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OZET

ZEYTIN DAL KANSERI ETMENI Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin
IZOLASYONU, TANISI VE UCUCU YAGLARLA BiYOLOJIK MUCADELESI

Kiibra frem CAKMAK
Yiiksek Lisans, Organik Tarmm Isletmeciligi Anabilim Dali
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Benian Pinar AKTEPE

Aralik 2024, 53 sayfa

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi nin neden oldugu zeytin dal kanseri hastalig1
zeytin agacinin 6nemli bir bakteriyel hastalig1 olarak kabul edilmektedir. Bitki patojeni
bakteriler zeytin yetistiriciligi i¢in 6nemli bir tehdit olusturmakta, 6nemli ekonomik
kayiplara ve verimin diismesine neden olmaktadir. Antimikrobiyal uygulamalarin bu
patojenlere karsi etkinligi, stirdiiriilebilir hastalik yonetimi stratejileri i¢in biiyiik ilgi
gormektedir. Bu ¢alismanin amaci, i: Gaziantep ve Hatay illerinde hastalikli zeytin
agaclarindan izolasyon yapmalk, ii: Urlu dokulardan elde edilen izolatlarin morfolojik,
biyokimyasal ve MALDI-TOF MS ile tiir diizeyinde tanisim1 yapmak, iii: 16 adet
ucgucu yag ile In vitro ve In vivo kosullarda biyolojik miicadelesini arastirmaktir.
Calismada dal kanseri hastalik belirtileri gésteren 7 adet urlu agagtan 27 adet patojen
bakteri izolasyonu yapilmistir. Patojen bakteriler, Gram reaksiyon, LOPAT karakterleri
ve Matris Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu- Kiitle Spektrometresi (MALDI-
TOF MS) testiyle tiir diizeyinde tanilanmustir. Ikili kiiltiir testinde ugucu yaglarin 14’
patojen bakterinin gelisimini baskilayarak 0.32-17 mm arasinda engelleme zonu
olusturmustur. Tar¢in ugucu yaginin 17 mm inhibisyon zonu olusturarak en basarili
antibakteriyel etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Karanfil 10.42 mm inhibisyon zonu
olusturarak patojeni baskilayan bir diger basarili ucucu yag olmustur. Pseudomonas
savastanoi Gazey2-1 ile yapay inokiilasyonu yapilan zeytin fidanlarinda bu iki ugucu
yagm etkisi saks1 caligmasiyla incelenmistir. /n vivo deneme sonucunda pozitif kontrol
grubunda ortalama ur agirhgi 0.26 g olarak kaydedilmis, en etkili olan karanfil ve
tar¢in ugucu yagi uygulanan fidelerde ise 0.13 g ve 0.15 g olarak dl¢lilmiistiir. Karanfil
ve tar¢in ugucu yaglarinin ortalama ur agirliklarina ait varyans analizi sonuglar1 pozitif
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdstermis ve sirasiyla %50
ve %42 oraninda hastaligi baskilamigti. Bu bulgular ugucu yaglarin ¢evre dostu
biyopestisitlerin gelistirilmesi i¢in 1ilgi ¢ekici bir molekiil olarak potansiyelini
vurgulamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Syzygium aromaticum, Cinnamomi ceylanici, Antibakteriyel
Etki, Siirdiiriilebilir Hastalik Yonetimi, Organik Tarim






ABSTRACT

ISOLATION, IDENTIFICATION AND BIOLOGICAL CONTROL OF OLIVE
KNOT AGENT Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi WITH ESSENTIAL OILS

Kiibra irem CAKMAK
M.Sc., Department of Organic Agriculture Management
Supervisor: Asst. Prof. Benian Pinar AKTEPE

December 2024, 53 pages

Olive knot disease, caused by the bacterium Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, is
considered as an important bacterial disease of olive tree. Plant pathogenic bacteria pose a
significant threat to olive cultivation, causing significant economic losses and reduced yields.
The efficacy of antimicrobial treatments against these pathogens is of great interest in the
development of sustainable disease management strategies The aim of this study was to i:
Isolation from diseased olive trees in Gaziantep and Hatay provinces, ii: To carry out
morphological, biochemical and MALDI-TOF MS identification of isolates obtained from
diseased tissues at species level, iii: To investigate 16 essential oils and their biological control
under /n vitro and In vivo conditions. A total of 27 pathogenic bacteria were isolated from
seven trees exhibiting symptoms of branch cancer disease. The pathogenic bacteria were
identified at the species level by Gram reaction, LOPAT characters and Matrix Assisted Laser
Desorption Ionisation Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) test. In the dual culture test, 14
of the essential oils suppressed the growth of pathogenic bacteria and formed an inhibition
zone between 0.32-17 mm. The cinnamon essential oil was found to have the most efficacious
antibacterial effect, with an inhibition zone of 17 mm. Clove was also another successful
essential oil that suppressed the pathogen by forming an inhibition zone of 10.42 mm. The
effect of these two essential oils on olive seedlings artificially inoculated with Pseudomonas
savastanoi Gazey2-1 was carried out in a pot study. The In vivo experiment yielded the
following results as a result of the /n vivo experiment, the average node weight was recorded
as 0.26 g in the positive control group and 0.13 g and 0.15 g in the seedlings treated with the
most effective essential oils of clove and cinnamon. The results of the analysis of variance of
the average ur weights of clove and cinnamon essential oils showed a statistically significant
difference compared to the positive control and suppressed the disease by 50% and 42%,
respectively. The results of this study highlight the potential of essential oils as a promising
molecule for the development of environmentally friendly biopesticides.

Key Words: Syzygium aromaticum, Cinnamomi ceylanici, Antibacterial Effect, Sustainable
Disease Management, Organic Agriculture
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1. GIRIS

Oleaceae familyasina ait olan zeytin agaci (Olea europaea L.), palmiyeden sonra
diinyanin en 6énemli ikinci yagli meyve agaci olarak kabul edilmektedir (Baldoni ve
Belaj, 2009). Zeytin agaci, insanlik tarihi boyunca kiiltiirel ve toplumsal yasamin
onemli bir unsuru olmustur. Tarihin farkli donemlerinde, zeytinin kiiltiirel yagamda
derin bir anlam ve yer edindigi dikkat ¢ekmektedir. Zeytinin Dogu Akdeniz havzasinda
yaklagik on bin yil dncesine kadar dogal bitki Ortiisiiniin bir parcast oldugu kabul
edilmektedir. Bununla birlikte, son calismalar, zeytinin varligina iligkin daha eski bir
tarihe isaret etmektedir. Milattan Once yaklasik 12 bin yil dncesine ait fosillerin,
Akdeniz’in batisinda yabani zeytin dallarina ait olduguna dair bulgular sunmaktadir
(Unsal, 2023). Diinya genelinde 10 milyon hektardan fazla bir alanda yetistirilen
zeytin, Ozellikle Akdeniz bolgesinde geleneksel ve yaygim bir sekilde tarimi yapilan
onemli bir tirdiir. Zeytin, iklim gereksinimleri agisindan incelendiginde, 30°-45°
kuzey ve giiney enlemleri arasinda bulunan tropikal ve subtropikal iklim kusaklarinda
yetistirilmektedir. Ekonomik acidan degerlendirildiginde ise diinya genelinde 58
iilkede zeytin liretimi gergeklestirilmektedir. Diinya genelinde 2022 yili zeytin iiretim
miktarina iliskin verilerine gore toplam tiretim 21.449.867 ton olarak gerceklesmistir.
Bu iiretim miktarma en fazla katki saglayan iilkeler sirasiyla Ispanya (3.940.070 ton),
Tiirkiye (2.976.000 ton), Italya (2.160.400 ton), Fas (1.968.110 ton) ve Tunus
(1.200.000 ton) olmustur (FAO, 2022) (Cizelge 1). Bu veriler, zeytin iiretiminde

Akdeniz havzasmin belirgin {istiinliiglinii ortaya koymaktadir.

Cizelge 1.1. Diinya ¢apinda zeytin iiretim miktarlar1 ve iiretim alanlar1

Uretim Miktar1 (Ton)  Uretim Alani (hektar)
| Ispanya  3940070.0 2635280.0
2 Tiirkiye 2976000.0 901126.0
3 Italya 2160400.0 1076520.0
4 Fas 1968110.9 1201308.0
5 Tunus 1200000.0 1799251.0
6 Misir 1137075.6 112851.0
7 Suriye  990948.0 676338.0
8 Cezayir 822973.6 457609.0
9 Portekiz  791660.0 379570.0
Diinya  21449867.5 10948521.0




Tiirkiye’nin toplam zeytin iiretimi 1.519.998 ton, iretim alani ise 9.030.611 dekardir.
Tiirkiye’nin 41 ilinde ve 270 ilgesinde zeytin yetistiriciligi yapilmaktadir. Ozellikle
[zmir, Aydin ve Manisa’da iiretim miktar1 ve alan acisindan Ege Bolgesi zeytincilikte
one ¢ikmaktadir. Akdeniz Bolgesi’nde Hatay, Mersin ve Gaziantep gibi iller onemli
iireticilerdir. Marmara’da Balikesir ve Bursa zeytincilikte kritik bir role sahiptir. il
diizeyinde zeytin iiretim ve yetistiricilik alanlarma bakildiginda izmir, 219.622 tonluk
iiretim miktartyla Tiirkiye’de zeytin tiretiminde lider konumundadir ve 949.417 dekar
alanda zeytin yetistirilmektedir. Izmir’i, 199.387 ton {iretim ile Manisa takip
etmektedir. Aydin, 173.037 tonluk {iretimiyle tiglincii siradadir ve 1.549.756 dekarlik
iretim alanma sahiptir. Bu alan, Tiirkiye’deki en genis zeytin tiretim alanidir. Hatay,
178.933 tonluk tiretimle dordiincii siradadir, ancak iiretim alani (566.389 dekar) diger
lider illere kiyasla daha kiiciiktiir. Bu durum, Hatay’da birim alan basina verimin
yiiksek olabilecegini gostermektedir. Mugla, benzer sekilde 174.398 ton iiretim
yaparken, iiretim alam1i 995.531 dekardir. Balikesir, 98.198 ton liretim yaparak
Marmara Bolgesi’nde énemli bir yere sahiptir (Cizelge 2) (TUIK, 2023).

