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Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)’nun neden oldugu Bakteriyel Benek ve
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm)’in neden oldugu Bakteriyel
Solgunluk Hastaliklar1 domatesin en 6nemli tohum kaynakli bakteriyel hastaliklaridir.
Bu caligmada, yirmi dokuz bitki ekstraktinin antibakteriyel etkileri in vitro ve in
vivo’da arastirilmigtir. In vitro’da, Allium sativum, Coriandrum sativum, Eucalyptus
camaldulensis Pst’ye, Myrtus communis ve A. sativum ise Cmm’e antibakteriyel etki
gostermigtir. A. sativum, C. sativum, E. camaldulensis, O. onites, Origanum vulgare
subs. hirtum ve Zingiber officinale bitki ekstraktlar1 tohuma uygulanmis ve Pst’nin
neden oldugu hastalik %8.8-100 oraninda engellenmistir. A. sativum ve O. onites en
basarili tohum uygulamalar1 olarak saptanmustir. Bitki ekstraktlart domates
tohumlarinin ¢imlenmesi tizerine herhangi bir olumsuz etkisi yapmamustir. Saksi
¢alismalarinda, A. sativum, E. camaldulensis, O. onites, Z. officinale ekstraktlar1 yesil
aksamia piiskiirtiildiigiinde Pst’nin neden oldugu hastalik %96-99, ekstraktlar koke
uygulandiginda %80-100 oraninda baskilanmigtir. Cmm’in neden neden oldugu
hastalik ekstraktlar yesil aksamina piiskiirtildiigiinde %40-67, koke uygulandiginda
%63-89 oraninda hastalik engellenmistir. Koke A. sativum ekstrakti uygulamak
domates fidelerinde toksik olmustur. Sonug olarak, bitki ekstraktlari domates bakteriyel
hastaliklarinin miicadelesinde yeni pestisitlerin gelistirilmesi agisindan {imit vaat
etmektedir.

Anahtar Kelime: Domates, Antibakteriyel etki, Bitki Ekstrakti, Tohum uygulamalari,
Yesil aksam uygulamalari
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Bacterial speck disease caused by Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) and
bacterial wilt and cancer disease caused by Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) are the most important seed-borne bacterial diseases of tomato.
In the study, the antibacterial activities of aqueous twenty-nine plant extracts were
investigated in vitro and in vivo conditions. In in vitro experiments, A. sativum, C.
sativum, E. camaldulensis extracts have shown inhibitiory effect on Pst whereas A.
sativum and M. communis extracts were effective on Cmm. The effects of A. sativum,
C. sativum, E. camaldulensis, O. onites, Origanum vulgare subs. hirtum and Zingiber
officinale extracts on disease incidence and severity caused by Pst recorded 8.8-100%
ratios as seed treatments. The most successful seed treatments were A. sativum and O.
onites extracts. Additionally, no negative effect on seed germination and emergence
were recorded for the tested plant extracts as seed treatments. In pot experiments, A.
sativum, E. camaldulensis, O. onites, Z. officinale extracts by spraying were reduced
the disease incidence caused by Pst as 96-99% ratios whereas the disease incidence
was inhibited as 80-100% ratios by root dipping. The extracts were reduced the disease
caused by Cmm as 40-67% and 63-89% ratios by spraying and root dipping,
respectively. Root dipping applications of A. sativum extract were toxic on tomato
plants in both experiments for Pst and Cmm. As a result, plant extracts are promising
for the development of new pesticides in the control of bacterial diseases of tomatoes.

Keyword: Tomato, Plant Extracts, Antibacterial Effect, Seed Treatments, Foliage
Applications



GENISLETILMIS OZET

Domates (Solanum lycopersicum L.), diinyada ve iilkemizde en fazla
yetistirilen, ekonomik 6neme sahip bir bitkidir. Domates verim ve kalitesi fungal,
bakteriyel ve viral etmenlerin neden oldugu hastaliklar tarafindan olumsuz yonde
etkilenir. Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)’nun neden oldugu Domates
Bakteriyel Benek Hastaligi ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
(Cmm)’in neden oldugu Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaligi, domateslerde
verim ve kaliteyi etkileyen onemli bakteriyel hastaliklardir. Bu etmenler tohumla
taginmalarindan dolay1r domatesin 6énemli patojenleri arasinda yer alirlar. Hastalik
miicadelesinde kullanilan sentetik kimyasallarin maliyeti, farkli bitkilerdeki
fitotoksite sorunu, uygulanan kimyasallara karsi diren¢ problemi, bu kimyasallarin
insan ve cevre sagligina olumsuz etkileri ve tiiketicilerin organik iirlinlere olan
egilimi gibi nedenlerle hastalik ydnetiminde farkli stratejiler gelistirmek bir
zorunluluk olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenlerle dogal kaynaklardan elde
edilen antibakteriyel bilesiklere karsi olan ilgi son yillarda 6nem kazanmustir.

Bu tez kapsaminda s6z konusu hastaliklarla miicadelede 29 farkli tibb1 ve
aromatik bitkinin su ile hazirlanmig ekstraktinin antibakteriyel etkisi in vitro ve in
vivo kosullarda aragtirnlmistir. Bitki ekstraktlarinin  in  vitro kosullarda
antibakteriyel etkisi kagit disk yontemiyle belirlenmis ve 29 ekstrakt arasinda
sadece dordii (Allium sativum, Coriandrum sativum, Eucalyptus camaldulensis ve
Myrtus communis) degisen oranlarda engelleme zonu olusturarak antibakteriyel
etkinlik gostermistir. Elde edilen sonuglara gore; Pst’ye Allium sativum 3 mm,
Coriandrum sativum ise 13 mm ve Eucalyptus camaldulensis 13.6 mm ¢apinda
engelleme zonu olusturarak antibakteriyel etkinlik gdstermistir. Test edilen
ekstraktlardan Cmm’e kars1 Allium sativum 12.8 mm, Myrtus communis ise 5.1 mm
capinda engelleme zonu olusturmak suretiyle antibakteriyel etkinlik gdstermistir.
Bitki ekstraktlarinin patojenin gelisimi engelledigi minimum konsantrasyonlart da

belirlenmistir. Kullanilan bitki ekstraktlarinin Pst’ye karst MIC degerleri, Allium
i



sativum igin 4.25 pl/ml, Eucalyptus camaldulensis s i¢in 3.75 pl/ml, Origanum
onites i¢in ise >128 ul/ml olarak saptanmigtir. Cmm’e kargt MIC degerleri Allium
sativum ve Myrtus communis igin >128 ul/ml oldugu belirlenmistir.

Secilen alt1 bitki ekstrakti (Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis,
Myrtus communis, Origanum onites, Origanum vulgare subsp. Hirtum ve Zingiber
officinale) patojenle bulasik tohuma uygulanmis ve Pst’nun neden oldugu Domates
Bakteriyel Benek Hastaliginin ¢ikisi ve tohum ¢imlenmesi lizerine olan etkinlikleri
ortaya konmustur. Istatistiki olarak degerlendirildiginde, tiim tohum uygulamalari
pozitif kontrol uygulamasindan farkli ve etkili bulunmustur. Tohum
uygulamalariyla Domates Bakteriyel Benek Hastaligt %8.8-100 oraninda
baskilanmistir. Hastalik siddetinde ise ortalama 921.5-100 arasinda azalig
belirlenmistir. Hi¢bir tohum uygulamasi tohumlarin ¢imlenme yetenegine olumsuz
bir etki yapmamugtir.

Secgilen dort bitki ekstrakti (Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis,
Origanum onites ve Zingiber officinale) domatesin bitkilerinin yesil aksamina
piskiirtiildiigiinde, Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaliginin
siddetinde %95.1-99.1 oraninda azalma tespit edilmistir. Bitki ekstraktlari patojen
bulagmasindan once veya sonra uygulamasi hastaligin baskilanmasinda bir fark
yaratmamugtir. Fide kokleri dikim oncesi bitki ekstraktina daldirildiginda, Allium
sativum harig bitki ekstraktlar1 hastalik siddetini %80.1-100 oraninda baskilamistir.
Ancak Allium sativum ekstrakti domates koklerine toksik etki yaratmugtir.

Secilen dort bitki ekstrakti (Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis,
Origanum onites ve Zingiber officinale) domates yesil aksamina piiskiirtiildiigiinde,
Cmm’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaligimin siddetinde
%40.0-66.7 oraninda azalma olmustur. Fide kokleri dikim Oncesi bitki ekstraktina
daldirildiginda, Allium sativum harig bitki ekstraktlar1 hastalik siddetini %62.7-88.5
oraninda baskilamustir. Allium sativum ekstrakti domates koklerine toksik etki
yaratmistir. Bu hastaliga kars1 bitki ekstraktlarinin kokten uygulamasinin yesil

aksam piiskiirtmelerine gore daha basarili oldugu belirlenmistir.
v



Caligmadan elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda Allium sativum,
Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites ve Zingiber officinale ekstraktlarinin

domates bakteriyel hastaliklarina antibakteriyel etkileri ortaya konmustur.
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1. GIRIS Feray KARABUYUK

1. GIRIS

Domates (Solanum lycopersicum Mill.) Solanaceae familyasi igerisinde yer
alan bir kiiltiir bitkisidir. Anavatan1 Gliney Amerika’da Peru ve ¢evresidir. Orta
Cagda Avrupa’ya getirilen domatesin meyvelerinin o yillarda zehirli oldugu
sanilarak sadece bahgelerde siis bitkisi olarak yetistirilmistir. Daha sonra domatesin
insan sagligini koruyan vitaminlerce ¢ok zengin bir sebze oldugu anlasilmis ve
kiiltiir bitkisi olarak yetistiriciligi yapilmaya baslanmistir (Anonim, 2017).
Domates, yiiksek diizeyde A, E ve C vitaminleri ile basta potasyum olmak {izere
birgok mineral madde ve bitkisel lif zenginliginin yaninda likopen, beta karoten ve
flavonoidler agisindan da zengindir (Abak, 2016).

Domates yiiksek adaptasyon yetenegi nedeniyle Giiney ve Kuzey yarim
kiirenin her bolgesinde, hem agik alanda hem de seralarda yetistirilmektedir. Elde
edilen {irlin sofralik tiiketimin yaninda sanayide farkli bi¢imlerde (konserve, salga,
ketgap, domates suyu vb) de degerlendirilmektedir. Diinya genelinde domates
tiretim miktart incelendiginde, 2016 yilinda yaklasik olarak 180 milyon ton
domates tiretilmistir. Bu iiretimde 56.308.914 ton ile Cin ilk sirada yer alirken,
bunu Hindistan, ABD, Tirkiye, Misir, 1talya, [ran, 1spanya, Brezilya ve
Meksika’nin takip ettigi goriilmektedir (Cizelge 1.1) (Anonymous, 2018a). Tiirkiye
Istatistik Kurumu (TUIK)nun 2017 yil verilerine gére, iilkemizde 8.789.719 ton
sofralik, 3.960.281 ton salgalik olmak iizere toplamda 12.750.000 ton domates
iretimi gerceklesmistir. Bu dretimin 3.559.720 tonu Akdeniz Bolgesi’nde
gerceklestirilmistir. Cizelge 1.2°de, iilkemizde domates iiretiminin gerceklestigi
onemli illerimiz, iiretim alanlar1 ve miktarlari siralanmistir. Ulkemizde domates
tretiminin en fazla Antalya, Mersin, Mugla, Tokat, Canakkale, Bursa, [zmir,
Sanlurfa, Burdur, Samsun, Ankara ve Adana illerinde gerceklestigi goriilmektedir

(Anonim, 2018a).
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Cizelge 1.1. Diinya’daki Domates Uretim Miktar1 (Ton)

Cin R |
Hindistan - 13.399.000 56.308.914
ABD s 13.038.410
Tiirkiye n—— 12.600.000
Misir  EE— 7.943.285
italya e 6437572
fran me—S" 6372633
ispanya mmmm 4.671.807
Brezilya mmmm 4.167.629

Meksika mmm 4.047.171

Cizelge 1.2. Tiirkiye’deki Domates Uretim Alani (dekar) ve Miktar1 (ton)

Sira Sehir Ekilen alan Uretim
1 Antalya 205.134 2.252.805
2 Mersin 100.285 1.041.511
3 Mugla 61.043 648.519
4 Tokat 55.889 435.308
5 Canakkale 54.872 393.173
6 Bursa 52.459 378.986
7 [zmir 33.747 240.432
8 Sanliurfa 42.859 233.965
9 Burdur 15.991 154.313
10 Samsun 24.882 151.492
11 Ankara 27.563 129.213
12 Adana 22.756 111.091
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Ureticiler, domates iiretim alanlarinda farkli hastalik ve zararli problemleri
ile karsilagmaktadir. Hastaliklar arasinda fungal ve viral hastaliklarin yani sira pek
cok bakteriyel hastalik da 6nemli kalite ve verim kayiplarina neden olmaktadir
(Arshad et al., 2014). Domateste sorun olan onemli bakteriyel hastaliklar igerisinde
Pseudomonas syringae pv. tomato’nun neden oldugu Bakteriyel Benek Hastaligi,
farkli Xanthomonas tiirlerinin (X. euvesicatoria, X. vesicatoria, X. gardneri, X.
perforans) neden oldugu Bakteriyel Leke Hastaligi, Clavibacter michiganensis
subsp. michiganenesis’in ve Ralstonia solanacearum’un neden oldugu Bakteriyel
Solgunluk Hastaligi, Pectobacterium ve Dickeya tiirlerinin neden oldugu Yumusak
Curiklik Hastaligi, farkli Pseudomonas tiirlerinin (P. corrugata, P. cichorii, P.
mediterranea, P. viridiflava, P. fluorescens) neden oldugu Oz Nekrozu Hastalig
yer almaktadir (Agrawal ve ark., 2012; Jones ve ark., 2014).

