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ARASTIRMA MAKALESi RESEARCH ARTICLE

Baz Bitki Ekstraktlarimin Pseudomonas syringae pv. tomato’nun Neden oldugu Domates
Bakteriyel Benek Hastaligina Antibakteriyel Etkisi

Antibacterial Effects of Some Plant Extracts against Tomato Bacterial Speck Disease Caused
by Pseudomonas syringae pv. tomato

Feray KARABUYUK"2, Yesim AYSAN'

Oz

Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)’nun neden oldugu Bakteriyel Benek Hastaligi domatesin en énemli tohum kaynakli
bakteriyel hastaligidir. Bu calismada, yirmi dokuz bitki ekstraktinin antibakteriyel etkileri in vitro ve in vivo’da arastirtlmistir.
In vitro’da, Allium sativum 3 mm, Coriandrum sativum 13 mm, Eucalyptus camaldulensis 13.6 mm Pst’ye antibakteriyel etki
gostermistir. Pst’ye karst Minimum Engelleme Konstantrasyonu degerleri (MIC) Allium sativum igin 4.25 ul/ml, Eucalyptus
camaldulensis i¢in 3.75 ul/ml, Origanum onites i¢in ise >128 ul/ml olarak belirlenmistir. Allium sativum, Coriandrum sativum,
Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites, Origanum vulgare subs. hirtum ve Zingiber officinale bitki ekstraktlari tohuma
uygulanmis ve Pst’'nin neden oldugu hastalik %8.8-100 oraninda engellenmistir. Calismada, A. sativum ve O. onites en
basarili tohum uygulamasi olarak saptanmistir. Bitki ekstraktlari domates tohumlarinin ¢imlenmesine herhangi bir olumsuz
etki yapmamustir. Saksi calismalarinda, Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites, Zingiber officinale
ekstraktlar1 yesil aksama piiskiirtiildiigiinde Ps#’nin neden oldugu hastalik %96-99, ekstraktlar koke uygulandiginda %80-100
oraninda baskilanmustir. Koke Allium sativum ekstrakti uygulamak domates fidelerinde toksik olmustur. Sonug olarak, bitki

ekstraktlart domates bakteriyel hastaliklarinin miicadelesinde yeni pestisitlerin gelistirilmesi acisindan #imit vaat etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Domates, Bitki Ekstrakti, Antibakteriyel etki, Tohum uygulamalar1, Yesil aksam uygulamalar1

Abstract

Bacterial speck disease caused by Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) is the most important seed-borne bacterial
disease of tomato. In this study, the antibacterial activities of aqueous twenty-nine plant extracts were investigated in vitro
and in vivo conditions. In in vitro experiments, extracts of Allium sativum, Coriandrum sativum, Eucalyptus camaldulensis
inhibited Ps¢ growth with the inhibition zones 3 mm, 13 mm and 13.6 mm, respectively. Minimum Inhibition Concentrations
(MIC) values against Pst¢ determination were Eucalyptus camaldulensis 3.75 ul/ml, Allium sativum 4.25 ul/ml, and Origanum
onites >128 ul/ml. The effects of Allium sativum, Coriandrum sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum 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 Allium sativum and Origanum onites extracts. Additionally,
no negative effect on seed germination and emergence were recorded for the tested plant extracts as seed treatments. In pot
experiments, foliar spraying of Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites, Zingiber officinale extracts were
reduced the disease incidence from 96% to 99% ratios, whereas the disease incidence was inhibited as 80-100% ratios by root
dipping. Root dipping applications of A//ium sativum extract were toxic on tomato plants in both experiments for Psz. As a
result, plant extracts are promising for the development of new pesticides in the control of bacterial diseases of tomatoes.
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Extendend Summary