Cizelge 1.2. Tirkiye il diizeyinde zeytin tiretim miktarlar1 ve iiretim alanlar1

No Iller Uretim Miktar1 (Ton) Uretim Alani1 (Dekar)
1 [zmir 219.622.0 949.417.0
2 Manisa 199.387.0 1.184.833.0
3 Hatay 178.933.0 566.389.0
4 Mugla 174.398.0 995.531.0
5 Aydin 173.037.0 1.549.756.0
6 Balikesir 98.198.0 850.317.0
7 Bursa 96.498.0 440.215.0
8 Mersin 95.451.0 398.069.0
9 Gaziantep 73.951.0 461.442.0
10  Canakkale 62.391.0 327.989.0
Tiirkiye 1.519.998.0 9.030.611.0

Botanik agidan "Oliimsiiz" olarak nitelendirilen zeytin agaci, genellikle killi-kumlu
topraklarda gelisim gdstermeyi tercih etmektedir. Zeytin agacinm en belirgin 6zelligi,
periyodisite sergileyerek "var yili" ve "yok yili" olarak adlandirilan diizensiz bir iiriin
dongiisiine sahip olmasidir. Omrii 100 yili agabilen bu agag, ekonomik verimliligini
genellikle 50 yasma kadar koruyabilmekte, bu yastan sonra ise plantasyonlarin
genglestirilmesi gereklilik arz etmektedir. Zeytin agacinin yasam ve verimlilik

dongiisti: 1-7. yillar genclik donemi, 8-40. yillar verim artis donemi olarak
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degerlendirilmektedir. Zeytin agaci, odun yapisinin c¢lirlimeye karst yiiksek
dayaniklilig1 ile dikkat ¢ekmektedir. Hem olumsuz ¢evre kosullarina hem de mekanik
hasarlara karsi direng gosterme yetenegi sayesinde, zarar gordiiglinde dahi yeni
stirgtinler olusturabilmektedir. Bu 6zellikleri, zeytin agacimin uzun omiirlii ve saglikli
bir sekilde yasamini siirdiirebilmesini saglamaktadir. Ancak zeytin agacinin tarimsal
verimliligini ve ekonomik degerini tehdit eden c¢esitli hastalik ve zararlilarla karsi
karstya kalmaktadir. Zeytin yetistiriciligini tehdit eden zararlilar arasinda, Zeytin
Sinegi (Bactrocera oleae) ilk sirada yer almakta olup, Tirkiye’deki tiim zeytin
bahgelerinde yaygin olarak goriilmektedir. Bu zararli, zeytin {iretiminde ekonomik
acidan ciddi kayiplara yol agmaktadir. Bunun yani sira, Zeytin Kabuklu Biti
(Parlatoria oleae), Pamuklu bit (Eupyllura spp.), Zeytin Glivesi (Prays oleae), Zeytin
Fidan Tuwtih (Palpita unionalis), Zeytin Kizilkurdu (Lasioptera berlesiana) ve
Filizkiran (Phloeotribus scarabaeoides), zeytin agaglarma zarar veren diger dnemli
tiirler arasinda bulunmaktadir (Anonim, 2024). Zeytin lretim alanlarinda ¢esitli
hastalik etmenleri de iiriin kayiplarina yol agmaktadir. Bu hastaliklar arasinda kok
curiikliigline neden olan Rhizoctonia solani, Fusarium spp., Armillaria mellea gibi
fungal organizmalar, zeytin agaclarinda dal kurumalarma yol agan Verticillium
solgunlugu (Verticillium dahliae Kleb.) ve Zeytin Halkali Leke Hastalig1 (Spilocaea
oleagina (Cast) Hugines) one c¢ikan dnemli fungal patojenlerdir (Yolageldi ve ark.,
2001; Sancar ve Mirik, 2018). Bunun yan1 sira, Amerika, Avrupa, Iran, Tayvan ve Israil
gibi farkl bolgelerde Xylella fastidiosa’nin (EPPO, 2022) yani sira, diinya genelinde
zeytin iiretim alanlarinda goriilen ve Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
tarafindan olusturulan Zeytin Dal Kanseri gibi bakteriyel hastaliklar da zeytin
iiretimine ciddi zararlar vermektedir (Marchi ve ark., 2006 Obanor ve ark., 2008;

Salman ve ark., 2011; Quesada ve ark., 2012; EPPO, 2022).

Zeytin Dal Kanseri Hastaliginin etmeni, Gram-negatif ve aerobik bir bakteri olan
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ((Smith) Gardan, Bollet, Abu Ghorrah &
Grimont, 1992), zeytin dallarinda ur olusumuna yol agmaktadir (Sekil 1.1). Yunan
filozof Theophrastus, MO 4. yiizyilda ilk kez zeytin uru hastaligini tanimlamistir. 1885
yilinda G. Arcangeli, bu anormal biiylimelerin bakteriyel bir etkenle iliskili
olabilecegini One siirmiis ve bu hipotez, saglikli zeytin bitkilerine yapay asilama

yoluyla bakteriyi izole ederek hastalik belirtilerini yeniden gdzlemlemeyi basaran



Savastano (1886) tarafindan dogrulanmistir. Young ve c¢alisma arkadaglari, 1978
yilinda yaptiklar1 arastirmada bu bakteriyi Pseudomonas syringae pathovari olarak
tanimlamislardir (Janse, 1982). Daha sonra, Gardan ve ekibi, 1992 yilinda
gerceklestirdikleri taksonomik c¢alismalar sonucunda bu patojeni Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi olarak yeniden adlandirmislardir. Zeytin (Olea europaea)
dal kanseri hastaliginin etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi en az 60
pathovar ve birka¢ farkli Pseudomonas tirinii igeren Pseudomonas syringae
kompleksinin alisilmadik bir {iyesidir. Pseudomonas savastanoi, Pseudomonas
syringae kompleksinin 13 filo grubundan (PG) PG3’line aittir. Bu kompleksin ¢ogu
iyesinin karakteristik 6zelligi olan yaprak nekrozu yerine zeytin dallarinda urlara
neden olur. Zeytin dal kanseri hastalifi, zeytin yetistirilen her yerde mevcuttur;
kayiplarin degerlendirilmesi zor olsa da zeytinin en 6nemli hastaliklarindan biri
oldugu varsayilmaktadir (Quesada ve ark., 2010; Ramos ve ark., 2012). Ayrica
Pseudomonas savastanoi pathovarlari, disbudak (Fraxinus excelsior) (Pseudomonas
savastanoi pv fraxini) (Brown, 1932), zakkum (Nerium oleander) (Pseudomonas
savastanoi pv nerii) (Smith, 1928) ve sar1 siipiirge (Retama sphaerocarpa)
(Pseudomonas savastanoi pv. retacarpa) (Garcia De Los Rios, 1999) bitkilerinde ur
olusumuna neden olmaktadir (Janse, 1982; EPPO, 2024). Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi, zeytin ve disbudakta ur olusumuna neden oldugu goézlemlenirken
zakkumda bu tiir bir etki gostermemektedir. Buna karsilik, Pseudomonas savastanoi
pv. nerii, zeytin, disbudak ve zakkumda ur olusumuna yol agarken, Pseudomonas
savastanoi pv. retacarpa yalnizca sari siipiirgede ur meydana getirmektedir (Alvarez
ve ark., 1998). Ote yandan, Pseudomonas savastanoi pv. fraxini hem zeytinde hem de
disbudakta urlarin ortaya ¢ikmasina sebep olmaktadir (Janse, 1982; lacobellis ve ark.,

1998; Ramos ve ark., 2012).
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Sekil 1.1. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoz nin zeytin dallarmda meydana
getirdigi urlar

Patojen, bitkinin filosferinde (Ercolani, 1978; Quesada ve ark., 2007) ve urlarda hem
epifitik hem de endofitik olarak hayatta kalabilmekte ve ¢ogalabilmektedir. Urlardan
bitki ylizeyine yerlesen bakteri, riizgarla tasinan yagmur damlalari, tarimsal
uygulamalar (6rnegin, budama veya asilama) ve muhtemelen boceklerin tasimasi
yoluyla yeni alanlara yayilabilmektedir. Ayrica, enfekteli cogaltim materyali ile farkl
uzakliklara tasinma riski de bulunmaktadir. [liman sicakliklar ile yagisl sonbahar ve
ilkbahar donemleriyle karakterize edilen iklim kosullari, zeytinliklerde Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin hem c¢ogalmasmi hem de yayilmasmi dnemli 6lciide
kolaylagtirmaktadir. Bunun yaninda yaprak dokiim noktalari, budama, hasat, don veya
dolu gibi herhangi bir fiziksel yaralanma, patojenin bitkiye girisine olanak
saglamaktadir. Epifitik yasam, bitki yiizeyinde popiilasyonlarin olusmasini
desteklerken, ayni zamanda filosferdeki diger mikrobiyal topluluklarla etkilesimi de
tesvik etmektedir. Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi popiilasyonlarinin, patojen
olmayan bakterilerle hem epifitik hem de endofitik olarak mutualistik bir iligki i¢inde
oldugu bildirilmistir. Bu mutualistik etkilesimler, patojen popiilasyonlarinin artigina ve
hastalik belirtilerinin siddetlenmesine neden olabilmektedir (Penyalver ve ark., 2006;
Quesada ve ark., 2007). Bazi tiirlerin, patojenin ¢ogalmasimni ve bitki kolonizasyonunu

kolaylastiracak diizeyde yiiksek miktarda indol asetik asit (IAA) sentezleyebildigi