Bu hastaliklardan Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)’nun neden oldugu
Bakteriyel Benek Hastaligi ve Clavibacter michiganensis subsp. michiganenesis
(Cmm)’in neden oldugu Bakteriyel Solgunluk Hastaligi tilkemizdeki domates
yetistirilen alanlarda en yaygin goriillen bakteriyel hastaliklar igerisinde yer
almaktadir. Bakteriyel Solgunluk Hastaliginin {ilkemizde varligi 1950’li yillardan
beri bilinmesine ragmen siddetli epidemilere ilk defa 1980 yilinda Dogu Akdeniz
Bolgesi’nde (Cinar, 1980) rastlanmistir. Bu hastaligin Ege Bélgesi’nde (Ozaktan,
1991), Dogu Anadolu Bolgesi’nde (Sahin ve ark., 2002) ve Bati Akdeniz
Bolgesi’nde (Basim ve ark., 2004a) 6nemli bir sorun oldugu ilerleyen yillarda
bildirilmistir. Bu hastalik agik alanda yetistirilen sofralik ve sanayi domatesi
iiretiminde problem oldugu kadar sera iiretimlerinde de sorun teskil etmektedir
(Cetinkaya-Yildiz ve Aysan, 2008). Bakteriyel Benek Hastaligi ise, tilkemizde ilk
defa 1970’li yillarda Ege (Saygili, 1975) ve Akdeniz Bolgesi’'nde (Cinar, 1977)
seralarda varlig1 saptanmstir. Ardindan 2000°1i yillarda Dogu Anadolu Bolgesinde
tarlada (Sahin, 2001) ve Akdeniz Bolgesi’nde fideliklerde (Aysan ve ark., 2004;
Basim ve ark., 2004a) sorun oldugu rapor edilmistir. Bu doktora ¢aligmasinda, s6z

edilen bu iki hastaligin miicadelesi iizerine arastirmalar yapilmstir.
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Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaligi etmeni Cmm ilk kez 1909 yilinda
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)’nin Michigan eyaletinde saptandigindan bu
yana diinya genelinde domates iiretimi yapilan hemen hemen tiim iilkelere
yayilmigtir (Gleason ve ark., 2014). Tohumlarda yasayan hastalik etmeni bakteri,
fidenin cimlenmesiyle birlikte bitkinin iletim demetlerine yerleserek sistemik
enfeksiyonlara neden olmaktadir. Tohum kaynakli ya da yaralar yoluyla patojenin
iletim demetlerine girisiyle olusan sistemik enfeksiyon sonucunda, hastaligin tipik
belirtileri ortaya ¢ikar. Bu tipik belirtiler tek tarafli solgunluk (Sekil 1.1), iletim
demetlerinde sarimsi1 kahverengi renk degisimi, gévde ve yan dallarda meydana
gelen catlaklar ile meyvedeki kusgozii lekeleridir. Ilerleyen donemlerde, iletim
demeti tikanmis olan bitkilerde kurumalar gozlenir (Gleason ve ark., 2014).

Domates Bakteriyel Benek Hastaligi diinyada ilk olarak 1933 yilinda
Tayvan ve ABD’de goriilmiis ve tanilanmistir (Miller ve Jones, 2014). Domates
iretiminin yapildig1 pek c¢ok tilkede bu hastalik rapor edilmis ve 6nemli bakteriyel
hastaliklar arasinda yerini almistir. Etmenin neden oldugu hastalik, domates
bitkisinin govde, yaprak, sap, ¢icek ve meyve saplart gibi tlim toprak iistii
aksamlarinda kahverenginden siyaha kadar degisen renkte lekeler, meyvelerde ise
caplart 1 mm’yi gegcmeyen yiizeysel kabarciklar seklinde belirtilere neden
olmaktadir (Sekil 1.2). Yapraklardaki lekeler birleserek yapragin kismen veya
tamamen kurumasina neden olmaktadir. Patojen bakteri, iletim demetlerine girip
sistemik enfeksiyonlara neden olmaz. Bakteri bitkinin i¢inde sistemik ilerlemese de
tohuma yerlesir ve farkli alanlara bulagik tohum veya fide kullanimiyla bulasir
(Aysan ve Saygili, 2008; Miller ve Jones, 2014). Bu hastalik en onemli zararini
tohum kokenli enfeksiyonlardan dolay1 fide doneminde yapar. Tohum kabugunda
bulunan Pst, tohumun ¢imlenmesiyle ilk gelisen kotiledon yapraklarda lekeler
olusturur ve ticari fideliklerde gerekli onlemler alinmadig takdirde ciddi fide
kayiplariyla karsilagilir. Benzer durum, {ilkemizde 2004 yilinda Akdeniz
Bolgesi’ndeki ticari fideliklerde yasanmistir. Domates Bakteriyel Benek Hastalig
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epidemisi sonucu binlerce domates fidesi imha edilmek zorunda kalinmistir (Aysan
ve ark., 2004; Basim ve ark., 2004b).

Bitkisel iiretimde baslangi¢ materyali olarak kullamilan tohum, yiiksek
verim ve kaliteli tiriin elde edilmesinde dogrudan etkilidir. Ancak tohum kaynakli
hastaliklar, iriin verimini ve Kalitesini ciddi sekilde etkileyebilmektedir. Bitki
bakteriyel hastaliklariyla miicadelede ilk sart hastaliksiz tohum/fideyle iiretime
baglamaktir. Bu iki hastaligin hayat dongilerinden anlasildigi gibi patojen
bakteriyle bulagik tohum/fide ilk inokulum kaynagidir. Tohumla tasinan
hastaliklarla miicadelede en etkili yontemlerden biri tohum {iretimi sirasinda
bakteriyel inokulumun bulasmasimi engellemektir. Ticari fideliklerde bakteri
bulasikligi varsa etkili tohum uygulamalarini ve yesil aksam ilaglamalarini
kullanmak 6nemlidir. Diger bir miicadele stratejisi de bitkinin hastaliklara karsi
dayamklihigm artirmaktir. Uretim esnasinda bu hastaliklarla karsilasildiginda da
bakirli preparatlar veya bitki aktivatorleri yesil aksama piiskiirtiilerek
uygulanmalidir (Soykan ve Aysan, 2011; Cetinkaya-Yildiz ve ark., 2014; Farimaz
ve ark., 2014).

Tiiketicilerin son yillarda bilinglenmesiyle treticiler de bitkisel iiretimde
insan ve c¢evre saghigima olumsuz etkisi olan kimyasallari kullanmak
istememektedirler. Bu nedenle ekonomik 6neme sahip bitki hastalik ve zararlilarina
karsi, yeni miicadele stratejileri gelistirmek, bitkide hastaliklara dayaniklilig
uyaran yeni preparatlar bulmak, hatta insan sagligina ve ¢evreye dost yeni kimyasal
bilesiklerin elde edilmesine yonelik arastirmalarda artis olmustur (Mc Manus ve
ark., 2002; Mbega ve ark., 2011).
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Sekil 1.1. Cmm nin domateste olusturdugu solgunluk (a) ve iletim demetlerindeki
renk degisimi (b)

lekeleri
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Hastalik etmeni bakterilerin miicadelesinde tarimsal antibiyotiklerin
kullaniminin  iilkemizde ve pek c¢ok {iilkede yasak olmasi nedeniyle, dogal
antibiyotik olarak adlandirilan tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen
antimikrobiyal maddelerin kullanimiyla ilgili arastirmalara olan ilgi son yillarda
artmistir. Bu arastirmalardaki artisin nedenlerinden bazilari;; dogada kolay
bulunmalari, ucuz olmalari, dogaya toksik madde yaymamalari, kisa zamanda
dekompoze olarak toprak ve su kirliligine yol agmamalari, insan sagligini tehdit
edecek uzun siireli kalintilar olusturmamalar1 ve hastalik etmenlerine spesifik
olmalaridir (Erlen, 2000; Mbega ve ark., 2011). Ayrica bitki ekstraktlarinin veya
ugucu yaglarin i¢inde yer alan ve bakteriyel patojeni baskilayan etken maddesi
sentetik olarak tretilerek yeni pestisitlerin piyasaya siiriilmesine de olanak
tanimaktadir (Bajpai ve ark., 2011). Bunlar sadece hastaliklara karsi degil birgok
bitki koruma probleminin ¢oziimiinde de kullanilmaktadir. Ornegin sarimsagin
etken maddesi olan allicin Garlic Barrier ticari ismiyle ABD’de insektisit olarak
ruhsat almis ve bocek miicadelesinde kullanilmaktadir (Anonymous, 2018b). Bu
bitkiler sekonder metabolitler bakimindan zenginlerdir ve dogal kimyasal
bilesenlerin kaynagidir. Sekonder metabolitlerin en onemli islevi, bulunduklar
bitkilerin yasadiklar1 ¢evredeki biyotik ve abiyotik stres faktorlerine karsi savunma
sistemlerini olusturmalaridir. Bir bakima bitkilerin hayatta kalma miicadelesinde
gorev alan en Onemli biyoaktif fitokimyasallardir. Sekonder metabolitler
cogunlukla antifungal, antibakteriyel, antiviriitik ve antioksidan etkilidir. Bu
nedenle, bitkilerde hastalik ve zararlhlara karsi savunmanin yaninda, stres ve
olumsuz gevre faktorlerine karsi korunma gibi 6nemli gorevleri de bulunmaktadir
(Baydar, 2009).

Farkli bitkilerden farkli ¢oziiciilerle (su, alkol, petroleum eter, benzen,
kloroform, metanol ve etanol) elde edilen bitki ekstraktlarinin bakteriyel
patojenlere etkisi ilk olarak laboratuvar sartlarinda petri denemeleriyle ortaya
konmustur. Allium sativa (sarimsak) ve Ficus carica (incir) ekstraktlarinin Pst,

Xanthomonas axonopodis pv. vesicatoria ve Cmm bakteriyel patojenlerinin
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(Balestra ve ark., 2009); Satureja spicigera (Trabzon kekigi) ve Thymus fallax
(kekik) ekstraktlarin Pst, Xanthomonas vesicatoria ve Xanthomonas axonopodis
pv. vitians’in (Kotan ve ark., 2009) petrideki gelisimini engellendigini gdsteren
calismalara Ornektir. Tibbi ve aromatik bitki ekstraktlarinin bakteriler tizerindeki
bu olumlu etkisinden sonra bunlarin ugucu yaglari elde edilerek bakteriyel gelisime
etkisi arastirilmistir. Ornegin Acidovorax citrulli adli bakteriyel etmene karst
Thymbra spicata’nin ugucu yaginin petri kosullarinda son derece basarili oldugu
kanitlanmigtir (Mengulluoglu ve Soylu, 2012). Etkili bitki ekstraktlar1 veya ugucu
yaglarin belirlenmesinden sonra bunlarin in vivo kosullarda kullanimi tizerine
arastirmalar baglamistir. Bakteriyel hastaliklara karsi etkili bulunan ekstraktlar
tohuma, yesil aksama veya koke uygulanarak entegre hastalik yonetimine dahil
edilme olanaklar1 arastirilmistir. Ornegin domates (Mirik ve Aysan, 2005; Opara ve
Wokocha, 2008; Kotan ve ark., 2013), biber (Mirik ve Aysan, 2005), lahana (van
der Wolf ve ark., 2008) ve bezelyedeki (Verma ve Agrawal, 2015; Verma ve
Agrawal, 2017; Umarusman ve ark., 2018) tohum kokenli bakteriyel inolukum
farkli bitki ekstraktlariyla baski altina alinmustir. Bitki ekstratklarinin tohuma
uygulanmasiyla elde edilen basarili sonuglar, bunlarin yesil aksama uygulamalar
olarak da kullanimina neden olmustur. Eucalyptus globulus, Rosmarinus officinalis
ve Rhus coriaria (Bastas, 2015), Allium sativum ve Ficus carica (Quattucci ve
Balestra, 2009) ekstraktlar1 yesil aksama uygulanarak Pst miicadelesinde etkili
oldugu belirlenmistir. Hatta farkli konukgu bitkilerde sistemik dayanikliligi da
tesvik ettikleri yapilan farkli galigmalarla ortaya konmustur (Curtis ve ark., 2004;
Slusarenko ve ark., 2008). Ayrica tibbi ve aromatik bitki ekstraktlarmin
uygulanmasinin sadece hastaliklarin miicadelesinde degil ayn1 zamanda tohumlarin
cimlenme giiciinii artirmak ve ayni anda ¢imlenmesini saglamak i¢in kullanilan
priming yontemine katki sagladigi tespit edilmistir (Slusarenko ve ark, 2008;
Bastas, 2015; Kenanoglu, 2016; Umarusman ve ark.,, 2018).

Yapilan bu calismalar dogrultusunda goriiliiyor ki 6zellikle tohum

enfeksiyonuna kars1 bitki ekstraktlar1, ugucu yaglar, tibbi ve aromatik bitkilerden
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elde edilen antimikrobiyal maddeler miicadelede basariyla kullanilmusgtir.
Ulkemizde ve pek ¢ok iilkede antibiyotik kullanimimin yasak olmasi bizleri bu
dogal antibiyotik olarak adlandirilan tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen
antimikrobiyal =~ maddelerin  kullanimiyla  ilgili  arastirmalar  yapmaya
yonlendirmistir.

Bu doktora ¢alismasinda da, domates yetistiriciliginde sorun olan Pst’nin
neden oldugu Domates Bakteriyel Benek ve Cmm’in neden oldugu Domates
Bakteriyel Solgunluk Hastaliklarinin miicadelesinde bitki ekstraktlarinin kullanim
olanaklart ve entegre miicadele programlarina dahil edilme olanaklar
arastiritlmigtir. Bu amagla, 29 farkli tibb1 ve aromatik bitki ekstraktinin Pst ve
Cmm’e antibakteriyel etkileri in vitro petri denemeleriyle saptanmistir. Secilen
farkll bitki ekstraktlar1 Pst ve Cmm ile bulastirilmis hasta tohumlara uygulanarak
iklim odasi1 kosullarinda hastalik ¢ikigina, siddetine ve tohumun ¢imlenmesine olan
etkisi ortaya konmustur. Ayrica farkli bitki ekstraktlar1 yesil aksama uygulanarak
bu iki bakteriyel hastaliga karsi koruyucu ve tedavi edici etkisi saks1 denemeleriyle
aragtirllmigtir. Ayrica bitki ekstraktlar1 koke uygulanarak domateste dayaniklilig

uyarici etkisi de ortaya konmustur.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Tibbi ve aromatik bitkiler biinyelerinde bulundurduklari sekonder
metabolitlerle pek cok bakteriyel hastaligin miicadelesine alternatif olarak
diisiiniilmektedir. Dogal antibiyotikler olarak degerlendirilen bu bitkilerin
ekstraktlar1 veya ucucu yaglari, ayn1 zamanda kimyasal uygulamalarin olumsuz
etkisini de azaltmaya yardimci olmaktadir. Yapilan pek cok calisma sonucunda,
bunlar hastaliklarin 6nlenmesi veya hastalik siddetinin azaltilmasinda olumlu
etkileri oldugu kanitlanmistir. Bu nedenle, hastalik miicadelesinde alternatif
olabilecekleri gibi yeni etken madde gelistirmeye de katki saglarlar. Burada
domateste sorun olan bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde bitki ekstraktlar1 ve
onlarin ugucu yaglarinin kullanimiyla ilgili calismalara yer verilmistir.

Curtis ve ark (2004), Allium sativum (sarimsak)’un etken maddesi
allicin’in, iginde Pst’nun da yer aldigi farkli bitki patojeni bakteri, fungus ve
ooymcetes’e antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu gdstermis ve gelecekte bu
etken maddenin sentetik fungisitlere alternatif olabilecegini belirtmiglerdir.

Mirik ve Aysan (2005), 12 farkli bitki ekstraktinin biber ve domateste
bakteriyel yaprak lekesine neden olan Xanthomonas campestris pv. vesicatoria’ya
antibakteriyel etkisini arastirmiglar ve Allium sativum ile Eucalyptus sp ekstraktinin
basarili oldugunu belirlemislerdir. Allium sativum ekstraktinin otoklavda sterilize
edildiginde etkisinin yok oldugunu ve igindeki etken maddenin sicakliga duyarl
oldugunu bildirmislerdir. Allium sativum ve Eucalyptus sp ekstraktini bulasik
tohumlara uyguladiklarinda hastalik sirasiyla %95 ve %100 oraninda
baskilanmustir.