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is the most cultivated plant in the world and in our country (Anonim,
2017). Tomato yield and quality are adversely affected by diseases caused by fungal, bacterial and viral pathogens
(Arshad et al., 2014). Bacterial Speck Disease caused by Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst) significantly
affect crop yield and quality of tomatoes. Ps? is one of the most important seed-borne bacterial diseases of tomato
(Miller and Jones, 2014). The disease is a necessity to develop different strategies in disease management due to
the cost of synthetic chemicals used in the disease struggle, the problem of phytotoxicity in different plants, the
problem of resistance to applied chemicals, the negative effects of these chemicals on human and environmental
health and the tendency of consumers to organic products (Mc Manus ve ark., 2002; Mbega ve ark., 2011). Due
to these reasons, interest in antibacterial compounds derived from natural sources has gained importance in recent
years. In this study, the antibacterial activities of aqueous extracts from twenty-nine medical and aromatic plants
were investigated in vitro and in vivo conditions. The antibacterial activity of plant extracts in in vitro conditions
was determined by the paper disc method and only three of the 29 extracts (Al/lium sativum, Coriandrum sativum
and Eucalyptus camaldulensis) have shown inhibitory effect. As a result in in vitro, among medical and aromatic
plant extracts, Allium sativum, Coriandrum sativum and Eucalyptus camaldulensis has shown inhibitory effect on
Pst giving mean inhibition zones of 3 mm, 13.0 mm and 13.6 mm, respectively. Another in vitro experience, the
Minimum Inhibition Concentrations, (MIC) of plant extracts inhibited the development of the pathogen were also
determined. MIC values for Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis and Origanum onites extracts used against
Pst were determined as 4.25 ul/ml, 3.75 pl/ml and >128 pl/ml, respectively. The selected six plant extracts (Allium
sativum, Eucalyptus camaldulensis, Coriandrum sativum, Origanum onites, Origanum vulgare subsp. hirtum and
Zingiber officinale) were applied to the seeds inoculated with pathogen and their efficacies on seed germination
were determined. On request, all seed applications were found to be different and effective than the positive control
application. The effects of Allium sativum, Coriandrum sativum, Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites,
Origanum vulgare subsp. hirtum and Zingiber officinale extracts on disease incidence and severity recorded at the
ratios of 8.8-100% as seed treatments. In the disease severity of an average decrease of 21.5-100% was determined.
Additionally, seed treatments did not reduce seed germination. In pot experiments, spraying of Allium sativum,
Eucalyptus camaldulensis, Origanum onites, Zingiber officinale extracts were reduced the disease incidence at
the ratios of 96-99%. The application of plant extracts before or after pathogen contamination did not make any
difference in the effect of the disease. When the seedlings were root dipping in plant extracts before planting, plant
extracts except Allium sativum reduced the disease severity by 80.1-100%. However, Allium sativum extract was
toxic totomato roots. As a result of the study, the antibacterial effects of Allium sativum, Eucalyptus camaldulensis,
Origanum onites and Zingiber officinale extracts on bacterial diseases of tomatoes have been demonstrated.
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Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst)’nun neden oldugu bakteriyel benek hastaligi domates yetistiriciliginde
sorun olan dnemli bakteriyel hastaliklar igerisinde yer almaktadir (Agrawal ve ark., 2012; Jones ve ark., 2014).

Bakteriyel benek hastaligi iilkemizde domates yetistirilen alanlarda goriilen en yaygin bakteriyel hastaliklardan
biridir.

Etmenin neden oldugu hastalik, domates bitkisinin gévde, yaprak, sap, ¢icek ve meyve saplar1 gibi tiim toprak
iistii aksamlarinda kahverengiden siyaha kadar degisen renkte lekeler, meyvelerde ise ¢aplart 1 mm’yi gegmeyen
yiizeysel kabarciklar seklinde belirtilere neden olmaktadir. Bakteri bitkinin i¢inde sistemik ilerlemese de tohuma
yerlesir ve farkli alanlara enfekteli tohum veya fide kullanimryla yayilir (Aysan ve Saygili, 2008; Miller ve Jones,
2014). Bu hastalik en 6nemli zararini tohum kokenli enfeksiyonlardan dolay:r fide doneminde yapar. Tohum
kabugunda bulunan Ps#, tohumun ¢imlenmesiyle ilk gelisen kotiledon yapraklarda lekeler olusturur ve ticari
fideliklerde gerekli onlemler alinmadig: takdirde ciddi fide kayiplariyla karsilagilir. Benzer durum, iilkemizde
2004 yilinda Akdeniz Bolgesi’ndeki ticari fideliklerde yaganmigtir. Domates Bakteriyel Benek Hastalig1 epidemisi
sonucu binlerce domates fidesi imha edilmek zorunda kalinmigtir (Aysan ve ark., 2004; Basim ve ark., 2004).

Bitkisel liretimde baslangi¢ materyali olarak kullanilan tohum, yiiksek verim ve kaliteli {iriin elde edilmesinde
dogrudan etkilidir. Ancak tohum kaynakl1 hastaliklar, iiriin verimini ve kalitesini ciddi sekilde etkileyebilmektedir.
Bitki bakteriyel hastaliklariyla miicadelede ilk sart hastaliksiz tohum/fideyle iiretime baslamaktir. Ps#’nin neden
oldugu hastaligin ilk inokulum kaynagi patojen bakteriyle bulasik tohum veya fidelerdir. Tohumla tasiman
hastaliklarla miicadelede en etkili yontemlerden biri tohum {iretimi sirasinda bakteriyel inokulumun bulagmasini
engellemektir. Ticari fideliklerde bakteri bulasiklig1 varsa etkili tohum uygulamalarini ve yesil aksam ilaglamalarimi
kullanmak &nemlidir. Diger bir miicadele stratejisi de bitkinin hastaliklara kars1 dayanikliligini 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 iireticiler de bitkisel {iretimde insan ve ¢evre sagligina olumsuz
etkisi olan kimyasallar1 kullanmak istememektedirler. Bu nedenle ekonomik oneme sahip bitki hastalik ve
zararlilarina karsi, yeni miicadele stratejileri gelistirmek, bitkide hastaliklara dayaniklilif1 uyaran yeni preparatlar
bulmak, hatta insan sagligia ve ¢evreye dost yeni kimyasal bilesiklerin elde edilmesine yonelik arastirmalarda
artis olmustur (Mc Manus ve ark., 2002; Mbega ve ark., 2011).