rapor edilmistir (Cimmino ve ark., 2006; Marchi ve ark., 2006; Ouzari ve ark., 2008).
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin zeytindeki patojenitesinin ise biiyiik
Olciide ¢ogunluk algilama (Quorum Sensing-QS) sistemine bagli oldugu ve diger
bilinen hastalik olusturma mekanizmalar1 arasinda fitotoksin tiretimi, hiicre duvarini
parcalayan hidrolitik enzimler, hiicre dis1 polisakkaritler, siderofor tiretimi, bitkisel
antimikrobiyallere kars1 direng, hareketlilik ve kemotaksi gibi siiregler de yer aldig1
bilinmektedir (Rodriguez-Palenzuela ve ark., 2010). Patojenin biyolojik ve ekolojik
ozellikleri ile hastalik olusum mekanizmalarinin detayli bir sekilde anlasilmasi, bu
hastalik etmenine kars1 etkili ve siirdiiriilebilir miicadele stratejilerinin gelistirilmesine
onemli katkilar saglamaktadir. Zeytin dal kanseri hastaligmin miicadelesi genellikle
onleyici tedbirler, hijyenik Onlemler ve kiiltiirel uygulamalar {izerine
temellendirilmektedir. Entegre miicadele programlarinda, bakir bazli formiilasyonlarin
diizenli olarak uygulanmas1 6nerilmekte olup, bu uygulamalarin etkinligi i¢in birkag
yil boyunca siirdiiriilebilir sekilde devam ettirilmesi gerekmektedir. Etkili hastalik
yonetimi i¢in onemli olan agaclarda yaralanmalar1 en aza indirerek ve hastalik
etmeninin epifitik popiilasyonlarin1 azaltarak patojenin girisini ve yayilmasini

onlemeyi hedeflemektir (Teviotdale ve Krueger, 2004; Young, 2004).

Bitkisel tiretim, gida arzinin siirdiiriilebilirligini olumsuz yonde etkileyen fungal ve
bakteriyel patojenleri de igeren ¢ok sayida hastalik tehdidine siirekli olarak maruz
kalmaktadir (Taheri vd., 2023). Diinya genelinde tarimsal iiretimin yaklasik %401
bitki hastaliklar1, yabanci otlar ve zararlilar nedeniyle kaybedilmektedir (Mahmood ve
ark., 2016). Bitki hastaliklarmin olusumu, yogunlugu ve siddetinin yonetimi igin
kiiltiirel uygulamalar (toprak isleme, {iriin rotasyonu, sulama yonetimi vb.),
hastaliklara dayanikli veya toleranshi bitkilerin kullanimi, sentetik kimyasal
pestisitlerin (fungisitler, bakterisitler, nematisitler vb.) kullanimi ve biyolojik
miicadele (antagonistler, bitki ekstraktlar1 ve ucucu yaglar) gibi cesitli stratejiler
uygulansa da (Maloy, 2005), su anda sentetik kimyasal pestisitlerin uygulanmasi hala
ana yaklagimdir (Zamani-Zadeh ve ark., 2013). Sentetik pestisitlerin onlarca yildir
ciftciler icin popiiler bir segenek olmasina ragmen (Isman, 2000), son zamanlarda
tarimsal aragtirmalarin odak noktasi, dogadaki pestisit yiikiinii azaltmak amaciyla
stirdiiriilebilir tarim uygulamalarina dogru kaymustir (Gupta ve ark., 2023). Cok sayida

caligma, pestisitlerin zararli etkileri, Ozellikle de kanserojenlikleri hakkinda



reddedilemez kanitlar saglamistir. Insektisitler, herbisitler ve fungisitler de dahil olmak
lizere sentetik pestisitler, bu kimyasal bilesiklere maruz kalindiginda farkli kanser
tiirleriyle iliskilendirilmistir. Bu raporlar, pestisitlerin tarimda ve diger endiistrilerde
kullaniminin yarattig1 ciddi saglik risklerini vurgulamakta ve insan sagligini ve ¢evreyi
korumak i¢in daha gilivenli ve siirdiiriilebilir alternatiflere duyulan ihtiyacin altini
cizmektedir (Chaudhary ve ark., 2017). Diinya ¢apinda bu pestisitlerin uzun vadeli
saglik ve g¢evresel etkileri konusunda halk arasinda giderek artan bir endise s6z
konusudur. Bu endiseler, bitki hastaliklarinin siirdiiriilebilir yonetimi i¢in sentetik
kimyasal pestisitlere alternatif olarak yeni, ¢evre dostu bilesiklere ihtiya¢ duyuldugunu
gostermektedir. Bu tiir biyopestisitler, Oncelikle biyolojik olarak parcalanabilir
olmalari, hizli ayrigmalari, kaliciliklarinin olmamasi, siirdiiriilebilir tarim 6zellikleri ve
yeralt1 sular1 {izerinde olumsuz etkilerinin olmamasi nedeniyle kimyasal pestisitlere
ekoloji dostu alternatifler olarak giderek daha fazla kabul gormektedir (Alliance ve

ark., 2017).

“Topraktan ¢ikan tiim zararhlarin panzehiri topragin kendisidir’ M.O.
400’lerden kalma bir siir biyopestisit kavrami zengin toprak mikrobiyotasinin 6nemini
giizel bir sekilde 6zetlemektedir (Anonim, 2015). Bitkiler, patojenler de dahil olmak
iizere cesitli tehditlere kars1 kendilerini korumak i¢in sasirtici bir dizi molekiil iiretmek
iizere evrim gecirmis olaganiistii organizmalardir. ikincil metabolitler olarak bilinen
bu molekiiller, bitkinin savunma mekanizmasinda ¢ok onemli bir rol oynar. Bunlar
arasinda ucucu yaglar, karakteristik bir aromaya ve gii¢lii biyolojik 6zelliklere sahip
bir grup ucucu bilesik olarak 6ne ¢ikmaktadir (Raveau ve ark., 2020; Vergis ve ark.,
2015). Ugucu yaglar, Lauraceae (Defnegiller), Myrtaceae (Mersingiller), Lamiaceae
(Ballibabagiller) ve Poaceae (Bugdaygiller) gibi ¢ok sayida bitki ailesindeki
17.500’den fazla bitki tiiriinde ikincil metabolitler olarak sentezlenen hidrofobik,
dogal bilesiklerdir (Mérillon ve Riviére, 2018). Antik Misir’dan (M.O. 1550) gelen ve
yaklasik 700 formiil ve ilag¢ igeren Papyrus Ebers adli 20 m uzunlugundaki papiriiste
anason, rezene, kisnis, kekik, buhur ve miir gibi aromatik bitkiler ve bitkisel
iiriinlerden bahsedilmektedir (Elansary ve Ashmawy, 2013). Yillar sonra, tibbin babas1
olarak bilinen Antik Yunan hekimi Hipokrat’in “Corpus Hippocratium” adli eserinde
200’e yakm tibbi ve aromatik bitki ve bunlarin faydalar: tasvir edilmistir (Ferdes,

2018). Tarih boyunca, ugucu yaglar biyolojik olarak aktif bilesiklerinden dolay1



antiseptik, antioksidan ve anestezik Ozellikleri icin geleneksel tipta kullanilmistir

(Shaaban ve ark., 2012).

Ugucu yaglarin antifungal, antibakteriyel ve insektisidal aktiviteleri gibi dogal
ozellikleri, onlar1 gesitli endiistriler i¢in popiiler bir se¢cim haline getirmektedir. Bilinen
yaklasik 3000 ugucu yagm 300’ kozmetik, parfiimeri, ilag, saglik, tarim ve gida
alanlarinda ticari Oneme sahiptir (Bhavaniramya ve ark., 2019). Bazi etki
mekanizmalarimi anlagilmas1 zaman iginde gelisirken, ucucu yaglarin temel

ozellikleri degismeden kalmistir (Bakkali ve ark., 2008).

Ucucu yaglarm ve ana bilesenlerinin, hiicrelerin i¢ ve dis kisimlarini etkileyen bakteri
hiicrelerinde yapisal ve islevsel hasarlara neden olan potansiyel 6zelliklerini ortaya
cikarmak i¢in c¢esitli olas1 mekanizmalar belgelenmistir (Burt ve Reinders, 2003).
Bakterilerin hiicreden hiicreye ve hiicreden dis ortama koordinasyonu i¢in kullanilan
hiicreler arasi iletisim sistemi olan ve Quorum Sensing (QS) olarak adlandirilan
fenomen, ugucu yaglar ve ana bilesikleri tarafindan etkilenebilir (Camilli ve Bassler,
2006). Quorum sensing, biyoliiminesans, konjugasyon, viriilans faktorlerinin ifadesi
ve biyofilm olusumu dahil olmak {izere bakteri yasaminin bir¢ok hayati yoniiyle
yakindan baglantilidir (Khan ve ark., 2009). Bu sebeple QS, bakteriyel yasamdaki
temel yonleri nedeniyle hastaliklar1 kontrol etmek, antimikrobiyal direnci engellemek
ve gida kaybmi smirlamak ig¢in ilgi ¢ekici bir hedef olabilir (Faleiro, 2011). Bir
calisma, test edilen 21 ugucu yag arasinda karanfil, tar¢in, lavanta ve naneden elde
edilen dort ugucu yagin Chromobacterium violaceum (CV12472 ve CV0O26) ve
Pseudomonas aeruginosa’ya (PAO1) karst umut verici bir anti- Quorum sensing
aktivitesi gosterdigini ortaya koymustur (Khan ve ark., 2009). Giil, sardunya, lavanta
ve biberiye yaglarinin uygulanmasiyla Quorum sensing etkili bir sekilde azaltilmas,
ancak portakal ve ardi¢ ugucu yaglar1 anti- Quorum sensing aktiviteleri gostermemistir
(Szabo ve ark., 2010). Arastirmalar, kekik (Thymus vulgaris) ve keklik otundan
(Origanum vulgare) elde edilen ugucu yaglarn, sirasiyla 1,43 ila 11,5 mg/mL ve 5,8
ila 11,6 mg/mL gibi disiik konsantrasyonlarda bile Pseudomonas syringae
izolatlarinin gelismesini engelleme ve viriilensligini azaltma potansiyeline sahip
oldugunu gostermistir (Carezzano ve ark., 2017). Ugucu yaglar bakteri hiicrelerinde
yapisal ve islevsel hasara neden olabilirler, bu da hiicrelerin i¢ ve dis kisimlarini

olumsuz yonde etkiler ve sonunda hiicre 6liimiine neden olur. Ugucu yaglar ve birincil
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bilesenleri, gli¢lii antibakteriyel 0&zellikleri nedeniyle bitkilerdeki bakteriyel

hastaliklarin yonetiminde oldukga etkilidir.