Kizil ve Uyar (2006), dort farkli kekik tirtintin (Thymus kotschyanus,
Satureja hortensis, Origanum onites ve Tyhmbra spicata) domates bakteriyel
patojenlerinden Cmm ve Pst’ya antibakteriyel etkisinin oldugunu gostermislerdir.

Ayrica, gaz kromatografisiyle farkli kekik tiirlerinin kimyasal komposizyonlarmi
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ortaya koymuslardir. Thymus kotschyanus’un ana bileseni thymol iken S. hortensis,
O. onites ve T. spicata’nin ana bileseninin carvacrol oldugunu bildirmislerdir.

Opara ve Wokocha (2008), Nijerya’da yoresel olarak yetistirilen farkl
bitkilerin sulu ekstraktlariin  Xanthomonas campestris pv vesicatoria’ya
antibakteriyel etkisini incelemisler ve 12 ekstraktin bu mekanizmaya sahip
oldugunu belirlemislerdir. Suni olarak patojen bakteriyle bulastirilmis tohumlara
bu ekstraktlar uygulandiginda Azadirachta indica tohum ekstrakti en basarili
tohum uygulamasi olmustur. Bu uygulamalar yo6resel bitkilerin degerlendirilmesi
acisindan son derece Onemli olan, cevreye dost ve ucuz uygulamalar olarak
degerlendirilmistir.

van der Wolf ve ark (2008), bitki patojeni iki bakteri ve iki fungusa karsi
16 farkli bitki ekstrakti, ugucu yagi ve organik asitin antimikrobiyal etkisini
arastirmiglardir. Calismada, etken maddelerden 11’1 Cmm’in petrideki gelisimini
basariyla engellemistir. In vitro denemelerde Cmm gelisimi en fazla Biosept
(greyfurt ucucu yag1 ve organik asit igerir) adli preparat ve iki farkli kekik yagiyla
engellenmisgtir.

Abo-Elyousr ve Asran (2009), domateste solgunluk hastaligina neden olan
Ralstonia solanacearum’un miicadelesinde sarimsak, zakkum ve boru g¢igegi
ekstraktinin kullanim olanaklarini aragtirmislardir. Bitki ekstraktlarini sicak ve
soguk suyla hazirlamislar ve soguk suyun daha etkili oldugunu belirlemislerdir. Ug
bitki ekstrakti da hastalik siddetinde azalisa neden olmustur.

Balestra ve ark (2009), domates bakteriyel patojenlerinden Pst, Cmm ve
Xanthomonas vesicatora’ya kars1 Allium sativum ve Ficus carica ekstraktlarinin
etkisini in vitro ve in vivo kosullarinda arastirmustir. Denemeler sonucunda A.
sativum ve F. carica ekstraktlarinin patojenlere karsi 13-23 mm arasinda engelleme
zonu olusturdugunu, hastalik ¢ikisinin  %30-58, hastalik siddetinin  %30-68
oraninda azaldigini saptamiglardir. Bakir uygulamalar ile karsilastirildiginda A.

sativa %65 ve F. carica ise %38 oraninda hastaliklar1 daha fazla baskilamigtir.
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Domates yetistiriciligi yapilan seralarda bu bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde
A. sativum ve F. carica ekstraktlarinin kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Kotan ve ark (2009), Erzurum ve gevresinde yetisen endemik bitkilerden
Satureja spicigera, Thymus fallax, Achillea biebersteinii ve Achillea millefolium’un
farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarinin aralarinda Cmm ve Pst’nun da
bulundugu farkli bitki patojenlerine karsi antibakteriyel etkisini saptamiglar ve bu
etmenlere karsi tohum dezenfektan olarak kullanmuslardir. Satureja spicigera ve
T. fallaxX’mn tohumla tagmman bakterilerin, tohumdan dezenfeksiyonunda gayet
basarili oldugunu bildirmislerdir.

Ahameethunisa ve Hopper (2010), Artemisia nilagirica’nin yapraklarindan
6 farkli ¢oziicti (kloroform, dietil eter, etanol, hekzan, metanol ve petrol eter) ile
elde edilen ekstraktlarin Cmm dahil farkli bakteriyel patojenlere antibakteriyel
etkisini aragtirmiglardir. Calismanin sonucunda, A. nilagirica ekstraktinin Cmm’e
antibakteriyel etkiye sahip oldugunu saptamislardir. Artemisia nilagirica
ekstraktinin  kimyasal igerigi analiz edildiginde alkaloidler, amino asitler,
flavonoidler, fenol, kininler, taninler ve terpenoidlerden olustugunu saptamislardir.

Dadasoglu ve ark (2011), t¢ farkli kekik tiirliniin fakli ¢oziiciilerle
ekstraktin1 ve ugucu yagini hazirlayip i¢lerinde Pst ve Cmm’in de oldugu 25 farkli
bitki patojen bakteriye antibakteriyel etkisini arastirmislardir. Su ile hazirlanan
bitki ekstraktlarinin antibakteriyel etkisi olmazken aseton ve hekzanla hazirlanan
kekik yaginin gayet etkili oldugunu saptamiglardir. Fakli tiirdeki kekiklerden elde
edilen yaglarin patojen bakterilerle bulasik tohumlarin dezenfeksiyonunda
kullanim potansiyeli oldugunu bildirmislerdir.

Talibi ve ark (2011), Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaligi etmeni
Cmm’in miicadelesinde, Fas’in gilineyinde geleneksel tedavilerde kullanilan 15
farkli familyadan 40 adet tibbi ve aromatik bitkinin antibakteriyel aktivitesini
arastirmiglardir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda test edilen bitki ekstraktlarinin 5-50
mm arasinda engelleme zonu olusturdugunu belirtmislerdir. Ayrica caligmada

kullanilan Rubus ulmifolius, Pistacia atlantica ve Anvillea radiata ekstraktlar
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3.125 mg/ml ile en diisiik MIC degerine sahip olduklarini tespit etmislerdir. Etkili
bulunan {i¢ bitki ekstrakti tohum uygulamasi olarak kullanilmis ve Lavandula
coronopifolia hastalik ¢ikisin1 %72 oraninda engellemistir.

Quattrucci ve Balestra (2011), Avrupa Birliginin organik {iretimlerde
bakirli preparat kullanimini sinirlandirmasi nedeniyle Pst’nun miicadelesinde farkli
bitki ekstraktlar1 (Lavandula sp., Allium sativum, Ficus carica, Punica granatum)
ve onlarin kombinasyonlarint yesil aksama piiskiirterek etkisini ortaya
koymuslardir. Uygulamadan 15 giin sonra yapilan degerlendirmede hastalik siddeti
%42-57 oraninda baskilanmustir.

Aksoy Korpe ve ark (2012), iki farkli 1sirgan otu (Urtica dioica ve Urtica
pilulifera) tiiriiniin yaprak, kok ve tohum ekstraktinin gida irtinlerinde bozulmaya
neden olan bakterilerle bitki patojeni bakterilere olan etkisini aragtirmislardir. Cmm
ve Pst’ya U. dioica’nin yaprak ve tohum ekstrakti, U. pilulifera’nin yaprak, kok ve
tohum ekstrakti antibakteriyel etki gostermistir. Ekstrakt hazirlanirken ¢oziicii
olarak metanol kullaniminin daha basarili sonuglar verdigini bildirmislerdir.

Mbega ve ark (2012a), domateste bakteriyel lekeye neden olan
Xanthomonas perforans’a karsi birgogu Tanzanya’da endemik olarak yetisen 84
farkli bitki ekstraktinin antibakteriyel etkisini arastirmislardir. In vitro da 13 bitki
ekstraktinin patojen gelisimini tamamen engelledigini saptamiglardir. In vitro da
basarili olan bitki ekstraktlar1 tohum uygulamasi olarak, hasta domates tohumlarima
uygulamuglar ve Aloe vera, Coffea arabica ve Yucca schidigera bitkilerinden elde
edilen ekstraktin hastaligi tamamen engelledigini ve tohumun ¢imlenmesinde de
artigina sebep oldugunu bildirmislerdir.

Mbega ve ark (2012b), domateste bakteriyel lekeye neden olan
Xanthomonas perforans’a karsi 11 farkli ugucun yagin antibakteriyel etkisini
arastirmiglardir. Calismada etkili bulduklar1 ii¢ ugucu yag1 (Eucalyptus globules,
Rosmarinus officinalis, Melaleuca viridiflora) tohuma uyguladiklarinda E. globules

ve R. officinalis ugucu yag1 hastaligi tamamen baskilamustir.

14



2. ONCEKI CALISMALAR Feray KARABUYUK

Alemu ve ark (2013), farkli ¢coziiciilerde (su, aseton ve metanol) hazirlanan
bes farkli (Eichhorina crassipes, Mimosa diplotricha, Lantana camara, Prosopis
juliflora) bitki ekstraktinin domateste bakteriyel solgunluk hastaligina neden olan
Ralstonia solanacearum’a antibakteriyel etkisini saptamislardir. Bakteriyle bulagik
bitkilere bu ekstraktlar uygulandiginda hastalik %56-92 oraninda engellenmistir.

Basim ve Basim (2013), Liquidambar orientalis (giinlik agaci) yaginin,
icinde Pst ve Cmm’in de bulundugul3 farkli bitki patojenine antibakteriyel etkisini
aragtirmiglar ve domates tohumlarina bu yagi %5, 10 ve 20 konsantrasyonda
uyguladiklarinda hastaligin tamamen baskilandigini bildirmislerdir.

Kebede ve ark (2013), Brassica carinata, Zingiber officinale, Citrus limon
ve Atella (yoresel Etiyapya birast olan Tella’nin artiklar1) ekstraklarimi,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria ile bulasik domates tohumlarina
uygulamiglar ve hastaliga etkisini aragtirmiglardir. Atella hastaligi engellerken
tohumlarin ¢imlenmesinde artisa neden olmustur. Zingiber officinale ekstrakti ise
hastalig1 baskilayamasa da tohumlarin ¢gimlenmesini artirmistir.

Kotan ve ark (2013), icinde Cmm’in de bulundugu bitki patojenlerinin
tohumdan dezenfeksiyonunda, farkli ¢oziiciilerle elde edilen Satureja hortensis
ugucu yagi ve bitki ekstraktini kullanmiglardir. Hekzan-Metanol karigimi
coziiciilerin daha basarili oldugunu rapor etmislerdir. Tohum kokenli bakteriyel
hastaliklarin miicadelesinde bitki ekstraktlar1 ve ugucu yaglarinin potansiyeli
oldugunu bildirmislerdir.

Silva ve ark (2013), Lentinula edodes ve Agaricus subrufescens mantar
ekstratklarinin Cmm’in neden oldugu bakteriyel solgunluk hastaligina etkisini
aragtirmiglar ve L. edodes ekstratkti bitkide dayaniklik mekanizmasini harekete
gecirerek hastalik diizeyinde azalisa neden oldugunu bildirmislerdir.

Quattrucci ve ark (2013), Punica granatum (nar) meyve kabugu
ekstraktinin Pst’ya antibakteriyel etkisini in vitro ve in vivo denemelerle
aragtirmigtir. In vitro kosullarda %0.5, 1 ve 5 konsantrasyondaki nar kabugu

ekstraktt  patojen  gelisimini  baskilarken in vivo denemelerde %0.5
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konsantrasyonundaki ekstrakt etkisiz olmustur. Ancak iki konsantrasyonun
uygulandigi domates bitkilerinde hastalik %32 ve %58 oraninda engellenmistir.
Nar kabugu ekstraktinin etken maddesinin ellegalic ve gallic asit oldugunu da
belirlemislerdir.

Goel and Paul (2014), Pst’nun neden oldugu hastaligi azaltmak igin,
Azadiracta indica meyve ekstraktlarini domates bitkilerine uygulamislardir.
Uygulama goérmiis bitkilerde proksidaz ve lipogenaz enzimlerinin aktivitesindeki
artigla dayaniklik uyarilmis ve hastalik %50 oraninda azalmistir. Cevre dostu bu
uygulamanin gelecekte hastalik yonetiminde basariyla kullanilabilecegini
belirtmislerdir.

Kotan ve ark (2014), Origanum onites ugucu yagi, eckstrakti ve saf
metabolitlerinin antimikrobiyal etkisini, 14 farkli bitki patojen bakteri {izerinde
arastirmuglardir. Coziicli olarak ¢alismada kloroform, aseton, metanol ve hekzan
kullanmiglardir. Metanol ile hazirlanan bitki ekstrakti higbir bakteriye etkili
olamamustir. Yapilan petri denemelerinde antibakteriyel etkisi saptanan
uygulamalar hasta tohumlara uygulandiginda, hekzanla hazirlanan ekstraktlarin
hem hastalik oranini azalttigi hem de tohumun ¢imlenme giiciine olumlu katki
yaptigimi bildirmislerdir.

Bastas (2015), metanol ile hazirlanan 15 farkli bitki ekstraktinin petri
denemelerinde Pst’ya antibakteriyel etkiye sahip oldugunu saptamustir. Tohum
denemelerinde, Rhus coriaria ve Eucalyptus globulus ekstraktlarinin %20’lik
konsantrasyonunun domates tohumlarindaki Pst’yi tamamiyla engelledigini
belirlemistir. Sera kosullarinda ise en yiiksek etkiyi %66 engelleme oramiyla E.
globules ekstraktinda kaydetmistir. Ekstraktlar, patojen bulagsmasindan 6nce bitkiye
uygulandiginda peroksidaz enzimi ve toplam protein miktarinda énemli bir artig
oldugunu saptamistir. Tarimin siirdiiriilebilir olmasinda bitki ekstaktlarinin 6nemli
bir role sahip oldugunu belirtmistir.

Nahak ve Kanta Sabu (2015), domateste sorun olan bakteriyel/fungal

hastaliklarin miicadelesinde, Azadirachta indica ekstraktinin kullanim olanaklarini
16



2. ONCEKI CALISMALAR Feray KARABUYUK

aragtirmuglardir. Ekstrakt domates bitkilerinin yesil aksamina piiskiirtiildiigiinde
Cmm’in neden oldugu hastalik %50 ve Pst’nun neden oldugu hastalik %42
oraninda baskilanmustir. Biopestisitlerin kullanimiyla, ¢evre ve insan sagligina olan
zararlarin azaltilmasina katkida bulunabilecegi vurgulanmustir.

Cai ve ark (2017), etanol ile hazirlanan Laminaria japonica ekstraktinin
Cmm’e antibakteriyel etkisinin oldugunu gostermisler ve bu bakterinin neden
olabilecegi hastalik epidemilerinin Oniine gegebilmek icin umut verici sonuglar
elde ettiklerini belirtmislerdir.

Goel ve ark (2017), Hindistan’da Tagetes erecta (kadife ¢icegi)
ekstraktinin Pst’nun neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligina etkisi ve
ekstrakt uygulanmasi1 sonucunda bitkide aktive olan savunma mekanizmasini
incelemiglerdir. Petri denemelerinde T. erecta ekstraktinin antibakteriyel etkisi
olmasa da domates bitkisine puiskiirtiildiigiinde dayaniklik mekanizmasini aktive
eden enzimlerin (peroksidaz, fenil amonyak liyaz ve polifenol oksidaz) miktarinda
artis kaydedilmistir. Gelecekte T. erecta ekstraktinin biopestisit olarak
gelistirilebilecegini belirtmislerdir.