Hastalik etmeni bakterilerin miicadelesinde tarimsal antibiyotiklerin kullaniminin iilkemizde ve pek g¢ok
iilkede yasak olmasi nedeniyle, dogal antibiyotik olarak adlandirilan tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen
antimikrobiyal maddelerin kullanimryla 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 saglhigimi tehdit edecek uzun siireli
kalintilar olusturmamalar1 ve hastalik etmenlerine spesifik olmalaridir (Erlen, 2000; Mbega ve ark., 2011). Bu
bitkiler sekonder metabolitler bakimindan zenginlerdir ve bulunduklar: bitkilerin yasadiklar1 ¢evredeki biyotik
ve abiyotik stres faktorlerine karsi savunma sistemlerini olusturmalaridir. Sekonder metabolitler ¢ogunlukla
antifungal, antibakteriyel, antiviriitik ve antioksidan etkilidir. Bu nedenle, bitkilerde hastalik ve zararlilara kars1
savunmanin yaninda, stres ve olumsuz ¢evre faktdrlerine karst korunma gibi 6nemli gérevleri de bulunmaktadir
(Baydar, 2009).

Bu ¢alisma ile, domates yetistiriciliginde sorun olan Pst’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek
Hastaliginin miicadelesinde bitki ekstraktlarinin kullanim olanaklart ve entegre miicadele programlarma dahil
edilme olanaklar1 arastirilmstir.

Materyal ve Yontem
Materyal

Hastahk Etmeni izolatlar
Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii bakteriyoloji laboratuvari kiiltiir koleksiyonlarinda

bulunan YA-581 kodlu Pst izolat1 ¢alismada kullanilmistir. YA-581 kodlu izolat Adana ili Karatas ilgesinden
(Karabiiytik ve ark., 2014) hasta domates bitkilerinden izole edilmistir.

Domates Tohum ve Fideleri

Tohum uygulamalarinda, tohuma herhangi bir uygulama yapilmamis ilagsiz tohumla ¢aligma yapilmistir.
Bu amagla PTK 102 gesidi domates tohumlari kullanilmistir. Sakst ¢alismalarinda Pst ile kurulan denemelerde
baharlik bir domates ¢esidi olan Iskender F1 gesidi kullanilmustir.
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Tibbi ve Aromatik Bitkiler

Denemelerde 29 farkli tibbi ve aromatik bitki tiiriinden elde edilen ekstraktlar kullanilmistir. 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 Karaisali ilgeleri dogal florasi ve (5) ticari olarak
satis yapan marketlerden temin edilmistir (Tablo 1.).

Tablo 1. Denemelerde kullamlan tibbi ve aromatik bitki tiirleri

Table 1. Types of medicinal and aromatic plants used in experiments

Bitki Tiirti Yerel Ad1 Temin edildigi Yer Kullanilan Bitki Aksam1
Aloe vera L. Aloevera Yesil aksam
Calendula officinalis L. Tibbi nergis Cicek
Coriandrum sativum L. Kisnis Tohum/ Meyve
Echinacea purpurea L. Ekinezya C.U. Karaisah Meslek Cicek
Lavandula angustifolia L. Lavanta Yiiksekokulu Cicek
Matricaria chamomilla L. Tibbi papatya Koleksiyon Parselleri Cigek
Mentha piperita L. Tibbi nane Yaprak
Rosmarinus officinalis L. Biberiye Cigekli Dallar
Salvia officinalis L. Tibbi Adagay1 Yaprak
Origanum onites L. Izmir Kekigi (7. Ali Ni OKYICI .
. C.U. Ali Nlhat GOKYIGIT Toprak Ustii Aksam
Origanum vulgare subsp. hirtum (Link) Ietsw Istanbul Kekigi Botanik Bahgesi
Thymbra spicata L. subsp. spicata Karabas Kekik Mustafa Kemal Universitesi,
Ziraat Fakiiltesi, Tarla
) o Bitkileri Boliimii, Yesil aksam
Thymus vulgaris L. Adi kekik Tibbi-Aromatik Bitkiler
Koleksiyon Bahgesi
Capparis ovata Desf. Kapari Yesil aksam
Hypericum perforatum L. Kantaron Yesil aksam
Karaisal/ADANA
Myrtus communis L. Mersin Yesil aksam
Sinapsis nigra L. Hardal Yesil aksam
Eucalyptus camaldulensis Dehnh. Okaliptiis Sesil alk
Saricam/ADANA c3tl aksam
Nerium oleander L. Zakkum
Allium sativum L. Sarimsak Sogan
Allium cepa L. Sogan Sogan
Anethum graveolens L. Dereotu Yesil aksam
Cuminum cyminum L. Kimyon Tohum
Foeniculum vulgare Mill. Rezene Tohum
Market .
Ocimum basilicum L. Feslegen Yesil aksam
Pimpinella anisum L. Anason Tohum
Raphanus sativus L. Antep Turpu Yumru
Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M.Perry. Karanfil Tohum
Zingiber officinale L. Zencefil Yumru
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Besi Yerleri

Calismada kati besi yeri olarak King B (KB) (Proteose peptone 20.0 g/lt; K. HPO,7H,O 1.5 g/It; MgSO,7H,O
1.5 g/lt; agar 15 g/lt; Glycerol 10.0 ml/It) ve s1vi1 besi yeri olarak Nutrient Broth (NB) (Merck 1.07228.0500; 8 gr/
1t) kullanilmistir (Lelliott ve Stead,1987).

iklim Odasimin Ozellikleri

Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimiinde bulunan, 16:8 saat aydinlatmali, %75 nem,
25+2°C sicaklik, klima ile 1sitilan/sogutulan iklim odasi kosullarinda tohum denemeleri yapilmustir.