Bu tez ¢aligmasinin temel amaci, zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi’ye kars1 ugucu yaglarin kullanimiyla biyolojik miicadele stratejilerinin
gelistirilmesine yonelik alternatif bir yaklasim sunmaktir. Bu dogrultuda, 16 farkli
ucucu yagin (Tar¢in, Karanfil, Sarimsak, Limon otu, Zencefil, Yavsan, Isirgan, Kekik,
Biberiye, Defne, Giil, Adagayi, Nane, Lavanta, Rezene ve Limon) [In vitro
antimikrobiyal etkileri ve [In vivo saksi denemeleriyle hastali§i baskilama

potansiyelleri ortaya konmustur.



2. ONCEKI CALISMALAR

Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi, yizyillardir zeytin bahgelerinde kalici bir
patojen olmasina ragmen, su anda bu bakteriyi ortadan kaldirmak i¢in etkili bir kontrol
yOnetimi stratejisi bulunmamaktadir. Fitopatojenik bakterilerin kontrolii dncelikle
bakir bazli preparatlarin kullanimina dayanmaktadir, ¢linkii tarimda antibiyotik
kullanim1 genellikle bir¢ok tarim alaninda yasaklanmisti. Bu durum, segici
bakterisidal preparatlarin eksikligi nedeniyle daha da koétiilesmektedir. Piyasada bazi
mikrobiyal bazli preparatlar mevcuttur, ancak bunlarin etkinligi ticari tiretimde istenen
hastalik bastirma seviyelerini her zaman karsilamayabilir (Broniarek-Niemiec ve ark.,
2023). Bu nedenle, zeytin bakteriyel hastaliklarini kontrol etmek ve zeytin dal kanseri
hastaliginin etkisini azaltmak i¢in etkili ve siirdiiriilebilir formiilasyonlar gelistirmeye
ithtiya¢ vardir (Cesari ve ark., 2023; Verhaegen ve ark., 2023). Son yillarda hem
diinyada hem de iilkemizde ekonomik acidan 6nemli bir sorun olmaya devam eden
zeytin dal kanseri hastaligi ile biyolojik miicadeleye yonelik arastirmalar
gerceklestirilmis ve bu alandaki calismalar halen siirdiiriilmektedir. Tarimda s6z
konusu sorunlarla kars1 karsiya kalan bilim insanlari, bitki koruma stratejileri igin
alternatif c¢oziimlerin arastirilmasimi tesvik etmistir. Ucucu yaglar ve kimyasal
profillerinde bulunan bilesenler, iyi bilinen antimikrobiyal ozellikleri nedeniyle
geleneksel pestisitler icin umut verici alternatifler olarak ortaya ¢ikmistir (Winska ve
ark., 2019). Onceki ¢alismalarda, iilkemizde zeytinlerde goriilen ur hastaligmm varligi
ve yaygmligi, tam yontemleri, farkli iilkelerde biyolojik miicadeleye yonelik

yaklasimlar ve iilkemizde bu konuda ytiriitiilen ¢calismalar ele alinmistur.

Servi ve Bastas (2012), Aydm ilindeki dokuz farkl ilgede gerceklestirdikleri sorvey
caligmalar1 sonucunda toplamda 189 urlu dal 6rnegi elde etmiglerdir. Hastalik
etmeninin izolasyonu ve tanimlanmasinda PVF1 ve King B besiyerlerinde gelisim,
SNA besiyerinde levan olusumu, tiitiin yapraginda asir1 duyarlilik reaksiyonu, oksidaz
testi, esculin hidrolizi, arginin dehidrolaz testi, patates lizerinde pektolitik aktivite,
nitrat rediiksiyonu, jelatin hidrolizi, {ireaz aktivitesi ve mannitol, sorbitol, eritritol ile
sakkaroz gibi karbon kaynaklarmm kullanimi degerlendirilmistir. S6rveylerden elde
edilen 125 izolatm 85’1, biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi olarak tanimlanmis ve hastaligin Aydin ilindeki yaygimnlik

orant %44,9 olarak belirlenmistir. Bu oran, yiliksek bir seviyede olarak
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degerlendirilmektedir; ancak arastirmacilar, uygun kosullar saglanmadigi ve hastaligi
baski altinda tutacak tedbirler alinmadig: takdirde, hastaligin tahripkar seviyelere
ulasabilecegine dikkat ¢ekmektedirler.

Mirik ve Aysan (2012), Tekirdag, Balikesir, Bursa, Canakkale ve Yalova illerinde
zeytin yetistiriciligi yapilan alanlarda gergeklestirdikleri sorvey calismalariyla,
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin neden oldugu zeytin dal kanseri
hastaliginin yaygmligini incelemislerdir. Caligmada hastalik oranlar1 Canakkale’de
%100, Balikesir’de %81, Tekirdag’da %66 ve Bursa’da %4 olarak tespit edilirken,
Yalova ilinde patojene rastlanmamistir. Arastirmacilar, Canakkale’de hastaligin
yiiksek yayginlik oranini hasat isleminin siriklarla gergeklestirilmesine baglamis; buna
karsin, Yalova’da hastaliga rastlanmamasini elle hasat yonteminin tercih edilmesiyle
iligkilendirmislerdir. Zeytin bahgeleri igerisindeki hastalik yayilim oranlar1 ise
Canakkale’de %73, Balikesir’de %56, Tekirdag’da %30 ve Bursa’da %0.6 olarak
kaydedilmistir. S6rvey calismalar1 sonucunda hastalikli 6rneklerden toplam 208
bakteri izolat1 elde edilmistir. Patojenite testleri sonucunda, bu izolatlardan 88’inin
zeytin fidanlarinda ur olusturdugu saptanmistir. Tiim izolatlarin, SNA besi yerinde
levan olusumu, oksidaz, patateste pektolitik aktivite ve arginin dehidrolaz aktivitesinin

negatif; ancak tiitlinde asir1 duyarlilik reaksiyonunun pozitif oldugu belirlenmistir.

Sivri (2012), Gaziantep ve Kilis illerindeki zeytin yetistiriciligi yapilan alanlardan
topladig1 urlardan izolatlarin tanimlamasini morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve
molekiiler yontemlerle gerceklestirmistir. izolasyon ¢alismalar1 sonucunda, beyaz-
krem renkte diizgiin koloniler olusturan 143 izolat elde edilmistir. Bir yasindaki zeytin
fidanlarinda yapilan patojenite testleri, 31 izolatin zeytin dallarinda 5,5 ile 17 mm
arasinda degisen biiylikliikkte ur olusumuna yol actigini gdstermistir. Tanimlamada
temel yontem olarak LOPAT testleri kullanilmis ve izolatlarin LOPAT profili, taniya
uygun olarak (- - - - +) seklinde belirlenmistir. Ayrica, PCR analiziyle izolatlar
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak teshis edilmistir. Sorvey caligmalar1
sonucunda, hastaligin yayginlik oranlar1 Gaziantep’in Nizip ve Oguzeli ilgeleri ile
Uluyol mevkiinde %100; Kilis merkezinde %80; Kahramanmaras ilinde ise %85

olarak rapor edilmistir.
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Oksel ve Mirik (2015), kekik (Thymus vulgaris), bergamot (Citrus bergamia),
sarimsak (Allium sativum), Fransiz lavantasi (Lavandula stoechas), karanfil
(Caryophyllus aromaticum) ve okaliptliis (Eucalyptus globulus) ugucu yaglarinin
antibakteriyel etkilerini Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi
degerlendirmislerdir. Calisma sonuglarmma gore, kekik ugucu yagi en yiksek
antibakteriyel etkiye sahip ucucu yag olarak belirlenmis, bunu sirasiyla bergamot,
lavanta ve okaliptiis ugucu yaglari takip etmistir. Kekik (7hymus vulgaris) ugucu yagi,
4x10? yogunlukta 3.70 mm, 4x10* yogunlukta 3.60 mm ve 4x10° yogunlukta 2.40 mm
inhibisyon zonu olusturarak, farkli yogunluklardaki Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi lizerinde en etkili antibakteriyel etkiyi gostermistir. . Bu sonuglar, kekik
ucucu yagmnimn inhibisyon zonu olusturma kapasitesinin yogunluga bagli olarak

azaldigini ortaya koymustur. .

Bouaichi ve ark. (2015), bazi tibbi ve aromatik bitkilerinden (kekik (7hymus ciliatus),
keklik otu (Origanum compactum), biberiye (Rosmarinus officinalis) ve pelin otunun
(Artemisia vulgaris)) toprak iistli kisitmlarindan elde edilen ugucu yaglarinin zeytin dal
kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi (PSS 2064-10)’ye karsi
antibakteriyel aktivitelerini arastirmiglardir. Kagit disk difiizyon yontemi kullanilarak
yapilan deneylerde, incelenen tiim ugucu yaglarin antibakteriyel aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Kekik yaginin, PSS 2064-10’un biiyiimesini engellemede en etkili
yag oldugu belirlenmis ve bunu sirastyla keklik otu, biberiye ve pelin otunun ugucu
yaglari takip etmistir. Ozellikle kekik ve keklik otu yaglar1 sirasiyla %56,25 (v/v) ve

%50 (v/v) inhibisyon oranlar1 ile gii¢lii antibakteriyel etki gdstermistir. .