Nahak ve Sahu (2017), Tagetis patula ¢igeklerinden hazirlanan ekstraktin
domateste sorun olan Onemli fungal ve bakteriyel hastaliklara etkisini
aragtirmiglardir. Ekstrakt, domates bitkilerine piiskiirtme seklinde uygulandiginda
Cmm’in neden oldugu bakteriyel solgunluk hastaligi %63, Pst’nun neden oldugu
bakteriyel benek hastaligi %27 oraninda baskilanmustir. T. patula ekstraktinin
biopestisit olarak degerlendirilebilecegini ve sentetik pestisitlere gore iyi bir
alternatif olacagini bildirmislerdir.

Nguyen ve ark (2017), Cmm’in de aralarinda bulundugu bitki patojenlerine
kars1 Pharbitis nil bitkisinin tohumlarinin antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu
saptamiglardir. Farkli ¢oziciiler (Tween-20, metanol, etil asetat, butanol,
kloroform, aseton, potasyum karbonat, hidroklorik asit, sodyum siilfat) kullanilarak

hazirlanan ekstraklarda P. nil’in etken maddesinin Pharbitin oldugunu
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belirlemislerdir. Bitki patojen bakterilere karsi P. nil’in antibakteriyel etkisi ilk

defa bu c¢aligmayla ortaya konmustur.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal

Hastalik Etmeni izolatlar: Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Béliimii bakteriyoloji laboratuvar: kiiltiir koleksiyonlarinda bulunan YA-
141 kodlu Cmm izolat1 ve YA-581 kodlu Pst izolat1 ¢calismada kullamilmustir. YA-
141 kodlu izolat Mersin ili Cicik kdyiinden, YA-581 kodlu izolat Adana ili Karatas
ilgesinden (Karabiiyiik ve ark., 2014) hasta domates bitkilerinden izole edilmistir.

Domates Tohum ve Fideleri: Tohum uygulamalarinda, tohuma herhangi
bir uygulama yapilmamis ila¢siz tohumla ¢alisma yapilmistir. Bu amagla PTK 102
domates ¢esidi tohumlari, Antalya’da Faaliyet gosteren Petektar Tohumculuktan
(Aksu, Antalya) temin edilmistir. Saks1 ¢alismalarinda Pst ile kurulan denemelerde
Gentar tohumculuga (Seyhan, Adana) ait baharlik bir domates ¢esidi olan iskender
F1 gesidi, Cmm ile kurulan denemelerde Gentar tohumculugun giizliik bir ¢esidi
olan Mihrimah F1 g¢esidi kullanilmigtir. Denemelerde kullanilan domates fideleri,
ticari bir fidelik olan Atlas Fide (Yeniyayla Koyii, Saricam, Adana) firmasi
tarafindan yetigtirilmistir.

Tibbi ve Aromatik Bitkiler: Denemelerde 29 farkli tibbi ve aromatik bitki
tiriinden elde edilen ekstraktlar kullamlmuistir. Bu bitkiler, (1) Cukurova
Universitesi Karaisali Meslek Yiiksekokulu Tibbi ve Aromatik Bitki Koleksiyon
Bahgesi, (2) Ali Nihat GOKYIGIT Botanik Bahgesi, (3) Mustafa Kemal
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii Tibbi ve Aromatik Bitkiler
Koleksiyon Bahgesi, (4) Adana’nin Sarigam ve Karaisal il¢eleri dogal florasi ve

(5) ticari olarak satig yapan marketlerden temin edilmistir (Cizelge 3.1.).
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Cizelge. 3.1. Denemelerde kullanilan tibbi ve aromatik bitki tiirleri

Bitki Tiirii Yerel Adi Temin edildigi Yer Kullanilan Bitki
Aksami
1 Aloe vera L. Aloevera Yesil aksam
2 Calendula officinalis L. Tibbi nergis Cicek
3 Coriandrum sativum L. Kisnis Tohum/ Meyve
4 Echinacea purpurea L. Ekinezya ¢.U. Karaisall Meslek Cigek
5 Lavandula angustifolia L. Lavanta Yuksekokulu Cicek
6  Matricaria chamomilla L. Tibbi papatya Koleksiyon Parselleri Cicek
7 Mentha piperita L. Tibbi nane Yaprak
8 Rosmarinus officinalis L. Biberiye Cicekli Dallar
9 Salvia officinalis L. Tibbi Adacayi Yaprak
10 8::3::3: SS:;ZieLéubsp —_ Izmir Kekigi C.U. Ali Nihat GOKYIGIT Toprak Ustii
: i igi Botanik Bahgesi Aksam
11 (Link) letsw Istanbul Kekigi i ¢
12 Thymbra spicata L. subsp. spicata  Karabas Kekik Mustafa Kemal Universitesi,
Ziraat Fakultesi, Tarla Bitkileri Yesil aksam
13 Thymus vulgaris L. Adi kekik BAlima, Tibbi-Aromatik Bitkiler s
Koleksiyon Bahcesi
14  Capparis ovata Desf. Kapari Yesil aksam
15  Hypericum perforatum L. Kantaron Yesil aksam
yp perio , Karaisal/ADANA !
16  Myrtus communis L. Mersin Yesil aksam
17  Sinapsis nigra L. Hardal Yesil aksam
18  Eucalyptus camaldulensis Dehnh. Okaliptis i
P P Sarigam/ADANA Yegil aksam
19  Nerium oleander L. Zakkum
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20
21
22
23
24
25

26
27

28
29

Allium sativum L.

Allium cepa L.

Anethum graveolens L.
Cuminum cyminum L.
Foeniculum vulgare Mill.
Ocimum basilicum L.
Pimpinella anisum L.
Raphanus sativus L.

Syzygium aromaticum (L.) Merr. &
L.M.Perry.

Zingiber officinale L.

Sarimsak Market
Sogan

Dereotu

Kimyon

Rezene

Feslegen

Anason

Antep Turpu

Karanfil

Zencefil

Sogan
Sogan
Yesil aksam
Tohum
Tohum
Yesil aksam
Tohum
Yumru

Tohum

Yumru
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Besi Yerleri: Calismada kati1 besi yeri olarak King B (KB) (Proteose
peptone 20.0 g/lt; K,HPO,7H,O 1.5 g/lt; MgSO,7H,0 1.5 g/lt; agar 15 g/lt;
Glycerol 10.0 ml/It) ve Tryptic Soy Agar (TSA) (Merck 1.05458.0500; 40 gr/lt),
sivi besi yeri olarak Nutrient Broth (NB) (Merck 1.07228.0500; 8 gr/lt)
kullanilmistir (Lelliott ve Stead,1987). Pst izolatinin ¢ogaltilmasinda genellikle KB
besi yeri, Cmm izolatlarinin ¢ogaltilmasinda ise TSA besi yeri kullanilmustir.

Alet ve Ekipmanlar: Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimii Bakteriyoloji laboratuvarinda bulunan otoklav (Hirayama Hiclave
HV 50L), erlen 1sitict ve karistirict (Heidolph MR Hei-Standart), erlen ve beher
calkalayic1 (Heidolph Uimax 1010), inkiibatorler (Niive ES 50 ve Memmert), pH
metre (WTW 315i), Hassas terazi (Sartorius TE214S), saf su cihaz1 (Millipore
Rios-DI), steril kabin (Holten HH 36), tiip calkalayici (Heidolph Reax Top),
Spektofotometre (Shimadzu UV-120-01), Mcfarland Densitometre (Biosan)
calismada kullanilmusgtir.

iklim Odasinin Ozellikleri: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Béliimiinde bulunan, 16:8 saat aydinlatmali, %75 nem, 254+2°C sicaklik,
klima ile 1sitilan/sogutulan iklim odasi kosullarinda tohum denemeleri yapilmustir.

Sera Ozellikleri: Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma
Bolimii Deneme ve Arastirma parsellerinde bulunan yiiksek tip 1sitmasiz cam
serada saks1 denemeleri yapilmistir.

Toprak ve plastik kiivet-saksi dzellikleri: iklim odasinda yapilan tohum
denemelerinde ticari olarak satilan steril torf, plastik kiivetler (36 x 23x 8 cm boy,
en, yiikseklik), sera denemelerinde ise ciftlik giibresi karistirilarak dogal toprak ve
plastik saksilar (8 x 8 x 20 cm boy, en, yiikseklik) kullanilmistir.
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3.2. Metod
3.2.1. Patojen Bakteri Kiiltiirlerin Gelistirilmesi ve Popiilasyonunun
Hesaplanmasi

Derin dondurucuda %20 gliserol igerisinde saklanan YA-581 kodlu Pst ve
YA-141 kodlu Cmm izolatlari, taze hazirlanan KB ve TSA besi yerine i¢ ¢izgi
ekim yontemiyle ¢izilmistir. Petriler 25°C’deki inkiibatore yerlestirilmis ve Pst i¢in
24 saat, Cmm igin ise 72 saat petriler inkiibe edilmistir. Bakteri gelisimi olan
petrilerden tek kolonilerden alinarak saflagtirma yapilmistir.

Tek koloniden gogaltilan patojen bakteri izolatlarindan steril saf suyla
bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmigtir. Hazirlanan siispansiyon spektrofotometrede
600 nanometrede (nm) 0.2 olgiim degerine (Ag:0.2) ayarlanmistir. Her
stispansiyon 1/10 oraninda alt1 kez seyreltilerek seyreltme serileri olusturulmustur.
Tiim seyreltmelerden 100 pl alinip Pst izolatt KB, Cmm izolat1 ise TSA besi yeri
iceren petrilere ii¢ tekrarli olarak bagetle yayilmistir. Pst ekilmis petriler 25°C’de
24 saat, Cmm ekilmis petriler 72 saat inkiibe edildikten sonra, koloni sayimlari
yapilmigtir. Klement ve ark (1990)’na gore, Agp:0.2 hazirlanan patojen bakteri
sispansiyonlarinin ml’deki bakteri popiilasyon miktar1 hesaplanmistir. In vitro
petri denemelerinde patojen bakterilerin yaklasik 10° hiicre/ml, in vivo

denemelerde (tohum ve fide) 10" hiicre/ml popiilasyonu kullanilmustir.

3.2.2. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Cizelge 3.1°de goriildiigli gibi tibbi ve aromatik bitkilerin farkli
aksamlarindan 100 gr bitki parcast 100 ml distile su igerisinde elektrikli
parcalayicida pargalanarak ekstrakte edilmistir. Tohumlar1 kullanilan bitkiler ¢ok
zor parcalandiklar1 icin, bir gece oOnceden 1:1 oraninda steril su igerisinde
bekletilerek ertesi glin pargalanmigtir. Homojenize edilen bitki ekstraktlar
tiilbentten siiziilerek iri parcalardan ayrilmustir. Geriye kalan sulu ekstrakt 6.500
rpm’de (revolutions per minute, dakikada donme sayisi) 15 dakika santrifiij

edilerek tstteki sivi (siipernatant) alinmug altta kalan pellet atilmigtir. In vivo tohum
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ve saks1 denemelerinde hazirlanan ekstraktlar santrifiij asamasindan hemen sonra
kullanilmigtir. In vitro petri denemelerinde ise hazirlanan ekstraktlar filtreden
gecirilerek soguk sterilizasyon yontemiyle sterilize edilmistir. Bu amagla
hazirlanan ekstraktlar ilk 6nce 45 um por’luk filtre igeren vakumlu holder’den
gecirilmis (Kozak ve ark., 2014), ardindan Milipore marka 0.22 pum por’luk
filtreden gegirilerek (Mirik ve ark., 2002; Balestra ve ark., 2009) steril edilmistir.

Calismada her zaman taze olarak hazirlanan ekstraktlar kullanilmustir.

3.2.3. Farkh Bitki Ekstraktlarmin Pst ve Cmm’e Antibakteriyel Etkisi

Yirmi dokuz farkli tibb1 ve aromatik bitki ekstraktinin, domates bakteriyel
patojenlerinden Pst ve Cmm’e antibakteriyel etkisi in vitro’da kagit disk yontemine
gore belirlenmistir (Mangama ve Sreeramulu, 1981).

Spektrofotometrede Agp:0.2 hazirlanan patojen bakteri siispansiyonlari
seyreltilerek son popiilasyonlar1 yaklasik 10° hiicre/ml’ye ayarlanmistir. Bu
stispansiyonlardan 100 pl alinarak Pst izolatt KB, Cmm izolat1 TSA besi yeri igeren
petrilere ti¢ tekrarl olarak bagetle yayilmistir. Petriler steril kabinde yaklasik 1 saat
bekletildikten sonra, 1 cm capinda yuvarlak 3 adet steril filtre kagidi 120 derece
aciyla birbirinden esit uzaklikta olacak sekilde her petriye yerlestirilmistir. Sterilize
edilmis bitki ekstraktlarindan 20 pl alimip kagit diskler iizerine damlatilmstir.
Negatif kontrol olarak steril su, pozitif kontrol olarak Pst i¢in Streptomisin siilfat
(100 mg/ml) ve Cmm i¢in Rifampisin (100 mg/ml) antibiyotikleri kagit diskler
tizerine damlatilmustir. Pst bulastirilmus petriler 25°C’de 24 saat, Cmm bulastirilmis
petriler 72 saat inkiibatorde bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra kagit diskler
etrafinda olusan engelleme zonunun c¢apt (mm) Oolgiilerek kaydedilmistir.
Antimikrobiyel aktivitesi tespit edilen ekstraktlarla fotograf ¢ekmek i¢in ikinci bir
deneme daha kurulmus ve petriye sadece bir adet kagit disk yerlestirilip

fotograflanmistir.
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3.2.4. Farkh Bitki Ekstraktlarnm Pst ve Cmm’i Minumum Engelleme
Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Kagit disk yontemiyle etkili bulunan bitki ekstraktlarimin (Allium sativum,
Coriandrum sativum, Eucalyptus camaldulensis, Myrtus communis), domates
bakteriyel patojenlerinden Pst ve Cmm’i engelleyen minumum konsantrasyon
(Minimum Inhibition Concentrations, MIC) degerleri tiip diliisyon yontemine gore
belirlenmistir (Kotan ve ark., 2007; Kamba ve ark., 2010; Murthy ve ark., 2015;
Anonim, 2018b). Calismaya ayrica antibakteriyel etkisi saptanmasa da Origanum
onites de dahil edilmistir. Bu yontemin amaci patojen bakteri iremesini engelleyen
en diisiik bitki ekstrakti konsantrasyonunu saptamaktir.