Sera Ozellikleri

Cukurova Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii Deneme ve Arastirma parsellerinde bulunan
yiiksek tip 1sitmasiz cam serada saksi denemeleri yapilmistir.

Toprak ve plastik kiivet-saks1 6zellikleri

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.

Yontem
Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Tibbi ve aromatik bitkilerin farkli aksamlarmdan 100 gr bitki par¢ast 100 ml distile su igerisinde elektrikli
parcalayicida parcalanarak ekstrakte edilmistir. Tohumlari kullanilan bitkiler cok zor parcalandiklari igin, bir gece
onceden 1:1 oraninda steril su igerisinde bekletilerek ertesi glin parcalanmistir. Homojenize edilen bitki ekstraktlart
tillbentten stiziilerek iri parcalardan ayrilmistir. Geriye kalan sulu ekstrakt 6.500 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek
iistteki sivi (slipernatant) alinmis altta kalan pellet atilmistir. /n vivo tohum ve saksi denemelerinde hazirlanan
ekstraktlar santrifiij agamasindan hemen sonra kullanilmistir. /n vitro petri denemelerinde ise hazirlanan ekstraktlar
filtreden gecirilerek soguk sterilizasyon yontemiyle sterilize edilmistir. Bu amagla hazirlanan ekstraktlar ilk dnce
45 pum por’luk filtre iceren vakumlu holder’den geg¢irilmis (Kozak ve ark., 2014), ardindan Milipore marka 0.22
pm por’luk filtreden gecirilerek (Mirik ve ark., 2002; Balestra ve ark., 2009) steril edilmistir. Caligmada her zaman
taze olarak hazirlanan ekstraktlar kullanilmisgtir.

Farkh Bitki Ekstraktlarinin Pseudomonas syringae pv. tomato’ya Antibakteriyel Etkisi

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

Spektrofotometrede A, ;0.2 hazirlanan patojen bakteri siispansiyonu seyreltilerek son popiilasyon olarak
yaklagik 10° hiicre/ml’ye ayarlanmistir. Bu siispansiyondan 100 pl alinarak KB besi yeri iceren petrilere patojen
ii¢ tekrarlt olarak bagetle yayilmistir. Petriler steril kabinde yaklasik 1 saat bekletildikten sonra, 1 cm ¢apinda
yuvarlak 3 adet filtre kagidi 120 derece aciyla birbirinden esit uzaklikta olacak sekilde her petriye yerlestirilmigtir.
Sterilize edilmis bitki ekstraktlarindan 20 pl alinip kagit diskler {izerine damlatilmistir. Calismada negatif kontrol
olarak steril su, pozitif kontrol olarak ise Pst’ye etkili bir antibiyotik olan Streptomisin siilfat (100 mg/ml)
kullanilmistir. Uygulama yapilmis petriler 25°C de 24 saat inkiibatorde bekletilmistir. inkiibasyondan sonra kagit
diskler etrafinda olusan engelleme zonunun ¢ap1 (mm) 6lgiilerek kaydedilmistir.

Farkhh Bitki Ekstraktlarinin Pseudomonas syringae pv. tomato’yu Minimum Engelleme
Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Kagit disk yontemiyle etkili bulunan bitki ekstraktlarinin (4. sativum, C. sativum, E. camaldulensis), Pst’yi
engelleyen minimum konsantrasyon (Minimum Inhibition Concentrations, MIC) degeri tiip dilisyon yontemine
gore belirlenmistir (Kotan ve ark., 2007; Kamba ve ark., 2010; Murthy ve ark., 2015; Anonim, 2018). Caligmaya
ayrica antibakteriyel etkisi saptanmasa da O. onites ekstrakti da dahil edilmistir.

Tiip diliisyon yonteminde, NB besi yeri i¢eren cam deney tiiplere 1 ml patojen bakterinin (Psf) belli
popiilasyondaki (yaklasik 10° hiicre/ml) inokulumu eklenmistir. Daha sonra taze hazirlanmis bitki ekstraktlarinin
farkli konsantrasyonlart (0.125 pl/ml, 0.25 pl/ml, 0.5 pl/ml, 1 pl/ml, 2 pl/ml, 4 pl/ml, 8 pl/ml, 16 pl/ml, 32
pl/ml, 64 pl/ml ve 128ul/ml) her bir tiipe belirtilen oranlarda ilave edilmistir. Ayrica bitki ekstrakti icermeyen,
bakteri tiremesinin gostergesi olan kontrol tiipiine de sadece patojen bakteri eklenmistir. Patojen bakteri inokiile
edilmemis, sadece sivi besi yeri iceren bir tiip de besi yeri kontrolii olarak kullanilmistir. Tiipler 25°C’de bir
giin inkiibe edildikten sonra bakteri iiremesini gosteren bulaniklik yoniinden incelenmistir. Her bir tiipten 100 pl
almarak KB igeren petrilere ii¢ tekrarli olarak bagetle yayilmistir. Uygulama yapilmis petriler 25°C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Bakterinin liremesini 6nleyen, gozle gortiniir bir bulanikligin ve besi yerinde gelisimin olmadigt
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en diisiik bitki ekstrakti konsantrasyonu, MIC degeri olarak belirlenmistir.
Domates Tohumlarinin Pseudomonas syringae pv. tomato ile Bulastirilmasi