Carezzano ve ark., (2017) tarafindan yapilan calismaya gore, Thymus vulgaris (kekik)
ve Origanum vulgare’den (yabani kekik) ekstrakte edilen ugucu yaglarin
Pseudomonas syringae izolatlarmin bakteriyel bilylimesini inhibe etmek ve ¢ok diisiik
konsantrasyonda bile viriilans faktoriinii azaltmak icin biiyiik bir potansiyele sahip

oldugu ortaya konmustur.

Sancar ve Mirik (2018), Tekirdag ilinde yetistirilen zeytinlerde Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin neden oldugu dal kanseri hastaligmnin tanisim ve
antagonistik mikroorganizmalarla biyolojik miicadelesini incelemistir. Caligma

kapsaminda, zeytin iiretim alanlarindan zeytin yapragi ve ¢iceklerinden 50, zeytin
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agac1 kok iistii topragindan ise 60 izolat elde edilmistir. Yapilan patojenite testleri
sonucunda, bu izolatlardan 52’sinin zeytin fidanlarinda ur olusumuna neden oldugu
belirlenmistir. Izolatlarn tamaminmn KOH testinde gram negatif oldugu ve LOPAT
analizine gore 1B grubunda yer aldig1 tespit edilmistir. Ayrica, zeytin dal kanseri
hastahgmm Tekirdag ilindeki bulasiklik oranmin %33 oldugu rapor edilmistir. ikili
kiiltiir testleri sonucunda, 23 antagonistik izolatin 1 ile 10.8 mm arasinda degisen

inhibisyon zonlar1 olusturdugu kaydedilmistir.

Caparrotta ve ark., (2019), Agrobacterium tumefaciens ve Pseudomonas savastanoi
pv. savastanoi’ye karsi bitki recinelerinden ekstrakte edilen c¢esitli ugucu yaglarin
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmuslardir. Ozellikle Boswellia tiirlerinden elde
edilen ugucu yaglarin, her iki fitopatojenin biiyiimesini engellemede en etkili oldugu
belirlenmistir. Boswellia papyrifera ve Boswellia frereana ugucu yaglari, sirasiyla
Agrobacterium tumefaciens’in gelisimini %94.94 ve %92.40 oraninda azaltirken,
Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi lizerinde ise Boswellia frereana’nin %66.67
oraninda giiclii bir inhibisyon etkisi gosterdigi, bunu %42.13 ile Boswellia

papyrifera’nin takip ettigi bildirilmistir. .

Bozkurt ve ark., (2020) tarafindan gerceklestirilen calismada, Lamiaceae (7Thymbra
spicata var. spicata, Thymus serpyllum, Thymus sipyleus, Origanum syriacum,
Origanum majorana, Ocimum basilicum, Mentha spicata, Melissa officinalis,
Lavandula stoechas var. stoechas, Rosmarinus officinalis, Salvia officinalis),
Lauraceae (Laurus nobilis) ve Apiaceae (Foeniculum vulgare) familyalarina ait
bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin, ur olusturan bakteriyel patojenler olan
Rhizobium radiobacter, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi ve Pseudomonas
savastanoi pv. nerii izerindeki antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir . Disk difiizyon
teknigi kullanilarak, bu ugucu yaglarm ii¢ patojen iizerindeki antibakteriyel etkileri, /n
vitro ikili kiiltiir testinde olusan inhibisyon zonlar1 degerlendirilerek analiz edilmistir.
Calisma sonuglarma gore, en etkili ugucu yaglarin Lamiaceae familyasindan (7Thymus
serpyllum, Thymbra spicata var. spicata ve Origanum syriacum) elde edildigi
belirlenmistir. Ozellikle Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi iizerinde en yiiksek
inhibisyon zonu Origanum syriacum (44.67 mm) ve Thymus serpyllum (42.33 mm)
ucucu yaglar1 ile gozlenirken, en diisiik etki Foeniculum vulgare (7.0 mm) ugucu

yaginda tespit edilmistir. Rhizobium radiobacter iizerindeki etki degerlendirildiginde
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ise, yine en yiiksek inhibitdr etkinin Origanum syriacum (37.67 mm) ve Thymus
serpyllum (36.33 mm) ugucu yaglarindan elde edildigi, en diisiik etki ise Rosmarinus

officinalis (9.67 mm) ugucu yaginda gdzlendigi rapor edilmistir.

Doksoz ve Bozkurt (2020), Hatay ilindeki zeytin iiretim alanlarinda Pseudomonas
savastanoi pv. savastanoi’nin neden oldugu zeytin dal kanseri hastaligmin yayginlik
oranini1 belirlemek amaciyla bir ¢alisma gerceklestirmistir. Arastirma sonuglarina
gore, hastaligin en yiiksek yayginlik oran1 %90 ile Samandag, Arsus ve Iskenderun
ilgelerinde kaydedilmis; Hassa, Kirikhan, Kumlu ve Reyhanli ilgelerinde ise hastalik
etmenine rastlanmamistir. Diger ilgelerde ise hastaligi %15 ile %50 arasinda degisen
oranlarda yayginlik gosterdigi tespit edilmistir. Calisma kapsaminda yapilan
izolasyonlar sonucunda 14 bakteri izolat1 saflastirilmistir. Hastaligin karakteristik
belirtisi olan urlardan izole edilen bakteriyel etmenlerin tanimlamasi; Gram boyama,
LOPAT testleri, MALDI-TOF MS analizi ve molekiiler yontemler kullanilarak
gerceklestirilmistir. Tani testleri sonucunda 14 izolatin tamaminin Pseudomonas

savastanoi pv. savastanoi olarak teshis edildigi bildirilmistir.

Bitgen ve Mirik (2021), Tekirdag ili igerisinde bulunan zeytin iiretim alanlarinda
zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ nin tanisi ve il
genelindeki yayginlik durumu ile biyolojik miicadele yontemlerini arastirmiglardir.
Tekirdag genelinde yetistiricili§i yapilan zeytin c¢esitlerinden toplam olarak 78 adet
zeytin dal kanseri hastalig1 belirtisi gosteren bitki 6rnegi toplanmis ve 52 adet zeytin
dal kanseri hastalik etmeni izolat1 elde edilerek, tanilanmasmi saglamislardir. Elde
edilen ve Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi olarak tanilanan tiim patojen bakteri
izolatlar1, yapilan patojenite testi sonucunda, zeytin fidanlarinda ur olusturmus ve
King B besi yerinde zayif floresan pigment iiretimi goézlemlenmistir. Tiitlin
yapraklarinda yapilan asir1 duyarlilik reaksiyonu olusturan patojen izolatlarin tiimii
Gram, levan, oksidaz, pektolitik aktivite ve arginine dehidrolaz testleri negatif olup,
LOPAT 1b grubunda yer aldig1 tespit edilmistir . Yapilan biyokimyasal ve morfolojik
tahlil sonuglarma gore izolatlarin tamami Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi
olarak tanilanmasini saglamiglardir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, zeytin dal kanseri
hastaliginin yayginlik durumunun Tekirdag’da %86.6 oraninda oldugunu tespit

etmislerdir. /n vitro denemelerinde 23 adet antagonist izolatin, besi yerinde, hastalik
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etmeninin geligimini 3.5-28.00 mm etki degerleri arasinda inhibisyon zonlar1

olusturarak engelledigi tespit edilmistir.

Koscak ve ark. (2023a), Hirvatistan, Slovenya ve Portekiz’deki enfekte zeytin
agaclarindan (Olea europaea L.) izole ettikleri Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi izolatlarin1 koloni morfolojisi, fizyolojik ve biyokimyasal Ozellikler
acisindan karakterize etmistir. Caligmada, LOPAT profiline gore izolatlarin
%38,6’sinin Ib grubunda siniflandirildigr bildirilmistir. Portekiz’den elde edilen
izolatlarm Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin tipik LOPAT profili ile
tamamen uyumlu oldugu belirlenmistir. Slovenya kokenli izolatlarin ¢ogunda
gecikmis oksidaz aktivitesi gozlenirken, Hirvatistan’dan elde edilen izolatlarin
floresan pigment iiretmedigi tespit edilmistir. Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’nin molekiiler diizeyde tanimlanmasinda gercek zamanli PCR ve
proteomik analiz yontemlerinden MALDI-TOF kullanilmistir. Caligma, analiz edilen
izolatlarm %46,6’simmm Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi oldugunu ortaya

koymustur.

Koscak ve ark., (2023b), 34 farkli ucucu yagm Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ye kars1 antimikrobiyal etkinligini incelemislerdir. Calismada, bu ugucu
yaglarin etkileri standart antibiyotikler ve bakir bazli preparatlarla karsilastirilmis
olup, genellikle iyi veya orta diizeyde antibakteriyel aktivite gosterdikleri tespit
edilmistir. Ozellikle, Thymus vulgaris ve Origanum compactum ugucu yaglarmnin
seyreltilmemis formlarinda 20 mm’yi asan en yiiksek inhibisyon zon olusturdugu

rapor edilmistir.

Sotelo ve ark. (2024), soya tohumlarinda Pseudomonas savastanoi pv. glycinea’nin
neden oldugu bakteriyel yanikliga karsi kekik ve keklik otu ugucu yaglarinin etkilerini
arastrmigtir. Caligma sonucunda, her iki ugucu yagin da hastaligin goériilme sikligini,
siddetini ve tohumlardaki bakteri popiilasyonunu azalttig1 tespit edilmistir. Bununla
birlikte, kekik yagmin hem kontrollii kosullarda hem de tarla denemelerinde keklik
otundan daha yiiksek bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Pozitif kontrol
uygulamasinda hastalik siddeti %1.62 olarak ol¢iiliirken, kekik yagi ile muamele
edilen tohumlarda bu oran %0.40’a, yabani kekik uygulamasinda ise %1.03’¢e
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diismiistiir. Bu bulgular, kekik yagmin P. savastanoi pv. glycinea’ya karst etkili bir

biyolojik miicadele eleman1 olarak kullanilma potansiyelini ortaya koymaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Patojen Bakteri izolat1: Gaziantep ilinin Oguzeli ilgesinde bulunan 2 bahge ve Hatay
ili merkezde 2 zeytin bahgesi olmak iizere zeytin iiretiminin yapildig: alanlar gezilerek
ur Orneklerinden izole edilerek elde edilen patojenik bakteriyel izolatlar bu tez
calismasi kapsaminda kullanilmistir. Ayrica, Adana Cukurova Universitesi icerisindeki
Bitki Koruma Boliimii Bakteriyoloji Laboratuvar: kiiltiir koleksiyonunda bulunan
Cmm 3/1-A kodlu Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis izolati, YA-223
kodlu Erwinia amylovora izolati, YA-888 kodlu Acidovorax citrulli izolati, YA-703
kodlu Pectobacterium carotovorum izolati, YA-10 kodlu Pseudomonas syringae pv
tomato izolati, YA-647 kodlu Pseudomonas corrugata izolat1, karsilastirma izolatlar1
olarak patojenik bakteriyel izolatlarin biyokimyasal testlerinin tanisinda

kullanilmastir.