Tiip dilisyon yonteminde, NB besi yeri igeren cam deney tiiplerine patojen
bakterilerin (Pst ve Cmm) belli popiilasyondaki (yaklasik 10° hiicre/ml) inokulumu
eklenmistir. Daha sonra taze hazirlanmis bitki ekstraktlarinin = farkh
konsantrasyonlar1 (0.125 pl/ml, 0.25 pl/ml, 0.5 pl/ml, 1 pl/ml, 2 pl/ml, 4 pl/ml, 8
ul/ml, 16 pl/ml, 32 pl/ml, 64 pl/ml ve 128ul/ml) her bir tiipe belirtilen oranlarda
eklenmistir. Ayrica bitki ekstrakti icermeyen, bakteri liremesinin gostergesi olan
kontrol tiipiine de sadece patojen bakteri eklenmistir. Patojen bakteri inokiile
edilmemis, sadece sivi besi yeri konmus bir tiip de besi yeri kontrolii olarak
kullanilmustir. Tiipler 25°C’de bir giin inkiibe edildikten sonra bakteri {iremesini
gosteren bulaniklik yoniinden incelenmistir. Her bir tiipten 100 pl alinarak Pst
izolatt KB, Cmm izolat1 TSA besi yeri i¢eren petrilere ii¢ tekrarli olarak bagetle
yayilmigtir. Pst bulastirilmig petriler 25°C’de 24 saat, Cmm bulastirilmig petriler 72
saat inkiibe edilmistir. Bakterinin {iremesini 6nleyen, gozle goriiniir bir bulanikligin
ve besi yerinde gelisimin olmadig1 en diisiik bitki ekstrakti konsantrasyonu, MIC

degeri olarak belirlenmistir.
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3.2.5. Farkh Bitki Ekstraktlarinin Tohum Uygulamas1 Olarak Domates
Bakteriyel Benek Hastahigina Etkisi

Tohum uygulamalar1 ¢aligmalar1 sadece bakteriyel patojen Pst ile
yapilmistir. Bu etmen hasta tohumlarin ¢imlenmesi esnasinda kotiledon yapraklara
gecerek uygun iklim kosullarinda kahverengi siyah lekeler olusturur (Cemen ve
ark., 2018; Horuz ve ark., 2018). Cmm domates kotiledon yapraklarinda boyle
lekeler olusturmaz ve gelisen fidelerde hastalik belirtisini gosteren tipik belirtiler
olugsmayabilir. Bu nedenle tohum uygulamalari denemesi sadece Pst ile
calisilmistir. Tibbi ve aromatik bitkiler sadece antibakteriyel madde iiretmez bunu
yaninda bitkide dayanikliligi uyararak da hastaliklar1 baskilayabilirler (Silva ve
ark., 2013; Goel ve ark., 2017). Bu nedenlerle alt1 farkli bitki ekstrakt: (Allium
sativum, Coriandrum sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites,
Origanum vulgare subsp. hirtum ve Zingiber officinale) ¢alismanin bu kisminda
kullantlmugtir.

Yapay olarak Pst ile bulagtirilmis domates tohumlar1 bu bitki ekstraktlar
icerisine bandirilmis ve uygulama gdérmiis tohumlardan gelisen fideler hastalik
yoniinden incelenerek uygulamalarmin tohum koékenli olan bakteriyel benek
hastaligina ve siddetine etkisi arastirilmistir (van der Wolf ve ark., 2008;
Dadasoglu ve ark., 2011; Kotan ve ark., 2013; Bastas, 2015). Calisma o6zellikleri
daha once belirtilen iklim odas1 kosullarinda yapilmistir.

Domates Tohumlarimin Pst ile Bulastirilmasi: YA-581 kodlu Pst izolati
KB besi yerinde 25°C’deki inkiibatorde 24 saat siireyle gelistirilmistir. Gelisen
bakteriden saf suyla spektrofotometre yardimiyla Agg:0.2 Olgiim degerinde bir
siispansiyon hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyona (yaklasik 2.9x10% hiicre/ml)
domates tohumlar1 batirilmig ve 30 dakika siireyle 150 rpm hizda oda sicakliginda
calkalanarak patojen bakteriyle bulastirilmistir. Bulastirma isleminden sonra
stizgecle siiziilen tohumlar 20x20 ebatlarinda tahta cergeveler iizerine Ortiilen

tillbentlere yayilarak bir gece boyunca kurumaya birakilmistir. Negatif kontrol
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uygulamasinda saglikli domates tohumlari aynmi yontemle Sadece saf suya
daldirilmis ve ardindan ekimi yapilmistir.

Patojenle Bulasik Tohumlara Bitki Ekstraktlarimin Uygulanmasi: Pst
ile bulastirilmis domates tohumlari, erlen icerisinde bulunan farkli bitkilerden
hazirlanan ekstraktlara 30 dakika daldirilmistir. Bu siire sonunda siizgegle siiziilen
uygulama gérmiis tohumlar torfla dolu plastik kiivetlere ekilmistir. Kiivetler daha
once kosullart belirtilen iklim odasina yerlestirilmistir.

Uygulamalarin Etkinliginin Degerlendirilmesi: Deneme, tesadiif
parselleri deneme desenine gore bes tekrar, her tekrar i¢in 30 adet domates tohumu
kullanilmistir (Sekil 3.1). Uygulamalarin etkinligi sadece patojenle bulastirilan
pozitif kontrol uygulamasiyla Kkarsilastirilarak degerlendirilmistir. Tohumlar
cimlendikten sonra sadece patojenle bulastirilmis pozitif kontrol uygulamasinin
kotiledon yapraklarinda kahverengi-siyah lekeler gozlemlendiginde denemede
gelisen Dbiitlin  fideler sokillerek hastalik orani, hastalik siddeti ve bitki
ekstraktlarinin ¢imlenmeye etkisi degerlendirilmistir. Tohum uygulamasi olarak
bitki ekstraktlarmin hastalik siddetine etkisi 0-3 skalasiyla (0: kotiledon
yapraklarda leke yok, 1: kotiledon yapraklarda 1 leke, 2: kotiledon yapraklarda 2-3
leke, 3: Kotiledon yapraklarda 4 ve 4’den fazla leke) (Sekil 3.2) degerlendirilmistir
(Horuz ve ark., 2018).

Elde edilen veriler Tawsend-Heuberger formiiliine gore hastalik siddetinin
%?’si belirlenmistir. Bitki ekstraktlara tohum uygulamasi olarak hastalik siddetine
etki %’si Abbott formiiliiyle (% etki = (kontrol-uygulama/kontrol) x100)
hesaplanmistir (Karman, 1971). Yapilan hesaplamadan sonra, ortalama hastalik
yiizdesi saptanmis ve ac1 degerleri alinarak ANOVA istatistik programimda LSD
coklu karsilastirma testinde P<0,05 6nem diizeyine gore uygulamalar arasindaki
fark saptanmustir. Istatistiki olarak ayni grupta yer alan uygulamalar aym harfle
belirtilmistir.
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Sekil 3.1. Tohum denemesinin goriiniimii

-

Sekil 3.2. Tohum denemelerinde kullanilan 0-3 skalasi

3.2.5. Farkh Bitki Ekstraktlarnmn Domates Bakteriyel Benek ve Solgunluk
Hastahklarina Etkisi

Calisma Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
arastirma ve uygulama parselinde 20 Nisan-11 Mayis 2016 tarihleri arasinda cam
serada saksi denemeleri seklinde yuratilmistir (Sekil 3.3). Bu denemelerde
bakteriyel patojenlerin her ikisiyle ve dort farkli bitki ekstraktiyla (Allium sativum,
Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites ve Zingiber officinale) calisilmistir.
Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore 5 tekrarli ve her tekrarda 5 bitki
olacak sekilde kurulmustur. Her uygulama igin 3-5 yaprakli donemde (15-20 cm
boyda) 25 domates fidesi olmak iizere calismada toplam 1050 adet fide

kullanilmastir.
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Hazirlanan ekstraktlar, domates bitkilerinin yesil aksamina bir el
piilverizatoriiyle piiskirtilerek ve kokler daldirlarak iki farkli  sekilde
uygulanmustir. Yesil aksam piiskiirtmelerinde uygulamalarin birinde 6nce patojen
inokulasyonu yapilmig bundan 24 saat sonra bitki ekstrakti uygulanarak
ekstraktlarin hastaliga kars1 tedavi edici yetenegi arastirilmustir (Goel ve Paul,
2014). Diger bir uygulamada ise once bitki ekstrakti yapraklara puskiirtiilerek
uygulanmis ardindan 24 saat sonra patojen bulastirilarak ekstraktlarin hastaliga
kars1 koruyucu 6zelliginin olup olmadig1 incelenmistir (Altundag, 2007; Alemu ve
ark., 2013; Quattrucci ve ark., 2013). Ugiincii uygulamada ise domates fideleri
saksilara sasirtilmadan 6nce kokleri 15 dakika bitki ekstraktlarina daldirilmig ii¢
giin sonra patojen bulastirilarak ekstraktlarin bitkide dayanikliligi uyarict etkisi
arastirilmistir (Goel ve ark., 2017). Dayaniklilig1 uyarici etkisi olan ISR-2000 adli
ticari bitki aktivatorii karsilagtirma materyali olarak kullanilmistir. Biitiin uygulama
sekillerinde pozitif kontrol olarak domates fidelerine sadece patojen bakteri inokule
edilmis, negatif kontrol olarak da steril su uygulamasi yapilmistir. Uygulamalar
bitkinin stomalarinin agik oldugu giiniin erken saatlerinde yapilmigtir. Denemede

yer alan uygulamalar asagida verilmistir.

1 Yesil aksama Once patojen inokulasyonu 24 saat sonra ekstrakt
puskiirtme (Tedavi Edici Etki)

2 Domates yapraklarina ekstrakt plskiirtme 24 saat sonra patojen
inokulasyonu (Koruyucu Etki),

3 Domates fide kokleri dikimden once bitki ekstraktlarina daldirma ti¢
giin sonra patojen inokulasyonu (Dayaniklilig1 Uyarici Etki)

4 Patojen bakteri inokule edilmis bitkiler (Pozitif Kontrol)

5  Steril su uygulanmus bitkiler (Negatif Kontrol)

Patojen bakterilerden Pst’nun yaprak patojeni olmasi nedeniyle 10°

hiicre/ml popiilasyonundaki siispansiyonu bir el piilverizatoriiyle piiskiirtiilerek
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bitkiler inokule edilmistir. Diger patojen bakteri Cmm’in bir iletim demeti bakterisi
olmasi nedeniyle 10" hiicre/ml popiilasyonundaki siispansiyonundan 10ul alinip
siringayla kok bogazindan gévdeye inokulasyonu yapilmustir.

Bitkiler giinliikk olarak kontrol edilmis ve hastalik belirtileri pozitif
kontrolde gozlemlendikten sonra deneme degerlendirilmistir. Pst ile bulastirilmis
bitkilerin her birinden ti¢ yaprak alinarak ¢alisma kapsaminda gelistirilen 0-5
skalastyla (0: hastalik belirtisi yok; 1: yaprak alaninin %1-15 lekeli; 2: yaprak
alaninin %16-30 lekeli; 3: yaprak alaninin %31-45 lekeli; 4: yaprak alaninin %46-
60 lekeli; 5: yaprak alaninin %61’den fazlas1 lekeli) degerlendirilmistir (Sekil 3.4).

Cmm ile bulastirilmig bitkilerin inokulasyon noktasindan baslayan lekeler,
bitkide tek yonli solgunluk, yapraklarda kuruma gdzlemlendikten sonra deneme
degerlendirilmistir. Bitkiler bicak yardimiyla boyuna kesildikten sonra iletim
demetlerinde olusan lezyon boylar1 6l¢iilmiis ve tlim bitki boyuna oranlanarak
hastalik %’si hesaplanmigtir (Klement ve ark.,1990; Yigenoglu, 2015).

Uygulamalarin etkisi, pozitif kontrol ile karsilastirilarak Abbott formiiliiyle
(% etki: (kontrol-uygulama/kontrol) x100) ortaya konmustur (Karman, 1971). Elde
edilen skala degerleri Tawsend-Heuberger formiiliinden faydalanilarak hastalik
siddeti hesaplanmustir. Istatistiki farklar hesaplanirken, LSD ¢oklu karsilastirma
testinde P<0.05 6nem diizeyinde ayni istatistiki grupta yer alan uygulamalar ayni

harfle isaretlenerek sonuglar yorumlanmstir.

T

Sekif.S. Bakteriyel Benek Hastaligiyla kurulan saks eesinin goriiniimil
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Sekil 3.4. Bakteriyel Solgunluk Hastaligiyla kurulan saksi denemesinin goriiniimii
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Sekil 3.5. Saks1 denemelerinde Pst i¢in kullanilan 0-5 skalasi
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4. BULGULAR

4.1. Patojen Bakteri Kiiltiirlerin Gelistirilmesi ve Popiilasyonunun
Hesaplanmasi

YA-581 kodlu Pst ve YA-141 kodlu Cmm izolatlariyla hazirlanan
bakteriyel stispansiyonlar spektrofotometrede 600 nm 0.2 Olgim degerinde
(Ae00:0.2) sirastyla 2.9x10° ve 5.5x10® hiicre/ml popiilasyonunda oldugu

saptanmistir.

4.2. Farkh Bitki Ekstraktlarimin Pst ve Cmm’e Antibakteriyel Etkisi

Cizelge 4.1’de goriildiigii gibi, yirmi dokuz farkli bitki ekstraktinin
domates bakteriyel patojenlerinden Pst ve Cmm’e antibakteriyel etkisi in vitro’da
yapilan arastirmada, dort bitki ekstraktinin (Allium sativum, Coriandrum sativum,
Eucalyptus camaldulensis, Myrtus communis) antibakteriyel etkisi saptanmustir.
Allium sativum ekstraktinin her iki patojene karsi antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1)

Pst ile yapilan petri denemelerinde, pozitif kontrol olarak kullanilan
streptomisin antibiyotiginde 9.2 mm engelleme zonu saptanirken Allium sativum,
Coriandrum sativum ve Eucalyptus camaldulensis ekstraktinda sirasiyla 3, 13 ve

13.6 mm’lik engelleme zonu kaydedilmistir.

-

Sekil 4.1. Allium sativum ekstraktinin Pst’ya (a) ve Cmm’e (b) Karst olusturdugu
engelleme zonu
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Cmm ile yapilan petri denemelerinde, pozitif kontrol olarak kullanilan
rifampisin antibiyotiginde 8.4 mm engelleme zonu kaydedilirken Myrtus communis
ve Allium sativum ekstraktinda sirasiyla 10.2 ve 25.6 mm’lik engelleme zonu

saptanmuigtir.