YA-581 kodlu Pst izolati KB besi yerinde 25°C’deki inkiibatorde 24 saat siireyle gelistirilmistir. Geligen
bakteriden saf suyla spektrofotometre yardimiyla A, :0.2 6lgiim degerinde bir siispansiyon hazirlanmstir.
Hazirlanan siispansiyona (yaklasik 2.9x10® hiicre/ml) domates tohumlar1 batirilmis ve 30 dakika siireyle 150
rpm hizda oda sicakliginda ¢alkalanarak patojen bakteriyle bulagtirilmistir. Bulastirma isleminden sonra siizgecle
siiziilen tohumlar 20x20 ebatlarinda tahta gerceveler iizerine Ortiilen tiilbentlere yayilarak bir gece boyunca
kurumaya birakilmigtir. Negatif kontrol uygulamasinda sagliklt domates tohumlart ayni1 yontemle sadece saf suya

daldirilmig ve ardindan ekimi yapilmigtir.
Farkh Bitki Ekstraktlarinin Tohum Uygulamasi Olarak Domates Bakteriyel Benek Hastaligina Etkisi

Calismanin bu bolimiinde 4. sativum, C. sativum, E. camaldulensis, O. onites, O. vulgare subsp. hirtum ve Z.
officinale bitkilerinden elde edilen alt1 farkli bitki ekstrakti kullanilmistir.

Patojenle Bulasik Tohumlara Bitki Ekstraktlarinin Uygulanmasi

Yapay olarak Pst ile bulastirilmig domates tohumlari, erlen igerisinde bulunan 6 farkli bitkiden hazirlanan
ekstraktlara 30 dakika daldirilmistir. Bu siire sonunda siizgegle siiziilen uygulama gérmiis tohumlar torfla dolu
plastik kiivetlere ekilmistir. Kiivetler daha o6nce kosullar1 belirtilen iklim odasina yerlestirilmistir. Uygulama
gormiis tohumlardan gelisen fideler hastalik yoniinden incelenerek uygulamalarin tohum kdkenli olan bakteriyel
benek hastalig1 ¢ikisina ve siddetine etkisi aragtirilmistir (van der Wolf ve ark., 2008; Dadasoglu ve ark., 2011;
Kotan ve ark., 2013; Bastag, 2015). Calisma, 6zellikleri daha dnce belirtilen iklim odasi kosullarinda yapilmistir.

Uygulamalarin Etkinliginin Degerlendirilmesi

Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore bes tekrar, her tekrar i¢in 30 adet domates tohumu
kullanilmistir. Uygulamalarin etkinligi sadece patojenle bulastirilan pozitif kontrol uygulamasiyla karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Tohumlar ¢imlendikten sonra sadece patojenle bulastirilmis pozitif kontrol uygulamasinin
kotiledon yapraklarinda kahverengi-siyah lekeler gézlemlendiginde denemede gelisen biitiin fideler sokiilerek
hastalik orani, hastalik siddeti ve bitki ekstraktlarinin ¢imlenmeye etkisi degerlendirilmistir. Tohum uygulamasi
olarak bitki ekstraktlarmin hastalik siddetine etkisi 0-3 skalastyla (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)
degerlendirilmistir (Karabtiyiik ve ark., 2018; Cemen ve ark., 2018; Horuz ve ark., 2018).

Elde edilen veriler Tawsend-Heuberger formiiliine gore hastalik siddetinin %’si belirlenmistir. Bitki
ekstraktlarinin tohum uygulamasi olarak hastalik siddetine etki %’si Abbott formiiliiyle (% etki = (kontrol-
uygulama/kontrol) x100) hesaplanmistir (Karman, 1971). Yapilan hesaplamadan sonra, ortalama hastalik yiizdesi
saptanmig ve ac1 degerleri alinarak ANOVA istatistik programinda LSD ¢oklu karsilastirma testinde P<0,05 6nem
diizeyine gore uygulamalar arasindaki fark saptanmistir. Istatistiki olarak ayni grupta yer alan uygulamalar ayni
harfle belirtilmistir.

Farkh Bitki Ekstraktlarmin Yesil Aksamdaki Hastahiga Etkisi

Bu denemelerde bakteriyel patojene karst dort farkli bitki ekstraktiyla (4. sativum, E. camaldulensis, O.onites
ve Z. officinale) ¢alisilmistir. Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore 5 tekrarli ve her tekrarda 5 bitki
olacak sekilde kurulmustur. Her uygulama i¢in 3-5 yaprakli déonemde (15-20 cm boyda) 25 domates fidesi olmak
tizere kurulmustur.

