulunan
Cistus creticus ve Syzygium aromaticum uygulamalarindan daha az basar1 saglamistir. Bunun nedeni kiiltiir
bitkisinin dogal kosullar altinda yetistirilirken gevresel faktorlerden kaynakli etkilesimler sebebiyle etkisinin
azalabilmesidir. Sarimsak ekstrakti in vivo denemelerde hastaligi baskilasa da tohumun ¢imlenmesine yaptigi
olumsuz etkiden dolay1 pratikte bu hastaligin miicadelesinde tohuma uygulanmasi &nerilmemistir. Sarimsak
ekstraktinin tohuma uygulanmasi tohum ¢imlenmesine negatif etki etmesine karsilik, sarimsak ekstraktinin yesil
aksama uygulanmasi hastalik olusumunu Onemli derecede baski altina aldigi yapilan caligmalarla ortaya
konmustur (Mirik ve Aysan, 2005). Bu ozelligi sayesinde bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde yesil aksam

uygulamasi olarak sarimsak ekstraklarinin kullanimi 6nerilmektedir.

Yapilan bu ¢alismada Cistus creticus ekstrakti saks1 denemesinde hastaligi istatistiki olarak engelleyemezken
tarla denemesinde hastalig1 %76 oraninda baskilamistir. Tarla denemesinde hastaligin baski altina alinmasinda
ekolojik parametrelerin (sicaklik, gece giindiiz sicaklik farki gibi) Cistus creticus ekstraktinin etkinligini artirmis
olabilcegi ongoriilmektedir. Allium sativum ekstraktinin aksine Cistus creticus ekstrakti tohuma uygulandiginda
¢imlenmeye herhangi bir olumsuz etkisi tespit edilmemistir. Fas’ta yetisen Cistus tiiriinden dort farkli bitki
ekstraktinin domates patojeni Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e antibakteriyel etkisi de
kanitlanmistir (Talibi ve ark, 2011). Cistus creticus ekstrakti sadece bakteriyel hastaliklara degil hasat sonu fungal
hastaliklardan turunggillerde aci ¢iiriiklik etmeni Geotrichum citri-aurantii’nin miicadelesinde de basari
gostermistir (Karim ve ark, 2017). Akdeniz iilkelerine 6zgii olan Cistus tiirlerinin kimyasal kompozisyonu
aragtirtldiginda ana bilesenin carvacrol oldugu (Hutschenreuther ve ark, 2010) bunun %36°s1 a-pinene, %12’si
camphene, %9’u fenchone, %9’u bornyl acetate %8’i viridiflorol ve %26’smnin diger bilesenlerden olustugu
(Vieira ve ark, 2017) saptanmistir. Carvacrol bilesenin iceriginde yer alan a-pinene’nin antibakteriyel etkisinin
aragtirlldig1 bir ¢alismada, gram pozitif (S. epidermidis, S. aureus, B. subtilis) ve gram negatif (P. vulgaris, P.
aeruginosa, E. coli) bakterilere kars1 antibakteriyel etki saptanmis ve a-pinene ilk 8 saat i¢erisinde bakteri gelisimi
inhibe ettigi belirtilmistir (Jiang ve ark, 2011).

Calismada en basarili bitki ekstrakti olarak saptanan Syzygium aromaticum ekstraktinin bezelye tohumlarma
uygulanmasi, tohum kdkenli enfeksiyonu saksi denemesinde %95, tarla denemesinde %98 oraninda baskilamistir.
Bu uygulama tohumun ¢imlenme yeteneginde herhangi bir azalisa neden olmadig1 gibi %5 artisa neden olmustur.
Kimyasal yapisiin %83’iiniin eugenol ve %9’unun eugenyl acetate oldugu Syzygium aromaticum ekstrakti,
¢eltikte hasat sonu fungal hastalik etmenleri Alternaria, Penicillium ve Fusarium tiirlerine (Pilar Santamarina ve
ark, 2016), kakao bitkisinde patojen olan fungal etmen Phytohthora megakarya’ya (Nana ve ark, 2015), sorgum
ve misirda patojen olan fungal etmen Aspergillus tiirlerine (Satish ve ark, 2007) antifungal 6zellikte oldugu
bilinmektedir. Ayrica Syzygium aromaticum ekstraktinin Bradysia procera (Ginseng kok mantar sivrisinegi)’ya
kars1 ovisidal ve larvisidal aktivitesinin de oldugu yakin zamanda yapilan bir ¢alismayla kanitlanmistir (Hong ve
ark, 2018). Syzygium aromaticum’un etken maddesi olan eugenol’un dis eti iltihabina neden olan patojenik bakteri
Porphyromonas gingivalis’e kars1 antibakteriyel ve antibiofilm aktivitesi oldugu belirlenmistir. Agiz ve dis saglig
icin bakteri plaklarinin 6nlenmesinde eugenol’un sakiza ve/veya dig macununa eklenmesi onerilmistir (Zhang ve