Cahymada Kullanillan Ucucu Yaglar: Bu c¢alismada zeytin dal kanseri hastalik
etmenine karsi ugucu yaglarm antibakteriyel etkilerini belirlemek amaciyla kullanilan
zencefil ve 1sirgan ugucu yaglar1 Defne-Doga (Antalya, Tiirkiye) firmasinin, karanfil
ucucu yag1 Mindivan (Kocaeli, Tiirkiye), diger yaglar ise Carl-Roth (Karlshure,
Almanya) firmasma ait tiriinlerdir (Aktepe ve ark., 2019) (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan ugucu yaglar

Ucucu Yaglar Familya Firma

Adagay1 (Salvia sclarea) Lamiaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Biberiye (Rosmarinus officinalis) Lamiaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Defne (Laurus nobilis) Lauraceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Gl (Rosa sp.) Rosaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Isirgan (Urtica sp.) Urticaceae Defne-Doga (Antalya, Tiirkiye)
Karanfil (Syzygium aromaticum) Caryophyllaceae =~ Mindivan (Kocaeli, Tiirkiye)
Kekik (Thymus vulgaris) Lamiaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Lavanta (Lavandula officinalis) Lamiaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Limon (Citrus limon) Rutaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Limon Otu (Cymbopogon citratus) Lamlaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Nane (Mentha arvensis) Lamiaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Rezene (Foeniculum vulgare) Apiaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Sarimsak (A/lium sativum) Amaryllidaceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Tarcin (Cinnamomi ceylanici) Lauraceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Yavsan (Artemisia absinthium) Asteraceae Carl-Roth (Karlshure, Almanya)
Zencefil (Zingiber officinale) Zingiberaceae Defne-Doga (Antalya, Tiirkiye)

Besi Yerleri: Caligma siiresince bakterilerin izolasyonu ve cogaltilma isleminde

Tryptic Soy Agar (TSA) (40 gr/lt (Merck)), bakteri izolatlarinin buzdolabinda +4°C
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korunmasinda Yeast Dekstroz Kalsiyum Karbonat Agar (YDC) (yeastextract 10 gr,
dextrose 20 gr, kalsiyum karbonat 20 gr, agar 15 gr, 1 It saf su) olmak {izere besi

yerlerinden yararlanilmistir (Lelliot ve ark., 1987).

Kullanilan Alet ve Ekipmanlar: Saf su cihazi, hassas tart1 aleti, pH metre, otoklav,
mikrodalga firmn, sicak su banyosu, otomatik pipet seti, erlen ¢alkalayici, steril kabin,
etllv, inkiibator, buzdolabi, plastik kiivetler, spektrofotometre ve el pulverizatorii

calisma boyunca kullanilan alet ve ekipmanlardir.
3.2. Yontem
3.2.1 Hasta Bitkilerden Urlarin Toplanmasi

Gaziantep ilinin Oguzeli ilgesinde ve Hatay ili merkezde bulunan zeytin bahgeleri
Mart-Mayis aylar1 doneminde gezilerek, tipik hastalik belirtisi olan ur olusumu
gbzlenen zeytin agaclarmin dal ve gvdelerinden bitki 6rnekleri alinmistir. Gaziantep
ilinin Oguzeli Ilge Tarim ve Orman Miidiirliigiinde gérev yapan ziraat miihendisi Islam
TUFAN’1n bilgi vermesi lizerine hasta bahgeler gezilerek hastalik tespiti yapilmistir.
Ur olusumu olan dallar 30 cm uzunlugunda kesilerek i¢erisinde su bulunan pet siselere
konularak ve krem renkli, yumusak dokulu urlar ise igerisinde steril saf su bulunan
cam tiliplere konularak izolasyonlarini yapmak iizere laboratuvara getirilmistir (Sekil

3.1).

| Sékil 3.1. Hasta bitkilerden urlarm toplanmasi
3.2.2. Patojen Bakteri izolasyonu ve Tanisi

Laboratuvara getirilen 6rneklerin urlu kisimlar1 %70’lik alkolle yiizeysel olarak
dezenfeksiyonu yapilmistir. Dezenfeksiyon islemi yapilan urlu kisimlarmm kabuk

dokusu bistiiri yardimiyla yaklasik olarak iki mm’lik kismi soyulmustur. Kabugu
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alinan parcalarm yeniden alkol ile yiizeysel dezenfeksiyonu yapilarak ornekler steril
havanda ezildikten sonra saline buffer c¢dozeltisi ile homojenizasyonu
gerceklestirilmistir. Hazirlanan siispansiyondan steril bir 6ze yardimiyla TSA besi
yerine ekim islemi yapilarak 25°C sicaklikta bulunan inkiibator icerisinde gelismeye
birakilmistir. Petrilerde olusan bakteriyel gelisim incelenerek krem renkli koloni
morfolojisine sahip olan izolatlar saflastirilmistir. Yapilan izolasyonlar sonucu elde
edilen izolatlar sonraki ¢aligmalarda kullanilmak t{izere YDCA besi yerinde +4°C
sicaklikta muhafaza edilmek tizere kaldirilmistir (Doksoz ve Bozkurt 2020) (Sekil
3.2). izolasyon sonrasi saflastirilan ve Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi etmeni

olabilecegi diisiiniilen bakteriyel izolatlarm morfolojik ve biyokimyasal testlerle tanisi,

Lelliott ve Stead (1987)’a gore yapilmuistir.

KOH ile Gram Reaksiyonun Belirlenmesi: %3’liikk potasyum hidroksit (KOH)
soliisyonu lam tizerine 10 pl damlatilip 48 saatlik bakteri kiiltiirlerinden steril plastik
Ozeyle alinarak bakteri soliisyonuyla karigtirilip 10 saniye sonra 6ze yukariya dogru
kaldirildiginda  siinme olmasi durumunda bakteri Gram negatif olarak
degerlendirilmistir. Kontrol olarak Gram pozitif Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis izolat1 (Cmm 3/1-A) (Cetinkaya-Y1ldiz ve Aysan, 2008), Gram negatif
ozellige sahip Erwinia amylovora izolat1 (YA-223) kullanilmistir (Sands, 1990).
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Levan Olusumu: Yapilan testler sonucu elde etmis oldugumuz izolatlari, Sakkaroz
Nutrient Agar besi yerine ¢izimi yapilarak 24 °C’de 24 saat inkiibasyon siireci
tamamlanmistir. Beyaz renkte, konveks, mukoid sekilde koloni olusumu pozitif olarak
degerlendirilmis olup; Erwinia amylovora izolat1 (YA-223) kontrol levan olusturmada

kullanilmistir (Sands, 1990).

Oksidaz Testi: %1°lik N; N; N; N’-Tetramethyl- 1.4 phenylene diammonium diclorid
cozeltisi steril filtre kagidina damlatilarak ve her bir izolat icin steril plastik 6ze
kullanilarak soliisyon damlatilan alana c¢izildiginde 10 saniye icerisinde olusan mor
renklenme pozitif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol izolat1 olarak ise

Acidovorax citrulli izolat1 (YA-888) kullanilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Pektolitik Aktivite Testi: Suyla fircalanarak temiz bir sekilde yikanan patates
yumrular1 %1°lik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde 5 dk yiizeysel dezenfeksiyon iglemi
yapildiktan sonra steril saf suda 2 dk bekletilerek steril bir bigakla kabuklar1
soyulmustur. Patates dilimleri icerisinde steril filtre kagidi bulunan steril petrilere
yerlestirilmistir. Bakteri kiiltlirinden bir 6ze dolusu alinarak patates dilimlerine
inokiilasyonu saglanmig ve 25 °C’de dort giin inkiibasyonda gelisimi gozlemlendikten
sonra degerlendirilmistir. Inokule edilen bolgede olusan yumusama pozitif olarak
kabul edilmistir. Pozitif kontrol olarak Pectobacterium carotovorum izolat1 (YA-703)

kullanilmistir (Lelliott ve Stead, 1987).

Arginine Dehidrolaz Testi: 1 g peptone, 5 g NaCl, 0.3 g K2ZHPO4, 10 g L-arginine, 3
g Agar, 0.01 g Phenol red, 1000 ml distile su ile hazirlanarak pH: 7.2’ye ayarlanan
Thorney 2A besi yeri, deney tiiplerine 3’er ml konularak ve 121°C°de 15 dakika
otoklavda steril edilmistir. Bakteri kiiltiirleri ile agilanacak besi yerlerinin tistii 2 ml
stv1 parafinle kapatilmistir. Besi yerleri 25°C’de 7-10 giin arasinda inkiibasyonu
yapildiktan sonra ortamin renginin pembe-kirmiziya donmesi pozitif olarak
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas corrugata izolat1 (YA-647),
negatif kontrol olarak Pseudomonas syringae pv tomato izolat1 (YA-10) kullanilmigtir

(Lelliott ve Stead, 1987).

Tiitiinde Asir1 Duyarhhik Testi: Izolatlarin 107 hiicre/ml yogunlugunda hazirlanmis
olan siispansiyonlart tiitiin (Nicotiana tabacum cv. Samsun N) bitkisi yapragmin damar

aralarina inokule edilmistir. Inokulasyondan 24-48 saat sonra inokule edilen
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bdlgelerde olusan nekrotik goriiniim pozitif olarak degerlendirilmistir. Pozitif kontrol

olarak Pseudomonas syringae pv. tomato izolat1 (YA-10) kullanilmistir (Lelliott ve

Stead, 1987).