Hazirlanan ekstraktlar, domates bitkilerinin yesil aksamina bir el piilverizatoriiyle piiskiirtiilerek ve kokler
daldirilarak iki farkli sekilde uygulanmistir. Yesil aksam piiskiirtmelerinde uygulamalarin birinde dnce patojen
inokulasyonu yapilmis, bundan 24 saat sonra bitki ekstrakti uygulanarak ekstraktlarin hastaliga karsi tedavi
edici yetenegi arastirilmistir (Goel ve Paul, 2014). Diger bir uygulamada ise once bitki ekstrakti yapraklara
puskiirtiillerek uygulanmis, ardindan 24 saat sonra patojen bulastirilarak ekstraktlarin hastaliga karst koruyucu
ozelliginin 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 daldirilmis ii¢
giin sonra patojen bulastirilarak ekstraktlarin bitkide dayanikliligi uyarici etkisi arastirilmistir (Goel ve ark., 2017).
Dayaniklilig1 uyarici etkisi olan ISR-2000 adli ticari bitki aktivatorii karsilastirma materyali olarak kullanilmigtir.
Biitiin uygulama sekillerinde pozitif kontrol olarak domates fidelerine sadece patojen bakteri inokule edilmis,
negatif kontrol olarak da steril su uygulamasi yapilmistir. Uygulamalar bitkinin stomalarimin agik oldugu giiniin
erken saatlerinde yapilmistir. Denemede yer alan uygulamalar asagida verilmistir.

*  Yesil aksama Once patojen inokulasyonu 24 saat sonra ekstrakt piiskiirtme (Tedavi Edici Etki)

*  Domates yapraklarina ekstrakt piiskiirtme 24 saat sonra patojen inokulasyonu (Koruyucu Etki),
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*  Domates fide kokleri dikimden 6nce bitki ekstraktlarina daldirma ii¢ giin sonra patojen inokulasyonu
(Dayaniklilig1 Uyaricr Etki)

»  Patojen bakteri inokule edilmis bitkiler (Pozitif Kontrol)
»  Steril su uygulanmis bitkiler (Negatif Kontrol)

Pseudomonas syringae pv. tomato’nun yaprak patojeni olmast nedeniyle 10° hiicre/ml yogunlukta hazirlanan
patojne siispansiyonu bir el piilverizatoriiyle piiskiirtiilerek bitkiler inokule edilmistir.

Bitkiler giinliik olarak kontrol edilmis ve hastalik belirtileri pozitif kontrolde gézlemlendikten sonra deneme
degerlendirilmistir. Ps¢ ile bulastirilmis bitkilerin her birinden ii¢ yaprak alinarak ¢alisma kapsaminda gelistirilen
0-5 skalastyla (0: hastalik belirtisi yok; 1: yaprak alanimnin %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 fazlasi lekeli)
degerlendirilmistir (Sekil 2).

Sekil 2. Saksi denemeleri icin kullanilan 0-5 skalasi

Figure 2. 0 to 5 scales for pot experiments

Bulgular

Farkh Bitki Ekstraktlarinin Ps’ye Antibakteriyel Etkisi ve Minimum Engelleme Konsantrasyonlarinin
Belirlenmesi

Yirmi dokuz farkli bitki ekstraktinin Pst’ye antibakteriyel etkisini saptamak amaciyla in vitro’da yapilan
caligmada pozitif kontrol olarak kullanilan streptomisin antibiyotiginde 9.2 mm engelleme zonu saptanirken,
A. sativum’da 3 mm, C. sativum’da 13.0 mm ve E. camaldulensis’da 13.6 mm engelleme zonu gelistirdikleri
kaydedilmistir.

Denemelerde kullanilan bitki ekstraktlarinin Ps#’yi minimum engelleme konsantrasyonlarinin belirlendigi
calismada E. camaldulensis’de 3.75 pl/ml, A. sativum’da 4.25 pl/ml, C. sativum ve O. onites’de>128 pl/ml
dozunda oldugu saptanmistir.

Farkh Bitki Ekstraktlarimin Tohum Uygulamasi Olarak Domates Bakteriyel Benek Hastahgina Etkisi

Alti farkli bitki ekstrakti Pst ile bulasik tohumlara uygulandiginda, Domates Bakteriyel Benek Hastaligi %8.8-
100 oraninda baskilanmistir. Hastalik siddetinde ise ortalama %21.5-100 arasinda azalis belirlenmistir. Sadece Pst
bulastirilan pozitif kontrol uygulamasinda hastalik oran1 %65 olarak kaydedilmistir. Negatif kontrol uygulamasi
olarak sadece suya daldirilan tohumlardan gelisen bitkilerde herhangi bir hastalik saptanmamustir. Negatif kontrol
ile karsilagtirilan ¢imlenme denemesinde, hi¢bir uygulama tohumlarin ¢imlenme yetenegine olumsuz bir etki
yapmamis ve tiim uygulamalar steril su (negatif kontrol) uygulamasiyla ayni istatistiki grupta yer almistir (Tablo
2).
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Tablo 2. Domates tohumlarina uygulanan bitki ekstraktlarinin Ps#’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastahgina etkisi

Table 2. The effect of plant extracts as seed treatment on Tomato Bacterial Speck Disease caused by Ps¢