Cizelge 4.1. Bitki ekstraktlarinin domates bakteriyel patojenlerine karst
antibakteriyel etkileri

Ortalama Engelleme Zonu
Bitki Ekstraktlan (mm)

Pst Cmm
25.6

w
o

Allium sativum
Allium cepa

Aloe vera

Anethum graveolens
Calendula officinalis
Capparis ovata
Coriandrum sativum 1
Cuminum cyminum
Echinacea purpurea
Eucalyptus camaldulensis 1
Foeniculum vulgare

Hypericum perforatum

Lavandula angustifolia

Matricaria chamomilla

Mentha piperita

Myrtus communis

Nerium oleander

Ocimum basilicum

Origanum onites

Origanum vulgare subsp. hirtum
Pimpinella anisum

Raphanus sativus

Rosmarinus officinalis

Salvia officinalis

Sinapsis nigra

Syzygium aromaticum

Thymbra spicata L. subsp. spicata
Thymus vulgaris

Zingiber officinale

P.K. (25 pl Streptomisin sulfat)
P.K. (25 yl Rifampisin)

N.K. (Steril Saf Su)

o

»

©
(N
1

8.4

o
o
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4.3. Farkh Bitki Ekstraktlarmm Pst ve Cmm’i Minumum Engelleme
Konsantrasyonlarimin Belirlenmesi

Cizelge 4.2’de  goriildiigli gibi Pst’yi  minimum  engelleme
konsantrasyonlarinin Allium sativum’da 4.25 pl/ml, Coriandrum sativum’da >128
ul/ml, Eucalyptus camaldulensis’de 3.75 ul/ml, Origanum onites’de >128 ul/ml
dozunda oldugu saptanmustir. Cmm ile yapilan petri denemelerinde MIC
degerlerinin Allium sativum i¢in >128ul/ml ve Myrtus communis igin >128 pl/ml

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Farkli tibbi ve aromatik bitki ekstraktlariin domates bakteriyel
patojenlerine minimum engelleme konsantrasyonlari
Bitki Ekstraktlar Minimum Engelleme Konsatrasyonlari (ul/ml)

Pst Cmm
Allium sativum 4.25 >128
Coriandrum sativum >128 -
Eucalyptus camaldulensis 3.75 -
Myrtus communis - >128
Origanum onites >128 -
Kontrol 0.0 0.0

4.4, Farkh Bitki Ekstraktlarinin Tohum Uygulamasi Olarak Domates
Bakteriyel Benek Hastahigina Etkisi

Cizelge 4.3 ve Sekil 4. 2.’de gorildigi gibi, alti farkli bitki ekstrakti
(Allium sativum, Coriandrum sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum
onites, Origanum vulgare subsp. hirtum ve Zingiber officinale) Pst ile bulasik
tohumlara uygulandiginda, Domates Bakteriyel Benek Hastaligi %8.8-100
oraninda baskilanmistir. Hastalik siddetinde ise ortalama %21.5-100 arasinda azalig
belirlenmistir (Sekil 4.3). Sadece Pst bulastirilan pozitif kontrol uygulamasinda
hastalik oram1 %65 olarak kaydedilmistir. Istatistiki olarak degerlendirildiginde,
tim tohum uygulamalar1 pozitif kontrol uygulamasindan farkli ve etkili
bulunmustur. Negatif kontrol uygulamasi olarak sadece suya daldirilan

tohumlardan gelisen bitkilerde herhangi bir hastalik saptanmamustir. Negatif
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kontrol ile karsilagtirilan ¢imlenme denemesinde, hi¢gbir uygulama tohumlarin

¢imlenme yetenegine olumsuz bir etki yapmamis ve tiim uygulamalar steril su

(negatif kontrol) uygulamasiyla ayni istatistiki grupta yer almistir.

Cizelge 4.3. Domates tohumlarina uygulanan bitki ekstraktlarinin Pst’nin neden
oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligina etkisi

o Hastalik o Cimlenme
Uygulamalar g::ls;la(lf,}: ) Eﬁ’(i $igz)eti Eﬁ(i ((%/l;gl
Allium sativum 0.0 a* 100.0 | 0.0 a 100.0| 733 a
Coriandrum sativum 58.8 cd 88 | 367 c 215 68.0 a
Eucalyptus camaldulensis 452 b 299 | 280 b 40.0 80.0 a
Origanum onites 10.7 a 834 7.3 a 84,3 72.7 a
O.vulgare subsp. hirtum 50.8 b 21.3 | 31.3 bc | 329 70.0 a
Zingiber officinale 399 b 381 | 273 b 41.5 70.7 a
Kontrol 645 d 46.7 d 72.0 a

*) Siitun igerisinde farkli harfi iceren ortalamalar LSD (0.05) testine gore farklidir
**) Cimlenme oraninda patojen uygulamasi yoktur

120,0
100,0

100,0

80,0

60,0

40,0

20,0

Allirn

satvum onites

39.9b 381

834
10,7a
0,0a
0,0 L

Origanm

m Hastalik Cikis1 (%)

Zingiber

45,2b
299

Eucalyptus

50,8b

I 213

Origanum  Coriandrum
sativum

officinale camaldulensisvulgare subsp.

Uygulamalar
Sekil 4.2. Tohuma bitki ekstraktlarinin uygulanmasi sonucunda bitkilerde ortaya
¢ikan hastalik oranlari
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Tohum uygulamasi olarak Allium sativum ekstrakti kullanildiginda, Pst ile
bulagik domates tohumlarindan gelisen fidelerin higbirinde hastalik belirtisi
goriilmemigtir. Allium sativum ekstrakti hastaligi tamamen baskilanmig, tohumun
¢imlenmesine olumsuz bir etki yaratmamustir. Diger bir uygulama olan Origanum
onites uygulamasi, hastalik c¢ikisini ve hastalik siddetini %83.4 oraninda
engellemistir. Istatistiki olarak degerlendirildiginde Allium sativum ve Origanum
onites uygulamalar1 bir grup olusturmus ve tohum uygulamalar1 igerisinde en
basarili uygulamalar olarak saptanmustir.

Istatistiki olarak degerlendirildiginde, Zingiber officinale, Eucalyptus
camaldulensis ve O. vulgare subsp. hirtum uygulamalar1 ayr1 bir grubu olusturan
diger basarili uygulamalar olarak belirlenmistir. Bu bitki ekstraktlar1 tohuma
uygulandiginda hastalik ¢ikis1 %21.3-38.1, hastalik siddeti ise %32.9-41.5 oraninda
azalmigtir. Diger uygulamalara benzer sekilde tohumlarin g¢imlenme yetenegine
herhangi bir olumsuz etki yaratmamislardir.

Diger bir tohum uygulamasi olan Coriandrum sativum ekstrakti, domates
tohumlarma uygulandiginda, hastalik gelisimini %8.8 oraninda baskilanirken
hastalik siddeti %21.5 oraninda engellenmistir. Bu uygulama da istatistiki olarak
ayr1 bir grupta yer alan diger basarili bir uygulama olarak degerlendirilmistir. Diger
bitki ekstraktlart gibi bu uygulamada domates tohumlarinin ¢imlenmesine zarar

vermemistir.

Sekil 4.3. Allium sativum (@), Origanum onites (b), Zingiber officinale (c),
Coriandrum sativum (d) ve patojen (e) uygulanmis tohumlardan
gelisen fideler
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45. Farkh Bitki Ekstraktlarnmn Domates Bakteriyel Benek ve Solgunluk
Hastahklarina Etkisi

Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4’de gorildigi gibi dort bitki ekstrakti (Allium
sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites ve Zingiber officinale)
domates bitkilerinin yesil aksamina piskiirtiildiigiinde, Pst’nin neden oldugu
Domates Bakteriyel Benek Hastaliginin siddetinde %95.1-99.1 oraninda azalma
tespit edilmistir. Sadece Pst bulastirilan pozitif kontrol uygulamasinda hastalik
siddeti ortalama %53.3 iken, yesil aksama bitki ekstraktlar1 uygulandiginda
hastalik siddeti %0.5-2.6 arasinda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve
Sekil 4.7). Istatistiki olarak incelendiginde, yesil aksama bitki ekstrakt
uygulamalar1 pozitif kontrol uygulamasindan farkli ve etkili bulunmustur. Tim
uygulamalar kontrolden farkli tek bir grup olusturmustur.

Bitki ekstraktlar1 patojen bulagsmasindan &nce veya sonra uygulamasi
hastaligin baskilanmasinda bir fark yaratmamistir. Diger bir ifadeyle, Pst domates
yapraklaria bulastiktan 24 saat sonra Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis,
Origanum onites ve Zingiber officinale ekstraklari domates yapraklarina
uygulandiginda Bakteriyel Benek Hastalig1 gayet basarili bir sekilde engellenmis
ve tedavi edici 6zellikte oldugu saptanmigtir. Benzer sekilde bu dort bitki ekstrakti
domates yapraklarina piiskiirtiildiikten 24 saat sonra patojen bakteri Pst yapraklara
bulastiginda hastalik yine etkili bir sekilde engellenmis ve uygulamanin koruyucu
etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Fide kokleri dikim Oncesi dort bitki ekstraktina daldirildiginda, Origanum
onites ve Zingiber officinale ekstraktlari hastalik siddetinde %99.1-100 oraninda
azalisa neden olmustur. Calismada karsilastirma materyali olarak kullanilan ISR-
2000 adl ticari preparat da Origanum onites uygulamasi gibi Bakteriyel Benek
Hastaligim1 tamamen baskilamigtir. Bu ii¢ uygulama ayni istatistiki grupta yer
almistir. Eucalyptus camaldulensis ekstraktina daldirma ise hastalik siddetini
%80.1 oraninda baskilamigtir. Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites ve

Zingiber officinale ekstraktlar1 bitkide dayanikliligi uyararak hastaligi engelledigi
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belirlenmistir. Ancak Allium sativum ekstraktina domates fidelerinin koklerini
daldirmak bitki i¢in toksik olmus ve uygulamasi gormiis 25 fideden sadece tigii

canli kalabilmis digerleri kuruyarak 6lmiistiir.

Hastalik Siddeti

60,0 53.3b 53,3b 53.3¢
50,0
40,0
30,0
20,0
00 14a s 0,9a 10,6b
? a
2.3a 092 | 05a 2826a | 0, IO’OQ’S 0,0a
0,0 [ J— J— N | i J—
Koruyucu Etki Tedavi Edici Etki Dayaniklilig1 Uyaric1 Etki
B Allium sativum™® B Eucalyptus camaldulensis
Origanum onites m Zingiber officinale
m Kontrol W ISR 2000

Sekil 4.4. Yesil aksama uygulanan bitki ekstraktlarinin sonucunda bitkilerde ortaya
cikan hastalik siddeti oranlar1

39



or

Cizelge 4.4. Bitki ekstraktlarinin Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligina etkisi

Uygulamalar

Koruyucu EtkKi

Tedavi Edici Etki

Dayaniklih@ Uyarici Etki

$:I?:Is;tai IE*I’(A,) % Etki $:I?:Is;tai IE*I’(A,) % Etki s:;zlftai‘ I;‘I’(A)) % Etki
Allium sativum* 2.3 a** 95.7 23 a 95.7
Eucalyptus camadulensis 09 a 98.4 26 a 95.1 106 b 80.1
Origanum onites 1.4 a 97.4 0.9 a 98.2 0.0 a 100.0
Zingiber officinale 05 a 99.1 05 a 99.1 05 a 99.1
Kontrol 533 b 533 b 533 ¢
ISR 2000 0.0 a 100.0

*: Dayaniklilik Uyarici Etki'de Allium sativum fitotoksik olmustur
**: Siitun icerisinde farkl: harfi igeren ortalamalar LSD (0,05) testine gore farklidir
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Sekil 4.5. Pst (a) ve Zingiber officinale ekstrakti uygulanmis (b) bitkilerdeki
enfeksiyon goriiniimii

Sekil 4.7. Pst (a) ve Eucalpt camaldulensis ekstrakti uyanmls (b) bitkilerdeki
enfeksiyon goriiniimii
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Cizelge 4.5 ve Sekil 4.8’de goriildiigh gibi dort bitki ekstraktt (Allium
sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites ve Zingiber officinale)
domates bitkilerinin yesil aksamina piiskiirtiildiigiinde, Cmm’nin neden oldugu
Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaliginin siddetinde %40.0-66.7 oraninda
azalmaya neden olmustur. Sadece Cmm inokule edilen pozitif kontrol bitkilerinde
hastalik siddeti %51 iken, yesil aksama bitki ekstraktlari uygulandiginda hastalik
siddeti %17.0-30.6 arasinda oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9). Istatistiki olarak
incelendiginde, yesil aksama bitki ekstrakt uygulamalari pozitif kontrol
uygulamasindan farkli ve etkili bulunmustur. Origanum onites ve Zingiber
officinale ekstraktlari patojen bulagmasindan Once veya sonra uygulamasi
hastaligin  baskilanmasinda bir fark yaratmamistir. Bakteriyel Solgunluk
Hastaligima karsi hem koruyucu hem de tedavi edici etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Allium sativum ekstraktinin bu hastaliga kars1 koruyucu etkisi %40
iken tedavi edici etkisinin %62.7 oldugu saptanmustir.

Fide kokleri dikim 6ncesi dort bitki ekstraktina daldirildiginda, Eucalyptus
camaldulensis ve Zingiber officinale ekstraktlar1 hastalik siddetinde %82.2-88.5
oraninda azalisa neden olmustur. Origanum onites ise hastalik siddetini %62.7
oraninda baskilamistir. Caligmada karsilagtirma materyali olarak kullanilan ISR-
2000 adl ticari preparat Bakteriyel Solgunluk Hastaligini sadece %30.4 oraninda
baskilanugtir. Istatistiki olarak incelendiginde, koklere bitki ekstrakt uygulamasi
pozitif kontrol uygulamasindan farkli ve etkili bulunmustur. Eucalyptus
camaldulensis, Origanum onites ve Zingiber officinale ekstraktlari ISR-2000’den
bile daha basarili oldugu saptanmigtir. Ancak Allium sativum ekstraktina domates
fidelerinin koklerini daldirmak bitki i¢in toksik olmus ve uygulamasi gormiis
fidelerin timi kuruyarak olmistiir. Cmm’nin neden oldugu Domates Bakteriyel
Solgunluk Hastaligina kars1 bitki ekstraktlarinin kdkten uygulamasinin yesil aksam
piiskiirtmelerine gore daha basarili oldugu belirlenmistir. Buna karsin bir yaprak
patojeni olan Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligina karst

bitki ekstraktlarinin her iki uygulama seklinin de etkili oldugu saptanmistir.
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Cizelge 4.5. Bitki ekstraktlarinin Cmm’in neden oldugu Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaligina etkisi

Uygulamalar

Koruyucu Etki

Tedavi Edici Etki

Dayaniklilik Uyarici Etki

Hastalik Siddeti

Hastalik Siddeti

Hastalik Siddeti

o0 % Etki o) % EtKi o) % Etki
Allium sativum* 306 b 40.0 19.0 a 62.7

Eucalyptus camaldulensis 24.0 ab 52.9 188 a 63.2 59 a 88.5
Origanum onites 17.0 a 66.7 19.7 a 61.3 19.0 a 62.7
Zingiber officinale 185 a 63.6 185 a 63.7 9.1 a 82.2
Kontrol 510 ¢ 51.0 b 51.0 c

ISR 2000 355 b 30.4

*: Dayaniklilik Uyarici Etki'de Allium sativum fitotoksik olmustur

**: Siitun icerisinde farkli harfi igeren ortalamalar LSD (0,05) testine gére farklidir

4vinoi1ng v

ANANIVIV Aeiog



144

20,0

10,0

0,0

Sekil 4.8. Cmm ile bulasik fidelere, bitki ekstrakti uygulamasiyla ortaya ¢ikan hastalik siddeti oranlari
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Sekil 4.9. Eucalyptus camaldulensis ekstrakti (a), Cmm uygulanmis bitkilerdeki
enfeksiyon goriiniimii (b) ve negatif kontroldeki bitkiler
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5. TARTISMA

Glinlimiizde tarim yapilan alanlardaki en Onemli sorunlardan biri,
yetistiriciligi yapilan iirtinlerin kalitesinde ve miktarinda azalmaya neden olan
hastaliklardir. Hastalik miicadelesinde kullanilan sentetik kimyasallarin maliyeti,
farkli bitkilerdeki fitotoksite sorunu (Cai ve ark., 2017), uygulanan kimyasallara
kars1 direng problemi (Milijasevi¢ ve ark., 2009; Yang ve ark., 2013), bu
kimyasallarin insan ve g¢evre saghigina olumsuz etkileri (Kotan ve ark., 2014; La
Torre ve ark., 2018) ve tiiketicilerin organik tiriinlere olan egilimi gibi nedenlerle
hastalik yonetiminde farkli stratejiler (Kaya, 2017) gelistirmek bir zorunluluk
olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Geleneksel veya organik tarim kapsaminda yetistirilen triinlerdeki
hastaliklarla miicadelede, alternatif yontemlerden biri bitki ekstraktlar1 veya
bunlarin ugucu yaglarmi kullanmaktir (van der Wolf ve ark., 2008). Tibb1 ve
aromatik bitkilerin sekonder metabolitlerini (alkoloidler, flavanoidler, taninler,
kumarinler, glukozidler ve terpenler) kullanmak basarili bir alternatif olabilir (Cai
ve ark., 2017; Nahak ve Sahu, 2017). Etkili bitki ekstraktlar1 tespit edildikten sonra
bunlarin etken maddeleri sentetik olarak iiretilip yeni pestisitler gelistirilebilir.
Bunun yaninda, bitki ekstraktlari organik iiretimlerde tohum kalitesi ve giiciinii
artirmak i¢in “Priming” olarak adlandirilan bir yontemle, ekim Oncesi tohuma
uygulanabilir (Kaya, 2008; Yanmaz ve Saygili, 2015; Kenanoglu, 2016). Bunlara
ek olarak, bu ekstraktlar bitkinin hastaliklara karsi dayaniklilik mekanizmasini
uyararak hastaliklar1 baski altina alabilir (Goel ve Paul, 2014).