MALDI-TOF MS: Bakteriyel izolatlarin tanisi, proteinlerinin peptid kiitle parmak izi
analizine dayali tan1 yontemi olan MALDI-TOF MS teknolojisiyle MKU Bitki Saglhigi
Klinigi Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde Prof. Dr. Soner SOYLU tarafindan
yapilmistir  (Soylu ve ark., 2020; Soylu ve ark.,, 2021). Bu teknoloji,
mikroorganizmalarin tanimlanmasini daha kolay ve hizli bir sekilde yapmaktadir.
MALDI-TOF MS yontemi, mikroorganizmanm protein yapilarmi kiitle
spektrometresinde izole ederek m/z degerlerine gore olusturulan spektrallerin, sistem
veri tabanindaki referans organizmalara uyum saglayarak mikroorganizmalarin cins ve
tiirlerini hizli bir sekilde tanimlamaktadir (Pavlovic ve ark., 2012). Bu yontem,
mikroorganizmalara ait biyomolekiillerin (6rnegin, protein ve seker) ve biiylik organik
molekiillerin (polimer, dendrimer, makromolekiil) iyonizasyonunu ve manyetik
alandan geg¢irilmesini igerir. Bu sayede, mikroorganizmalara ait protein profilleri
ayrintili bir sekilde cikarilabilir ve hizli bir tanilama imkani tanir. Bu teknik,
mikroorganizmalarin tiirlerini veya suslarini belirleme, tanimlama ve smiflandirmada
etkili bir ara¢ olarak kullanilmaktadir. (Y1lmaz ve ark., 2014). MALDI-TOF MS skor
degerinin >2 olursa tiir diizeyinde, 1.7 ve 1.9 arasinda olursa cins diizeyinde ve skor
degerinin <1.7 olmas1 gilivensiz tan1 olarak degerlendirilmektedir (Pavlovic ve ark,

2012; Uysal ve ark., 2019; Kara ve Soylu, 2022)
3.2.3. Patojenite Testleri

Patojenite testi, hastalik etmeni tasiyan bitkilerden alinan 6rneklerdeki bakterilerin
hastalik yapma yeteneklerini degerlendirmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu test,
izole edilen bakterilerin gercekten hastalik etmeni olup olmadigini kesin olarak
belirlemek i¢in gereklidir. Yapilan konukgu testleri bakterinin dogal konukg¢u
bitkisinde hastalik etmeni olarak etki gosterip gostermedigini belirlemek igin patovar
(alt tiir) diizeyinde tanilamada 6nemli bir etkendir. Patojen bakterinin patojenitesini
test etmenin yani sira izolatlarin viriilensliginin de belirlenmesinde kullanilan 6nemli
bir yontemdir. Genellikle testlerde patojenin kendi konukgusu tercih edilse de 6zellikle

odunsu yapidaki bitkilerde bu durum her zaman kullanislt olmayabilir. Bu sartlarda
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otsu bitkilerden de (domates, havug, kalonse) konukcu secilebilir (Kiisek ve Cinar,

2007; Geylani Yiizbasioglu ve Aysan, 2021).

Havug dilimlerinde patojenite testi: Havuglar %70’lik alkol ile yiizeysel olarak steril
edildikten sonra steril bistiiri yardimiyla 1 cm kalinhiginda dilimlenmistir. Icerisinde
steril kurutma kagidi bulunan 9 cm’lik steril cam petriler icerisine yerlestirilerek ve
steril saf suyla nemlendirilme yapilmistir. Urlu bitkilerden izole edilerek en etkili
viriilenslige sahip olan bakteriyel izolatlarm 10% hiicre/ml popiilasyonunda
spektrofotometrede hazirlanan soliisyonundan havug dilimlerinin {izerine 50 pl
inokule edilerek ve 25°C’de 14 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Deneme 3
tekerriir olarak yapilmistir (Bozkurt ve ark, 2023; Dokséz ve Bozkurt, 2020 Kiisek ve
Cmar, 2007). Enfekte edilmis havug¢ dilimlerinde inokule edilen izolatlarm ur
olusturup olusmamalarina gore degerlendirme yapilmistir (Servi ve ark., 2012). Havug
dilimlerinde gorsel incelemelerde en fazla ur olusturan bes izolat zeytin fidanlarinda

patojenite testi i¢in se¢ilmistir.

Zeytin fidanlarinda patojenite testleri: Urlu bitkilerden izole edilen bakteriyel
izolatlarmin fidanlara yapay inokulasyonunda ticari bir firmadan alinan ve tlilkemizde
yaygin olarak kullanilan bir yagindaki Gemlik ¢esidi fidanlar kullanilmigtir. Fidanlarin
dallarina steril bir bistiiri yardimiyla yaralar agildiktan sonra 10% hiicre/ml
yogunlugunda hazirlanan izolatlarin siispansiyondan 10 pl zeytin fidanlarina inokule
edilmistir. Uygulama yapilan yerler steril saf su ile nemlendirilmis pamuk ile
kaplanarak parafilmle sarilmisti. Her izolat igin 3 dal kullanilmustir. izolatlarin
viriilenslik diizeyleri, pozitif kontrolde olusan hastalik belirtileri ortaya ¢iktiktan sonra
ur agirliklar: Slgiilerek tespit edilmistir. Viriilensligi en yiiksek olan Gazey2-1 izolat1
secilerek ikili kiiltiir testi icin kullanilmak {izere YDCA besi yerinde +4°C’de
buzdolabinda saklanmak tizere kaldirilmistir (Doksoz ve Bozkurt, 2020).

3.2.4. Ugucu Yaglarin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye Kars1 In Vitro

Antimikrobiyal Etkisi

Her bir ugucu yagn In vitro antibakteriyel aktivitesi petri kaplarinda disk diflizyon
teknigi kullanilarak belirlenmistir. Pseudomonas savastanoi pv. Gazey2-1 izolatinin
10® hiicre/ml yogunlugunda 48 saatlik taze kiiltiiriinden siispansiyon hazirlanmistir.

Patojen bakteri siispansiyonundan 100 pl alinarak igerisinde steril Tryptic Soy Agar
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(TSA) besi yeri bulunan petrilere cam baget yardimi ile yayimi saglanmistir. Steril
kagit diskleri (6 mm ¢apinda) agar ylizeyinin ortasina yerlestirilmistir. Petrilere 10 pl
ucucu yag damlatildiktan sonra parafilm ile sarilarak 25°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Negatif kontrol olarak kagit disklere 10 pl steril su damlatilmistir. Pozitif
kontrol olarak ise 10 pl streptomisin siilfat damlatilmistir Petrilerin 48 saat sonra
inkiibasyon sonucu kagit disk etrafinda olusan engelleme zonu otomatik kumpas ile
dlciilerek kaydedilmistir (Oksel ve Mirik, 2015; Bozkurt ve ark., 2020). Etkili ugucu
yaglarin engelleme alanlarina gore elde edilen veriler CoStat Istatistik Yazilimi
(CoHort Software, Pacific Grove, CA, U.S.A. Version 6.4) kullanilarak analiz
edilmistir. Tek yonlii ANOVA ile varyans analizi yapilarak p<0.05 6nem diizeyinde
LSD ¢oklu karsilagtirma testiyle uygulamalar arasindaki farklilik ortaya konmustur.

3.2.5 Ugucu Yaglarin Zeytin Fidanlarinda Pseudomonas savastanoi pv.

savastanoi’nin Neden Oldugu Ur Olusumuna Etkisi

Ikili kiiltiir testi sonuglarma gore en etkili ugucu yaglar olarak belirlenen tar¢mn ve
karanfil In vivo ¢alismada kullanilmistir. Her bir ugucu yag i¢cin dort adet Gemlik
zeytin fidani kullanilmistir. Zeytin fidanlar1 budama makasiyla ana dalin tepesinden
kesilerek acilan yaraya her bir ucucu yagdan otomatik pipet yardimi ile 10 pl
damlatilmistir. Pseudomonas savastanoi pv. Gazey2-1 izolatmin 10% hiicre/ml
yogunlugunda 48 saat icerisinde taze gelisen kiiltiirlinden hazirlanan siispansiyon,
ucucu yag damlatilan kisimlara {i¢ saat sonra hastalik etmeninin inokiilasyonu (100 ul)
saglanmustir. Pozitif kontrol olarak ise zeytin fidanlarinda yaralar agilarak steril saf su
ile nemlendirildikten sonra patojen inokiilasyonu yapilmustir. Inokiilasyonlardan sonra
ur olusumu goézlemlenmis ve ur agirliklar: 6lciilerek degerlendirme yapilmistir. Elde
edilen veriler CoStat Istatistik Yazilim1 (CoHort Software, Pacific Grove, CA, U.S.A.
Version 6.4) kullanilarak analiz edilmistir. Tek yonlii ANOVA ile varyans analizi
yapilarak p<0.05 onem diizeyinde LSD c¢oklu karsilastirma testiyle uygulamalar
arasindaki farklilik ortaya konmustur (Doks6z ve Bozkurt, 2020).
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4. BULGULAR
4.1. Patojen Bakteri izolasyonu ve Tanisi

Gaziantep ilinin Oguzeli ilgesinde ve Hatay ili merkezde 2’ser adet zeytin bahgesine
yapilan ziyaretlerde agacglarin ¢ogunlukla budama yerlerinde ve dallarinda ur olusumu
gorilmistiir. Gaziantep’in Oguzeli ilgesindeki Korkiin koylindeki iki bah¢ede krem
renkli, yumusak dokulu ve degisik boyutlarda ur olusumu goézlemlenmistir. Dal
kanseri hastalik belirtiler1 gosteren 7 adet urlu agactan 27 adet bakteri izolati
saflagtirilmistir. Bakteri izolatlarina yapilan potasyum hidroksit (KOH) testinde
izolatlarda viskoz, yapigkanimsi bir siinme meydana gelmis ve tamami gram negatif
olarak degerlendirilmistir. Bakteriyel izolatlarn SNA besi yeri igerisinde levan tipte
koloni olusturmamis olup, oksidaz, arginine ve patateste pektolitik aktivite testleri
negatif olarak sonu¢ vermistir. Tiitiin yapraklarinda inokule edilen izolatlarin tamami
inokulasyon yapilan sinirli alanda nekrotiklesme olusturmus ve tiitiinde asir1 duyarlilik
testi pozitif olarak degerlendirilmistir. izolatlarin tamami LOPAT 1b karakerinde

oldugu tespit edilmistir (Cizelge4.1).