Uygulamalar Hastalik Cikist (%) % Etki g/e:;tahk i % Etki Cimlenme Orani (%)**
Allium sativum 0.0 a* 100.0 0.0 a 100.0 73.3 a
Origanum onites 10.7 a 83.4 7.3 a 84,3 72.7 a
Eucalyptus camaldulensis 452 b 29.9 28.0 b 40.0 80.0 a
O.vulgare subsp. hirtum 508 b 21.3 313 be 329 70.0 a
Zingiber officinale 399 b 38.1 27.3 b 41.5 70.7 a
Coriandrum sativum 58.8 cd 8.8 36.7 c 21.5 68.0 a
Kontrol 64.5 d 46.7 d 72.0 a

*) Siitun igerisinde farkli harfi iceren ortalamalar LSD (0.05) testine gore farklidir

Farkh Bitki Ekstraktlarinin Yesil Aksamdaki Domates Bakteriyel Benek Hastaligina Etkisi

Dort bitki ekstrakti (4. sativum, E. camaldulensis, O. onites ve Z. officinale) domates bitkilerinin yesil
aksamina piiskiirtiildiigiinde, Ps#’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaliginin siddetinde %695.1-99.1
arasinda degisen oranlarda azalma tespit edilmistir. Sadece Ps¢ bulastirilan pozitif kontrol uygulamasinda hastalik
siddetinin ortalama %>53.3 iken, yesil aksama bitki ekstraktlari uygulandiginda hastalik siddeti %0.5-2.6 arasinda
oldugu belirlenmistir. Istatistiki olarak incelendiginde, yesil aksama bitki ekstrakt1 uygulamalari pozitif kontrol
uygulamasindan farkli ve etkili bulunmustur. Tiim uygulamalar kontrolden farkli tek bir grup olusturmustur (Tablo
3).

Hastalik Siddeti

60,0 53.3b 53.3b 533¢
50,0
40,0
30,0
20,0
o 142 0,9a 10,6b
; 23
232092 | 0.5a w2262 O, 0.04,5al | 0:0a
0,0 | —_— | — J—
Koruyucu Etki Tedavi Edici Etki Dayaniklili1 Uyaricr Etki
B Allium sativum* Eucalyptus camaldulensis
Origanum onites m Zingiber officinale
m Kontrol W ISR 2000

*: Dayaniklilik Uyaric1 Etki’de Allium sativum fitotoksik olmusgtur
Figure 3. Bitki ekstraktlarmmin Ps#’nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaligina etkisi

Sekil 3. Effect of plant extracts on tomato bacterial speck disease caused by Pst

Bitki ekstraktlarinin patojen bulagmasindan 6nce veya sonra uygulanmalari hastaligin baskilanmasinda bir fark
yaratmamuistir. Diger bir ifadeyle, Pst domates yapraklarina bulastiktan 24 saat sonra 4. sativum, E. camaldulensis,
O. onites ve Z. officinale ekstraktlar1 domates yapraklarina uygulandiginda Bakteriyel Benek Hastalig1 gayet
basarili bir sekilde engellenmis ve tedavi edici 6zellikte oldugu saptanmistir. Benzer sekilde bu dort bitki ekstrakti
domates yapraklarina piiskiirtiildiikten 24 saat sonra patojen bakteri Ps¢ yapraklara bulastiginda hastalik yine etkili
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bir sekilde engellenmis ve uygulamanin koruyucu etkiye de sahip oldugu belirlenmistir.

Fide kokleri dikim 6ncesi dort bitki ekstraktina daldirildiginda, O. onites ve Z. officinale ekstraktlar1 hastalik
siddetinde %99.1-100 arasinda degisen oranlarda azalisa neden olmustur. Calismada karsilastirma materyali
olarak kullanilan ISR-2000 adli ticari preparat da O.onmites uygulamasi gibi Bakteriyel Benek Hastaligini
tamamen baskilamstir. E. camaldulensis ekstraktina daldirma ise hastalik siddetini %80.1 oraninda baskilamigtir.
E. camaldulensis, O. onites ve Z.officinale ekstraktlar1 bitkide dayaniklilifi uyararak hastaligi engelledigi
belirlenmistir. Ancak 4. sativum ekstraktina domates fidelerinin koklerini daldirmak bitki i¢in toksik olmus ve
uygulamasi gormiis 25 fideden sadece iicii canli kalabilmis digerleri kuruyarak dlmiistiir.

Tartisma

Giintimiizde tarim yapilan alanlardaki en 6nemli sorunlardan biri, yetistiriciligi yapilan tirinlerin kalitesinde ve
miktarinda azalmaya neden olan hastaliklardir. Hastalik miicadelesinde kullanilan sentetik kimyasallarin maliyeti,
farkl1 bitkilerdeki fitotoksite sorunu (Cai ve ark., 2017), uygulanan kimyasallara karsi direng problemi (Milijasevi¢
ve ark., 2009; Yang ve ark., 2013), bu kimyasallarin insan ve ¢evre sagligina 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.