Tibbi ve aromatik biktilerden elde edilen ekstraktlar Misir’da M.O. 1500°1ii
yillardan kalan kaynakta bit, pire ve esek arilarina karsi insektisit olarak
kullanildig1 bilgilerine rastlanmigtir (Kaya, 2017). Giiniimiizde tibbi1 ve aromatik
bitkilerin bocek, nematod, bakteri ve funguslarin miicadelesinde alternatif olarak
kullanilabilecegi ¢ok sayidaki caligmalarla belirlenmistir (Satya ve ark., 2005;

Satya ve ark., 2007; Dellavalle ve ark., 2011; El-din Hassan Khalil ve ark., 2012;
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Rizvi ve ark., 2012; XU ve ark., 2012; Karaca ve Gokge, 2014; Rizvi ve ark., 2015;
Hubert ve ark., 2015).

Bu caligmada, bitki ekstraktlar1 tohuma, yesil aksama ve koke uygulanip
domateste Pst’nun neden oldugu Bakteriyel Benek ve Cmm’nin neden oldugu
Bakteriyel  Solgunluk  Hastaliklarmin =~ miicadelesinde  kullanilabilecegi
gosterilmistir. Bu iki bakteriyel hastalik domates yetistiriciligi yapilan pek c¢ok
iilkede ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Sen ve ark., 2015; Valdes ve ark.,
2017; Basim ve Basim 2018; Nandi ve ark., 2018). Bakteriyel patojenlere farkl
bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi daha 6nce yapilan caligmalarla da
ortaya konmustur (Satya ve ark., 2007; Jeyaseelan ve ark., 2011; Kavitha ve Satish,
2011; Alane ve Swami, 2016).

Bitkilerden ekstrakt hazirlarken kullanilan ¢oziiciilerin (Kotan ve ark.,
2014) ve sicakligin (Cai ve ark., 2017) antibakteriyel 6zellige etki ettigi bilinen bir
gercektir. Bu ¢alismada en basit ve ucuz ekstraktsiyon materyali olarak sadece su
kullanilmustir. Pek ¢ok arastirmada ¢oziicii olarak farkli alkollerin kullanimini
onerilmektedir (Mohana ve Raveesha, 2006; Babu ve ark., 2007; Ahameethunisa
ve Hopper, 2010; Moussa ve ark., 2010; Bakht ve ark., 2011; Dadasoglu ve ark.,
2011; Jeyaseelan ve ark., 2011; Kavitha ve Satish, 2011; Kotan ve ark., 2014).
Buna karsin, Alemu ve ark (2013) ¢oziicii olarak suyun metanol ve asetondan daha
etkili oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada su ile Allium sativum, Coriandrum
sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites, Origanum vulgare subsp.
hirtum ve Zingiber officinale bitkilerinden hazirlanan ekstraktlarin Cmm ve Pst’ya
antibakteriyel etkinlikleri bu calismada kanitlanmistir. Ancak optimum
ekstraktsiyon kosullarmin tespiti de gelecekte yapilacak arastirmalar arasinda
olmalidir.

Bu doktora ¢aligmasinin in vitro kosullardaki sonuglarina incelendiginde,
en giglu antibakteriyel etki Allium sativum ekstraktindan elde edilmistir. Farkli
caligmalar incelendiginde insan ve bitki patojenlerine kars1 antibakteriyel etkisi en

fazla arastirilan bitki tiirlerinden biri Allium sativum’dur. Allium sativum’un
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basarisi icerisinde bulunan kiikiirt ihtiva eden bilesiklerden, ugucu yaglardan
(alicin, alliin ve ajoene), enzimlerden, karbonhidratlardan, minerallerden,
aminoasitlerden, biyoflavonoidlerden, vitaminlerden, beta karoten gibi 200’# askin
kimyasal maddeden kaynaklanmaktadir (Faydaoglu ve Yiicel, 2014). Allium
sativum ekstraktinin hem Pst hem de Cmm’e antibakteriyel etkisi ¢aligmamizda
kanitlanmigtir. Petri denemelerinde Allium sativum ekstrakti Pst’ya karsi daha az,
Cmm’e kars1 ¢ok daha giiclii antibakteriyel etki olustururken saksi denemelerinde
tam tersi bir durumla karsilasilmistir. Saksi ¢alismalarinda Allium sativum ekstrakti
yesil aksama uygulandiginda Pst’nin neden oldugu hastaligi %96 oraninda
baskilanirken Cmm’in neden oldugu hastalig1 %40-63 oraninda baskilanmustir. In
vitro ve in vivo denemelerdeki uyumsuzluk fitopatoloji g¢aligmalarinda yaygin
olarak karsilagilan bir durumdur (Goel ve ark., 2017) ve bu durumla burada da
karsilasilmigtir. Allium sativum antibakteriyel etkisinin yani sira bitkide sistemik
dayaniklilik mekanizmasini da uyarmaktadir (Curtis ve ark., 2004; Slusarenko ve
ark., 2008). Ancak Allium sativum ekstrakti domates koklerine uygulandiginda
fitotoksiteye neden olmus ve fideler &lmiistiir. Ozellikle icerisinde barindirdig
ucucu yaglarin buna neden olabilecegi disiinilmistir. Kotan ve ark (2013) ile
Mbega ve ark (2012a; 2012b) da ugucu yaglarin bu toksik etkisinden soz
etmektedir. Gelecekte yapilacak galigmalarda, bu fitotoksiteyi ortadan kaldiracak
yontemlerin de arastirilmasi gerekmektedir.

Laboratuvar ve doga galismalarinin uyumsuzlugunu gosteren bir sonuca
Origanum onites ile yapilan ¢aligmalarda da karsilagilmistir. Origanum onites in
vitro petri denemelerinde herhangi bir antibakteriyel madde {iretmezken in vivo
denemelerde gayet basarili oldugu saptanmistir. Benzer sekilde Azadiracthta indica
(Goel ve Paul, 2014) ve Tagetes erecta (Goel ve ark., 2017) ekstraktlar1 Pst’ye
petride etkisizken bitkide gesitli enzimleri (peroksidaz, fenil amonyak liyaz ve
polifenol oksidaz aktivitesini) aktive ederek hastaligi bitkide baskilamistir. Bu
durum bitki ekstraktlarinin sadece antibakteriyel aktiviteyle degil farkli

mekanizmalarla da hastaligi baskiladig1 diisiincesini akla getirmektedir. Bitki
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ekstraktlarinin dayanikliligi uyaricr etkileri farkli ¢aligmalarla da ortaya konmustur
(Curtis ve ark., 2004; Slusarenko ve ark., 2008; Bastas, 2015; Goel ve ark., 2017).
Bu ¢alismada Origanum onites’in MIC degeri de >128 ul/ml olarak belirlenmis ve
diisiik antibakteriyel aktivitesi gosterilmistir. Origanum onites ile yapilan in vivo
calismalarda Pst’nin tohumdan dezenfeksiyonunda %83, bitkide hastalig
baskilama yetenegi %93’lin iizerinde olmustur. Origanum onites petride Pst
gelisimini baskilayamazken bitkide hastalik gelisimini gayet yiiksek oranda
baskilamasi bitkide dayaniklilik mekanizmasini uyardigi fikrini akla getirmistir.
Benzer sekilde Kotan ve ark (2014)’da Origanum onites’in domateste dayaniklilig
uyardigindan bahsetmektedir. Origanum onites’in bitkide aktivite ettigi maddelerin
neler oldugu gelecekte arastirilmalidir.

Allium sativum’um MIC degeri Cmm ve Pst i¢in 4.25 pl/ml olarak tespit
edilmistir. MIC ile ilgili daha once yapilan caligmalar incelendiginde, benzer
sekilde Xanthomonas axonopodis pv. citri ve Pseudomonas solanacearum igin
40mg/ml (Jeyaseelan ve ark., 2011) ¢alismalarinda oranlar bulunmustur. Allium
sativum ekstrakt1 ile yapilan farkli caligmalarda (Satya e ark., 2007; Slusarenko ve
ark., 2008; Jeyaseelan ve ark., 2011; Mansur ve ark., 2013; Soltani ve Aliabadi,
2013; Deshmukh ve Deshmukh, 2014) bakteriyel ve fungal etmenlere de
antimikrobiyal aktivitesi bilinmektedir.

Bu calismada bitki ekstraktlart domates tohumlarina uygulanmis, ayrica
fide doneminde yesil aksamina piiskiirtiilmiis veya fideler topraga sasirtilmadan
kokleri bitki ekstraktlarina daldirilmistir. Etkinlik a¢isindan tohum uygulamalariyla
yesil aksama uygulamalar1 arasinda farkliliklar goriilmiistiir. Pst’nin neden oldugu
bakteriyel benek hastaligt tohum uygulamalariyla ¢ok daha basarili sekilde
baskilanmigtir. Pst ve Cmm gibi tohum kokenli bakteriyel hastaliklarin
miicadelesinde ilk adim hastaliksiz {iretim materyali kullanmak olmalidir (Ocal,
2015). Diinyada aktif olarak gerceklesen tohum ticaretiyle hastalik etmenleri farkli
iilkelere bulagabilmektedir (Tireng-Karut, 2011; Ocal, 2015). Domates

tohumlarinda uzun siire yasamini siirdiiren Pst tohumun ¢imlenmesi esnasinda
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popiilasyonunu arttirir ve tohum kabugundan gercek yapraklara bulasarak
hastaligin yayilmasina neden olur (Aysan ve ark., 2005). Tohum kabugunda
lokalize olan Pst miicadelesinde tohum uygulamalar1 gayet basarili sonug
vermektedir (Horuz ve ark., 2018). Benzer ¢alismalarda (van der Wolf ve ark.,
2008; Verma ve Agrawal, 2015 Verma ve Agrawal, 2017; Umarusman ve ark.,
2018) oldugu gibi, tohuma g¢esitli bitki ekstraktlarni uygulamanin basaris1 bu
calismayla da ortaya konmustur.

Tiim sonuglar dikkate alindiginda, Pst ve Cmm’in neden oldugu bakteriyel
hastaliklarin entegre yonetiminde, bitki ekstraktlarinin tohuma, koke veya yesil
aksama uygulanabilecegini bu ¢alismayla gosterilmistir. Basarili bulunan bitki
ekstraktlarinin diger domates bakteriyel patojenlerine antibakteriyel etkisinin
arastirilmasi1 faydali olacaktir. Bu cevre dostu bitkisel kokenli antimikrobiyal
maddeler ticarilestirmeden 6nce optimum ekstraktsiyon yontemi ve formiilasyonu,
etkili doz miktarlarin tespiti ve fitotoksiteyi ortadan kaldiracak yontemlerin

arastirtlmasi gereklidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Domates Bakteriyel Benek Hastaligi etmeni Pst ve Bakteriyel Solgunluk
Hastaligi etmeni Cmm domates yetistiriciligi yapilan alanlarda kayiplara neden
olan 6nemli fitopatojen mikroorganizmalardandir. Patojenlerin en 6nemli inokulum
kaynaklar1 patojenle bulasik tohumlardir. Hastalik Etmenleri ile miicadelede ilk
inokulum kaynagi olan tohumlardan patojenlerin uzaklastirilmasinda tohum
uygulamalarinin 6nemi biiyliktiir. Kullanilan fiziksel ve kimyasal uygulamalarin
tohumun kalitesine, verimine ve ¢imlenmesine olumsuz etkileri bulunmaktadir.
Domates bakteriyel hastalik etmenlerinin miicadelesinde, 29 farkli bitki
ekstraktinin  antibakteriyel etkilerinin belirlenmesi hedeflenen bu doktora

calismasinda elde edilen sonuglar agagida 6zetlenmistir.

1. In vitro kosullarinda Pst ve Cmm’e kars1 29 farkli tibbi ve aromatik
bitkinin antibakteriyel etkileri kagit disk yontemi ile belirlenmistir.
Yapilan denemeler sonucunda; Pst’ye karst Allium sativum 3 mm,
Coriandrum sativum 13 mm, Eucalyptus camaldulensis 13.6 mm
¢apinda, Cmm kars1 ise Allium sativum 25.6 mm, Myrtus communis
ekstarkt1 10.2 mm arasinda engelleme zonu gelistirerek antibakteriyel
etkileri saptanmustir.

2. Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis ve Origanum onites
bitkilerinden elde edilen sulu ekstraktlar sivi besi yerine eklenerek,
domates bakteriyel patojenlerinin Pst’ye karst minimum engelleme
konsantrasyonlari tiip dilisyon yontemi ile belirlenmistir. Pst’ya karst;
Allium sativum’un 4.25 pl/ml, Eucalyptus camaldulensis 3.75 pl/ml,
Origanum onites’in >128 ul/ml yogunluklari antibakteriyel etkinlik
gostermistir. Cmm’e karst MIC degerleri Allium sativum ve Myrtus

communis i¢in >128 pl/ml oldugu belirlenmistir.
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3. Allium sativum, Coriandrum sativum, Eucalyptus camaldulensis,
Origanum onites, Origanum vulgare subsp. hirtum ve Zingiber
officinale bitkilerinden elde edilen sulu ekstraktlar tohum uygulamasi
olarak kullanilmis ve Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel
Benek Hastaligina etkisi arastirilmistir. Ekstraktlarin  Domates
Bakteriyel Benek Hastaliginin ¢ikisini %8.8-100 oraninda baskiladigi
belirlenmistir. Uygulamalar tohumlarin ¢imlenme yetenegine
herhangi bir olumsuz etki yaratmamuslardir.

4. Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites ve
Zingiber officinale bitkilerinden elde edilen sulu ekstraktlar, yesil
aksama piskiirtiilerek ve bitkilerin koklerine daldirilarak Pst’nin
neden oldugu hastalik siddetine etkileri saksi denemeleriyle
aragtirilmigtir.  Zingiber officinale yesil aksam ve koke daldirma
uygulamasinda %99 oraninda hastaligi baskilamistir. Allium sativum
yesil aksam uygulamalarinda %96, Eucalyptus camaldulensis ve
Origanum onites %98 oraninda hastaligi engellemistir. Origanum
onites koke uygulandiginda %100 oraninda hastaligi engelleyen en
etkili uygulama olmustur.

5. Cmm’in neden oldugu solgunluk hastaligina bu dort bitki ekstraktinin
etkisinin arastirildigi saks1 denemelerinde Allium sativum, Eucalyptus
camaldulensis, Origanum onites ve Zingiber officinale yapraklara
puskiirtiildiigiinde hastalik siddeti %40-67, koke uygulandiginda %63-
89 oraninda engellemistir.

6. Saksi denemelerinde domates fidelerinin koklerini Allium sativum
ekstraktt daldirmak, bitki i¢in toksik olmus ve uygulamasi gdrmiis

fidelerin tiimii kuruyarak 6lmiistiir.
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Bu doktora ¢alismasinda, Eucalyptus camaldulensis (Okaliptiis), Zingiber
officinale (Zencefil), Origanum onites (izmir Kekigi) ve Alium sativum (Sarimsak)
Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek ve Cmm’in neden oldugu
Bakteriyel Solgunluk Hastaliklarinin miicadelesinde yeni pestisitlerin gelistirilmesi
agisindan iimid vaad eder sonugclar elde edilmistir. Calismadan elde edilen sonugclar
dogrultusunda, farkli bitki ekstraktlar1 kullanilarak tohum kaynakli bu bakteriyel
hastaliklarin miicadelesinde ve wuygulama sekilleri yoniinden gelecekteki
calismalarin ydnlendirilmesine yardimci olacak ipuglari elde edilmistir. Basaril
bulunan bitki ekstraktlarinin diger domates bakteriyel patojenlerine antibakteriyel
etkisinin aragtirllmas1 faydali olacaktir. Bu c¢evre dostu bitkisel kokenli
antimikrobiyal maddeler ticarilestirmeden once optimum ekstraktsiyon yontemi ve
formiilasyonu, etkili doz miktarlarinin tespiti ve fitotoksiteyi ortadan kaldiracak

yontemlerin arastirilmasi gereklidir.
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EK 1. Domates tohumlarina uygulanan bitki ekstraktlarinin PsSt’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligina
Cikisina Etkisi (Cizelge 4.3)

Hastalik Cikig1 (%) Standart
Uygulamalar T1 T2 T-3 T2 15 Toplam Ortalama Hata
Allium sativum 0 0 0 0 0 0 0a 0,00
Coriandrum sativum 66,7 50 68,4 52,4 56,5 294 58,8 cd 3,73
Eucalyptus camaldulensis 45,8 63,6 28 34,8 53,8 226 452 b 6,39
Origanum onites 3,7 8,7 10 13,6 17,6 53,6 10,72 a 2,34
Origanum vulgare subsp. hirtum 47,8 61,1 59,1 42,9 42,9 253,8 50,76 b 3,93
Zingiber officinale 47,6 40,7 40,9 40 30,4 199,6 39,92 b 2,75
Pozitif kontrol 66,7 81,8 61,1 57,1 55,6 322,3 64,46 d 4,74
Toplam 1349,3
| DT | 5201744257 |
VARYANS ANALIZ TABLOSU
Varyasyon Kaynaklar]l SD KT KO F | %05 Cet.
Genel| 34 19800,20743
Karakter 6 17685,92743 2947,654571 39,04| 2,44
Hata| 28 2114,28 75,51

LSD (sx*kok2*m)= 11,26 |

6446 588 50,76 452 3992 10,72
o| 6446 588 50,76 452 39,92 10,72
10,72| 53,74 48,08 40,04 34,48 29,2

39,92| 2454 18,88 10,84 5728

452| 1926 136 556

50,76/ 13,7 8,04

58,8 5,66




8.

EK 2. Domates tohumlarina uygulanan bitki ekstraktlarmin Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligimin
Siddetine Etkisi (Cizelge 4.3)

Hastalik indeka Degerleri Standart
Uygulamalar T1 T2 T-3 T-a T35 Toplam Ortalama Hata
Allium sativum 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 a 0,00
Coriandrum sativum 43,3 30,0 43,3 30,0 36,7 183,3 36,7 C 2,98
Eucalyptus camaldulensis 33,3 40,0 16,7 16,7 33,3 140,0 28,0 b 4,78
Origanum onites 3,3 6,7 6,7 6,7 13,3 36,7 7,3 a 1,63
Origanum vulgare subsp. hirtum 33,3 36,7 40,0 23,3 23,3 156,7 31,3 bc 3,43
Zingiber officinale 33,3 23,3 26,7 26,7 26,7 136,7 27,3 b 1,63
Pozitif kontrol 53,3 50,0 43,3 43,3 43,3 233,3 46,7 d 2,11
Toplam 886,667
[ DT | 2246222222 |
VARYANS ANALIZ TABLOSU
Varyasyon Kaynaklar] SD KT KO F | %5 Cet.
Genel 34 9048,888889
Karakter 6 7982,222222 1330,37037 34,92| 2,44
Hata 28 1066,666667 38,0952381

LSD (sx*kdk2*m)= 7,99 |

46,7 36,7 31,3 28,0 27,3 7.3
00| 4667 3667 31,33 2800 27,33 7,33
73| 39,33 29,33 24,00 2067 20,00

27,3 19,33 9,33 4,00 0,67

28,0/ 18,67 8,67 3,33

31,3 15,33 5,33

36,7| 10,00
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EK 3. Domates tohumlarina uygulanan bitki ekstraktlarinin domates tohumlarinin ¢gimlenmesine Etkisi (Cizelge 4.3)

imlenme Oram (% Standart
Uygulamalar T1 T-(; T3 (/T)— 2 5 Toplam Ortalama Hata
Allium sativum 70 83,3 70 66,7 76,7 366,7 73,34 a 2,97
Coriandrum sativum 70 60 63,3 70 76,7 340 68 a 2,91
Eucalptus cameldulensis 80 73,3 83,3 76,7 86,7 400 80 a 2,36
Origanum onites 90 76,7 66,7 73,3 56,7 363,4 72,68 a 5,51
Origanum vulgare subsp. hirtum 76,7 60 73,3 70 70 350 70 a 2,79
Zingiber officinale 70 50 73,3 83,3 76,7 353,3 70,66 a 5,61
Negatif kontrol 86,7 66,7 76,7 63,3 66,7 360,1 72,02 a 4,30
Toplam 2533,5
| DT | 1833892071 |
VARYANS ANALIZ TABLOSU
Varyasyon Kaynaklar|  SD KT KO F | w5cCet.
Genell 34 2657,262857
Karakter 6 435,0628571 72,51047619 0,91| 2,44
Hata| 28 22222 79,36428571
LSD (sx*kok2*tn)= 11,54 |
0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0 0

0 0 0 0 0

0 0 0 0

0 0 0

0 0
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Ek 4. Bitki ekstraktlarinin Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligina kars1 koruyucu etkisi (Cizelge 4. 4)

Hastalik Indeka Degerleri Standart
Uygulamalar T1 T2 T3 T4 TS Toplam Ortalama Hata
Allium sativum 0,0 2,3 2,3 4,3 2,3 11,33 2,27 a 0,69
Eucalptus cameldulensis 0,0 4,3 0,0 0,0 0,0 4,33 0,87 a 0,87
Origanum onites 0,0 2,3 0,0 2,3 2,3 7,00 1,40 a 0,57
Zingiber officinale 0,0 2,3 0,0 0,0 0,0 2,33 0,47 a 0,47
Pozitif kontrol 37,7 57,7 42,3 66,7 62,3| 266,67 53,33 b 5,67
Toplam 291,667
| DT | 3402,777778 |
VARYANS ANALIZ TABLOSU
Varyasyon Kaynaklari| SD KT KO F | %05 Cet.
Genel 24 11539,11111
Karakter 4 10859,77778 2714,944444 79,93| 2,87
Hata 20 679,3333333 33,96666667

LSD (sx*kok2*m)= 769 |

53,33 2,27 1,40 0,87
0,47 52,87 1,80 0,93 0,40
0,87 5247 1,40 0,53

1,40 51,93 0,87

2,27 51,07
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Ek 5. Bitki ekstraktlarinin Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligina kars1 tedavi edici etkisi (Cizelge 4. 4)

Hastalk indeka Degerleri Standart
Uygulamalar T1 T2 T3 T4 5 Toplam Ortalama Hata
Allium sativum 0,0 2,3 2,3 4,3 2,3] 11,33 2,27 a 0,69
Eucalptus cameldulensis 0,0 0,0 4,3 4,3 4,3 13,00 2,60 a 1,06
Origanum onites 2,3 2,3 0,0 0,0 0,0 4,67 0,93 a 0,57
Zingiber officinale 0,0 0,0 0,0 2,3 0,0 2,33 0,47 a 0,47
Pozitif kontrol 37,7 57,7 42,3 66,7 62,3| 266,67| 53,33 b 5,67
Toplam 298
| DT | 355216 |
VARYANS ANALIZ TABLOSU
Varyasyon Kaynaklar| SD KT KO F|%5cCet.
Genel| 24 11421,84
Karakter 4 10734,99556 2683,748889 78,15| 2,87
Hata| 20 686,8444444 34,34222222

LSD (sx*kék2*m)= 773 |

5333 260 227 093
047 5287 213 1,80 047
093 5240 1,67 1,33
227| 51,07 033

2,60 5073
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Ek 6. Bitki ekstraktlarinin Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligina kars1 dayanikliligi uyarici etkisi

(Cizelge 4.4)
Hastalk indeka Degerleri Standart

Uygulamalar 1 T2 T3 T4 T5 Toplam Ortalama Hata
Allium sativum

Eucalptus cameldulensis 6,7 11,0 13,3 11,0 11,0 53,00 10,60 b 1,08
Origanum onites 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00 a 0,00
Zingiber officinale 2,3 0,0 0,0 0,0 0,0 2,33 0,47 a 0,47
ISR 2000 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00 a 0,00
Pozitif kontrol 37,7 57,7 42,3 66,7 62,3| 266,67 53,33 c 5,67

Toplam 322
| bT | 414736 |
VARYANS ANALIZ TABLOSU
Varyasyon Kaynaklar|  SD KT KO F [%5 Cet.
Genel 24 11309,52889
Karakter 4 10637,75111 2659,437778 79,18| 2,87
Hata 20 671,7777778 33,58888889

LSD (sx*kok2*tn)= 765 |

| 5333 1060 047 0,00
00| 5333 1060 047 0,00
00| 5333 1060 047
05| 528 1013
10,6| 42,73
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Ek 7. Bitki ekstraktlarinin Cmm’in neden oldugu Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaligina karsi koruyucu etkisi

(Cizelge 4.5.)
Hastalk Siddeti (%) Standart
Uygulamalar T1 T2 T3 T2 T5 Toplam Ortalama Hata
Allium sativum 25 30 28,9 36,7 32,3 152,91 30,58 b 1,93
Eucalptus cameldulensis 26,3 25 23,6 22,9 22,2 120 24,00 ab 0,74
Origanum onites 20,5 13,3 19,5 15 16,7 85| 17,00 a 1,35
Zingiber officinale 19,6 12,5 17,3 23,3 20 92,7 1854 a 1,79
Pozitif kontrol 30 34,4 55,6 60 75 255 51,00 c 8,35
Toplam 705,6
[ DT | 199148544 |
VARYANS ANALIZ TABLOSU
Varyasyon Kaynaklar] ~ SD KT KO F | %5 Cet.
Genell| 24 5390,0256
Karakter 4 3809,4856 952,3714 12,05| 2,87
Hata| 20 1580,54 79,027
LSD (sx*kok2*tn)= 11,73 |
| 51 3058 2400 1854

17,00f 34,00 13,58 7,00 1,54

18,54 32,46 12,04 5,46

24,00 27,00 6,58

30,58| 20,42
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Ek 7./Devami) Bitki ekstraktlarinin Cmm’in neden oldugu Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaligina karsi tedavi edici etkisi

(Cizelge 4.5.)
Hastalik Siddeti (%) Standart

Uygulamalar T T T3 T2 T5 Toplam Ortalama Hata
Allium sativum 17,9 22,9 25,7 17,4 11,1 95,00 19,00 a 2,51
Eucalptus cameldulensis 26,7 8,1 28,6 17,5 12,9 93,80 18,76 a 3,93
Origanum onites 12,2 23,7 19,4 16,7 26,7 98,70 19,74 a 2,55
Zingiber officinale 21,3 14,4 17,1 14,7 25 92,50 18,50 a 2,04
Pozitif kontrol 30 34,4 55,6 60 75| 255,00f 51,00 b 8,35

Toplam 635

| bt | 16129 |
VARYANS ANALIZ TABLOSU
Varyasyon Kaynaklari] SD KT KO F | %05 Cet.
Genell 24 6144,34
Karakter| 4 4100,276 1025,069 10,03| 2,87
Hata| 20 2044,064 102,2032

LSD (sx*kok2*tn)= 1334 |

| 51,00 1974 1900 18,76
1850 3250 124 050 0,26
18,76/ 3224 098 024
19,000 32,00 0,74
19,74| 31,26
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Ek 8. Bitki ekstraktlarinin Cmm’in neden oldugu Domates Bakteriyel Solgunluk Hastaligina karsi dayanikliligi uyarict etkisi
(Cizelge 4. 5.)

Hastalik Siddeti (%) Standart
Uygulamalar T1 T2 T3 T4 TS Toplam Ortalama Hata
Allium sativum
Eucalptus cameldulensis 59 3,8 5,6 6,8 7,3 29,4 5,88 a 0,60
Origanum onites 27,35 14,7 11,8 18,15 23 95 19,00 a 2,80
Zingiber officinale 8,7 4,2 7,7 10,5 14,3 45,4 9,08 a 1,66
ISR 2000 28,1 45,5 23,8 44 36 177,4] 3548 b 4,27
Pozitif kontrol 30 34,4 55,6 60 75 255 51,00 c 8,35
Toplam 602,2
| DT | 145057936 |
VARYANS ANALIZ TABLOSU
Varyasyon Kaynaklari|  SD KT KO F | %5 Cet.
Genel| 24 9161,5014
Karakter 4 7183,4624 1795,8656 18,16| 2,87
Hata| 20 1978,039 98,90195

LSD (sx*kdk2*mn)= 1312 |

| 51,00 3548 19,00 9,08

588 4512 2960 13,12 320
0,08 41,92 2640 9,92
19,00 32,00 16,48

3548 15,52