ark, 2017).
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Bitki dayaniklilik mekanizmalarinin ¢esitli biyotik ve abiotik faktorlerle uyarilmasi sonucunda sistemik
olarak harekete gegirilmesiyle olusan ve sistemik kazanilmig dayaniklilik (sistemic acquired resistance=SAR)
olarak adlandirilan yaklagim bitki hastalik ve zararlilarla miicadele onem kazanmaktadir. Bitki dayanikliligini
sistemik olarak uyaran bilesikler; toksikolojik agidan giivenli, ¢ok diisiik miktarlarda uygulanabilen, patojenlere
dogrudan etki yapmadiklarindan dayanikli irk olusturmayan, ¢ok sayida hastalik ve zararliya etkili olabilen
kimyasallardir. Ayrica ¢ok sayida patojene karst etkili olabildiklerinden entegre programlarinda alternatif olarak
kullanilabilmektedir (Baysal ve ark, 2003). Bir¢ok dogal ve sentetik olarak iiretilmis kimsayallar bitkilerde
bulunan kazanilmis dayaniklilik mekanizmasini tegvik etmektedir (Kessmann ve ark, 1994). Bitki patojenlerine
kars1 sistemik kazanilmis dayaniklig: tesvik etmek amaciyla; harpin proteini (Akbudak ve Tezcan, 2006), salisilik
asit (Kessmann ve ark, 1994), aviriilent patojenler, zayiflatilmis veya dldiiriilmiis patojenler ve patojenin hiicre
duvar bilesenleri (Dolar, 2011) gibi uyaricilar kullanilabilmektedir. Bu ¢alismada arastirilan farkl bitki tiirlerine
ait ekstraktlar dogal biyokimyasallar igermektedir. Bu biyokimsallar hem antibakteriyel etki ile hem de SAR
mekanizmalarini uyararak Pseudomonas pisi’ye karsi engelleyici etkide bulunmus olabilir. Ekstraktlarin in vitro,
sera ve arazi kosullarinda farkli oranlarda antibakteriyel etki gostermelerinin bir sebebi de, bu biyokimyasallarin
cevre kosullarna bagh olarak SAR mekanizmalarini uyarmast ve buna bagli olarak farkli oranlarda hastalik

olusturmasidir.

Bitki ekstraktlarinin elde edilmesinde farkli ekstraksiyon yontemleri (Dekoksiyon, infiizyon, su buhari
destilasyonu vb.) uygulanmaktadir. Bu yontemlerde kullanilan ¢oziiciiler ve uygulama sirasindaki sicaklik
farkliliklar1 elde edilen bitki ekstraktlarin biyokimyasal igeriginde ve yogunlugunda farkliliklar maydana
getirebilmektedir. Sarimsak ekstraktinin domates bakteriyel leke hastaligina in vitro da antibakteriyel etkisi
bulunurken, otoklavdan gegirilmis ayni yogunluktaki sarimsak ekstraktinin antibakteriyel etkisini kaybettigi
belirtilmistir. Bu degisimin sebebi olarak, ekstraktin yiiksek sicaklik ve basing altinda biyokimyasal yapisinin
degismesinden kaynaknaklanabilecegi bildirilmistir (Mirik ve Aysan, 2005). Bu baglamda sicaklik, fiziksel
uygulamalar ve ¢oziiciiler gibi faktorlere bagli olarak degisiklik gosteren yontemlerde bitki ekstraktlarinin
antibakteriyel 6zelliginin degismesi miimkiidiir. Bu sebeple farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak ilgili bitki
tirli i¢in antibakteriyel etki acgisindan en basarili yontem segilerek ekstraksiyon yapilmalidir. Bu sayede
antibakteriyel etkisi olmadig1 diisiiniilen bitki tiirlerinin farkli yontemler kullanilarak elde edilen ekstraklari ile

yapilan testlerde pozitif sonug alinabilir.