Bu ¢aligmanin in vitro kosullardaki sonuglari incelendiginde, en giiglii antibakteriyel etki Allium sativum
ekstraktindan elde edilmistir. Farkli ¢calismalar incelendiginde insan ve bitki patojenlerine karsi antibakteriyel
etkisi en fazla arastirilan bitki tiirlerinden biri A/lium sativum’dur. Allium sativum’™un basarisi icerisinde bulunan
kiikiirt ihtiva eden bilesiklerden, ugucu yaglardan (alicin, alliin ve ajoene), enzimlerden, karbonhidratlardan,
minerallerden, aminoasitlerden, biyoflavonoidlerden, vitaminlerden, beta karoten gibi 200’t askin kimyasal
maddeden kaynaklanmaktadir (Faydaoglu ve Yiicel, 2014). Allium sativum ekstraktinin Pst’ye kars1 antibakteriyel
etkisi calismamizda kanitlanmistir. In vitro da Allium sativum ekstrakti Pst’ye karst diisiik antibakteriyel etki
olustururken, sakst denemelerinde tam tersi bir durumla karsilagilmistir. Saksi ¢alismalarinda Allium sativum
ekstrakt1 yesil aksama uygulandiginda Pst#’nin neden oldugu hastalig1 %96 oraninda baskilamustir. /n vitro ve in
vivo denemelerdeki uyumsuzluk fitopatoloji ¢aligmalarinda yaygin olarak karsilasilan bir durumdur (Goel ve ark.,
2017) ve bu durumla burada da karsilasilmistir. 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 dlmiistiir. Ozellikle
icerisinde barindirdig1 ugucu yaglarin buna neden olabilecegi diistiniilmiistiir.

In vitro ve in vivo galismalarimin uyumsuzlugunu gésteren bir sonugla Origanum onites ile yapilan ¢aligmalarda
da karsilasilmistit. Origanum onites in vitro petri denemelerinde herhangi bir antibakteriyel madde iiretmezken,
in vivo denemelerde gayet basarili oldugu saptanmustir. Benzer sekilde Azadiracthta indica (Goel ve Paul, 2014)
ve Tagetes erecta (Goel ve ark., 2017) ekstraktlar1 Pst’ye petride etkisizken, bitkide ¢esitli 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 baskiladig: diistincesini
akla getirmektedir. Bitki ekstraktlarinin dayanikliligi uyarici etkileri farkli ¢alismalarla 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 antibakteriyel aktivitesi diisiikk olarak degerlendirilmistir. Origanum
onites’in ile yapilan in vivo ¢aligmalarda Pst’nin tohumdan dezenfeksiyonunda %83, bitkide hastaligi baskilama
yetenegi %93’lin lizerinde 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 dayaniklilig1 uyardigindan bahsetmektedir.
Origanum onites’in bitkide aktive ettigi maddelerin neler oldugu gelecekte arastirilmalidir.

Allium sativum™un MIC degeri Pst igin 4.25 pl/ml olarak tespit edilmistir. MIC ile ilgili daha 6nce yapilan
calismalar incelendiginde, benzer sekilde Xanthomonas axonopodis pv. citri ve Pseudomonas solanacearum igin
de 40 mg/ml (Jeyaseelan ve ark., 2011) orani1 bulunmustur.

Bu calismada bitki ekstraktlart domates tohumlarina uygulanmis, ayrica fide doneminde yesil aksama
puskiirtiilmiis veya fideler topraga sasirtilmadan kokleri bitki ekstraktlarina daldirilmistir. Etkinlik agisindan
tohum uygulamalariyla yesil aksama uygulamalar1 arasinda farkliliklar gortlmiistiir. Pst’nin neden oldugu
bakteriyel benek hastaligi tohum uygulamalariyla ¢ok daha basarilt sekilde baskilanmistir. Pst gibi tohum kdkenli
bakteriyel hastaliklarin miicadelesinde ilk adim hastaliksiz iiretim materyali kullanmak olmalidir (Ocal, 2015).
Domates tohumlarinda uzun siire yasamini siirdiiren Pst tohumun ¢imlenmesi esnasinda popiilasyonunu arttirir ve
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tohum kabugundan ger¢ek yapraklara bulasarak hastaligin yayilmasina neden olur (Aysan ve ark., 2005). Tohum
kabugunda lokalize olan Pst miicadelesinde tohum uygulamalari gayet basarili sonug¢ vermektedir (Horuz ve ark.,
2018). Benzer ¢aligmalarda (van der Wolf ve ark., 2008; Verma ve Agrawal, 2015 Verma ve Agrawal, 2017;
Umarusman ve ark., 2018) oldugu gibi, tohuma ¢esitli bitki ekstraktlarini uygulamanin basarisi bu ¢alismayla da
ortaya konmustur.

Tim sonuclar dikkate alindiginda, Pst nin neden oldugu Domates Bakteriyel Benek Hastaliginin entegre
yonetiminde, bitki ekstraktlarinin tohuma, koke veya yesil aksama uygulanabilecegi bu ¢caligmayla gosterilmistir.
Basarili bulunan bitki ekstraktlarinin diger domates bakteriyel patojenlerine antibakteriyel etkisinin arastirilmasi
faydali olacaktir. Bu c¢evre dostu bitkisel kdkenli antimikrobiyal maddeler ticarilestirilmeden 6nce optimum
ekstraksiyon yontemi ve formiilasyonu, etkili doz miktarlarinin tespiti ve fitotoksiteyi ortadan kaldiracak
yontemlerin arastirilmasi gereklidir.

Tesekkiirler
Bu calisma Cukurova tiniversitesi BAP birimi tarafindan FDK 2015-4071 kodlu projeyle desteklenmistir.
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