Tarimsal iiretimdeki yogun pestisit kullanimiyla tahrip edilen ekolojik diizen sadece insan saglhigmi degil,
ekolojik sistem igerisinde yer alan her tiirlii canli ve cansiz birgok doga unsurunu olumsuz yonde etkilemektedir.
Bu nedenle doganin bize sundugu zenginliklerden faydalanarak sorunlara ¢evreci ¢oziimler iiretmekle dogay1
koruyarak tarimsal retim gergeklestirmekde miimkiindiir. Yapilan bu ¢alismada da goriildiigi gibi bitki
hastaliklarinin miicadelesinde ¢evre dostu yontemlerin entegre miicadeleye dahil edilmesi son derece 6nemlidir.
Bu baglamda ¢alismalarimizdan elde ettigimiz sonuglar gergevesinde bezelye tariminda énemli bir sorun olarak
karsimiza ¢ikan yaprak yanikligi hastaligi ile miicadelede Syzygium aromaticum ekstraktinin tohuma uygulanmasi

paratik ve etkili bir ¢6ziim olarak ekonomik anlamda bitki korumaya katki saglamstir.
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Sonuc¢

Pseudomoas syringae pv. pisi adli bakteriyel etmenin neden oldugu bezelye bakteriyel yaprak yaniklik
hastalig1, diinya genelinde bezelye tariminin yapildig: alanlarda bitki sagligini olumsuz yonde etkileyerek verim
kayiplarina neden olan 6nemli bir problemdir. Tohumla taginan bakteriyel bir patojen olan etmenin en 6nemli
inokulum kaynagi patojenle bulagik tohumlardir. Bu nedenle ekim sonrasi yapilan bitki koruma uygulamalari
hastalikla miicadelede istenilen sonuca ulasmakta yetersiz kalmaktadir. Ik inokulum kaynagi olan tohumlardan

patojenin uzaklastirilmasi hastalikla miicadelede yiiksek etkili, pratik ve ekonomik bir ¢c6ziim olmaktadir.

Bu ¢aligma, Pseudomonas syringae pv. pisi’ye karsi antibakteriyel 6zelige sahip bitki ekstraktlarinin tespit
edilmesi, tohum uygulamasi olarak kullanildiginda hastalig1 baskilama oraninin belirlenmesi ve uygulamalarin
tohumlarin ¢imlenme yetenegine etkisinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilmistir. Seralarda yapilan saksi
denemesinde patojenle bulagik bezelye tohumlarina Cistus creticus ekstrakti uygulandiginda bitkilerin
%>51’inde, Allium sativum ekstraktt uygulandiginda bitkilerin %33’iinde ve Syzygium aromaticum ekstrakti
uygulandiginda bitkilerin %3’{inde hastalik saptanmistir. Bitkinin dogal ortaminda hastalik ¢ikiginin belirlenmesi
icin yaptigimiz tarla denemelerinde patojenle bulasik bezelye tohumlarina C. creticus ekstrakti uygulandiginda
bitkilerin %12’inde, Allium sativum ekstrakti uygulandiginda bitkilerin %8’inde hastalik saptanmustir. S.
aromaticum ekstrakti uygulanan tohumlardan gelisen bitkilerin %1’inde hastalik saptanmistir. Ayrica
uygulamalarin tohum fizyolojisine etkisi sonucu tohumlarin ¢imlenme yetenegindeki degisimi belirlemek
amaciyla yaptigimiz denemelerde saglikli tohumlar A. sativum’un sulu ekstraktina daldirildiginda tohumlarin
%78’ ¢imlenmistir. Bu uygulama tohumlarin ¢imlenme oranimi %18 diizeyinde azaltmustir. C. creticus
ekstraktiyla uygulama gérmiis tohumlarin %93’ ¢imlenmis ve ¢imlenme %3 oraninda azalmistir. Bunlarin aksine
saglikli tohumlara S. aromaticum’un sulu ekstrakti uygulandiginda tohumlarin ¢imlenme oraninda %5°lik artig

saptanmistir.

Tiim bu veriler goz 6niine alindiginda bezelye bakteriyel yaprak yaniklik hastaliginin miicadelesi kapsaminda
uygulanacak en etkili ve dogal yontem, Syzygium aromaticum (Baharat Karanfil) ekstraktinin ekim 6ncesi tohum
uygulamasi seklinde kullanilmasidir. S. aromaticum ekstraktinin tohuma uygulanmasi pratik ve ucuz olmasi, dogal
ve gevreci bir ¢dziim olmasi, tohum ¢imlenmesine olumlu etkisi ve patojene karsi yiiksek etkinligi nedeniyle
bezelye tarimmin yapildigi alanlarda uygulanabilir bir yontemdir. Ayrica gelecekte bu bitkinin etken maddesi

(eugenol) sentetik olarak iiretilip hastalik miicadelesinde kullanilabilir.
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