Cizelge 4.1. Hatay ve Gaziantep illerinden elde edilen izolatlar ve LOPAT

karakterizasyonu
[zolat Kodu Lokasyon L O P A T
Gazeyl-1 Oguzeli, Gaziantep - - - -+
Gazeyl-2 Oguzeli, Gaziantep - - - -+
Gazeyl-3 Oguzeli, Gaziantep - - - -+
Gazeyl-4 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
Gazey2-1 Oguzeli, Gaziantep - - .1
Gazey2-2 Oguzeli, Gaziantep - - - - =+
Gazey2-3 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
Gazey2-4 Oguzeli, Gaziantep - - - - =+
Gazey3-1 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
Gazey3-2 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
Gazey3-3 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
Gazey3-4 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
Gazey4-1 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
Gazey4-2 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
Gazey4-3 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
Gazey4-4 Oguzeli, Gaziantep - - - - +
HatayZeytin1-2 Merkez, Hatay - - - - ¥
HatayZeytinl-3 Merkez, Hatay - - - . ¥
HatayZeytinl-4 Merkez, Hatay - - - . ¥
HatayZeytin1-5 Merkez, Hatay - - - ¥
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HatayZeytinl-6
HatayZeytin2-1
HatayZeytin2-2
HatayZeytin2-3
HatayZeytin2-4
HatayZeytin2-5
HatayZeytin2-6

Merkez, Hatay
Merkez, Hatay
Merkez, Hatay
Merkez, Hatay
Merkez, Hatay
Merkez, Hatay
Merkez, Hatay

++ 4+ + ++ +

4.2. Patojenite Testleri

Havug dilimlerinde yapilan patojenite testinde ur olusumu, inokulasyondan 8 giin
sonra gozlemlenmistir. 15 gilin sonra ise urlar, maksimum biyiikliige ulagmstir.
Gazey2-1, Gazey2-2, Gazey2-3, Gazey2-4, Gazey3-4, Gazey4-2, Gazey4-4,
HatayZeytinl-2, HatayZeytin1-3, HatayZeytinl-4, HatayZeytinl-5, HatayZeytin2-1,
HatayZeytin2-3 ve HatayZeytin2-6 kodlu patojen izolatlar havu¢ dilimlerinde ur
olusturmuslardir. Gazey2-1, Gazey3-4, Gazey4-2, HatayZeytinl-4 ve HatayZeytin2-1
kodlu izolatlar gorsel olarak incelendiginde daha fazla ur olusturdugu icin zeytin
dallarinda patojenite yapmak tlizere secilmistir (Sekil 4.1). Zeytin fidanlarinda yapilan
patojenite testinde ur olusumu, uygulamadan 4 ay sonra gdzlenmistir. Izolatlarm zeytin
fidanlarinda olusturdugu ur ¢aplar1 3.67-7.67 mm arasinda degismistir (Cizelge 4.2.).
Izolatlar arasinda istatiksel bir fark olmamasmna ragmen caplar1 karsilastirildiginda
Gazey2-1 kodlu izolat 7.67 mm uzunlugunda c¢ap olusturarak en viriilent patojen izolat
olarak belirlenmistir. Gazey3-4, Gazey4-2, HatayZeytinl-4 ve HatayZeytin2-1 kodlu
izolatlar swrastyla 6.33, 5.67, 5.33, 3.67 mm capinda urlar olusturmuslardir. Ucgucu
yaglarin antagonistik etkilerinin belirlenmesinde Gazey2-1 kodlu izolat kullanilmistir

(Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. Zeytin fidanlarinda patojenite sonucu olusan urlarin ¢cap uzunluklari

. Cap Uzunlugu (mm)

Izolat Kodlar1 1 5 3 Ort.
Gazey2-1 12 5 6 7.67%%*
Gazey4-2 10 5 4 6.33%
HatayZeytin2-1 5 8 4 5.67%
Gazey3-4 5 8 3 5.33%
HatayZeytinl-4 3 5 3 3.67%

*: LSD ¢oklu testine gore ayni siitunda ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark 6énemsizdir
(P>0.05).

26



i, et
Sekil 4.1. Gazey2-1, Gazey4-2, HatayZeytin2-1, Gazey3-4 ve HatayZeytinl-4
izolatlarinin havug dilimlerinde olusturdugu urlar

P

Sekil 4.2. Zeytin fidanlarinda olusan urlar

4.3. Ucucu Yaglarin Pseudomonas savastanoi’ye karsi Antagonistik Etkilerinin

Belirlenmesi

Her bir ugucu yagin antibakteriyel aktiviteleri disk difiizyon yontemi kullanilarak
belirlenmis (Sekil 4.1) ve bu yaglarin bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 olusturdugu
inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.3’te sunulmustur. Caligma bulgulari, farkl bitki
tiirlerine ait ugucu yaglarin antibakteriyel aktivitelerinin 6nemli dlciide degisiklik
gosterdigini ortaya koymustur. Bu sonuglar, bitki tiiriine bagl olarak ugucu yaglarin
antibakteriyel etkilerinde ¢esitlilik oldugunu ve biyokontrol potansiyellerinde farklilik
olabilecegini gostermektedir. Ikili kiiltiir testlerinin sonuglarma gore, 12 ugucu yag
(Tar¢in, Karanfil, Kekik, Limon Otu, Sarimsak, Isirgan, Adagay1, Giil, Defne, Zencefil,
Yavsan, Biberiye) patojenin gelisimini baskilamis ve 1.83 mm-17 mm arasinda
inhibisyon zonu olusturmuslardir. Tar¢in ugucu yagi, ortalama 17 mm engelleme zonu
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olusturarak en basarilt ugucu yag olarak belirlenmis ve istatistiki olarak diger
uygulamalardan ayr1 tek bir grupta yer almistir (Sekil 4.3). Karanfil ugucu yagi 10.42
mm engelleme zonu olusturan bir diger basarili uygulama olmus ve istatistiki olarak
tek bir grupta yer almistir (Sekil 4.4). Kekik ve Limon Otu sirasiyla 4.92 ve 4.25 mm
inhibisyon zonu olusturarak patojeni baskilayan diger basarili ugucu yaglardir. Bu iki
ucucu yag ayni istatistiki grupta yer almiglardir. Sarimsak ve Isirgan ugucu yaglari
strastyla 3.61 ve 3.50 mm inhibisyon zonu olusturup patojen gelisimini baskilayarak
ayni istatistiki grupta yer almiglardir. Adacay1 ve giil ugucu yaglar1 2.58 mm, Defne ve
zencefil ugucu yaglari ise sirasiyla 2.25 ve 2.17 mm inhibisyon zonu ile ayni istatistiki
grupta yer alan basarili uygulamalar olmuslardir. Yavsan ve biberiye ucucu yaglari
sirastyla 2.00 ve 1.83 mm inhibisyon zonu olusturarak iki farkl istatistiki grupta yer
alan uygulamalar olmustur. Sonuglar istatistiki olarak incelendiginde nane, lavanta,
rezene ve limon ugucu yaglar1 patojen gelisimini baskilamada basarisiz olan

uygulamalardir.

Cizelge 4.3. Bitki ugucu yaglarinin Gazey2-1 kodlu izolatina kars1 antibakteriyel

etkinlikleri
4 Inhibisyon Zonu (mm)

Ugucu Yaglar 1 > 3 Ort
Tar¢m 16.50 17.25 17.25 17.00%"
Karanfil 10.50 10.25 10.50 10.42°
Kekik 3.75 5.25 5.75 4.92°¢
Limon Otu 4.75 4.00 4.00 4.25°¢
Sarimsak 4.58 4.50 1.75 3.61¢
Isirgan 1.25 4.50 4.75 3.50«
Adagay1 2.25 2.25 3.25 2.58¢%
Giil 3.00 2.75 2.00 2.58¢%
Defne 3.00 1.75  2.00 2.25%
Zencefil 1.00 4.25 1.25 2.17%
Yavsan 2.50 1.50 2.00 2.00¢
Biberiye 1.25 250 1.75 1.83¢f
Nane 0.45 0.45 0.38 0.43¢
Lavanta 0.33 0.43 0.20 0.32¢
Rezene 0.00 0.00 0.00 0.00¢
Limon 0.00 0.00 0.00 0.008

*: LSD ¢oklu testine gore ayn1 siitunda ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark énemsizdir
(P>0.05).
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Sekil 4.4. Karanfil ugucu yaginin Gazey2-1 kodlu izolatina kars1 antibakteriyel etkisi
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4.4. Ucucu Yaglarin Zeytin Fidanlarindaki Dal Kanseri Hastaligim1 Engelleyici
Etkisi

In vitro test sonucunda en etkili olan tar¢in ve karanfil ugucu yaglarinin zeytin
fidanlarindaki ur olusumunu engelleme yetenekleri saksi deneyiyle iklim odasinda
yapilmistir. Karanfil ve tar¢in yagmin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye
kars1 etkisi, test edilen zeytin fidanlarinda olusan ur agirliklar1 OSlgiilerek
degerlendirilmis ve Cizelge 4.4’te verilen sonuglara gore, ucucu yaglar antibakteriyel
aktivite sergilemistir. Pseudomonas savastanoi Gazey2-1 ile yapay inokiilasyondan
dort ay sonra, fidanlarin inokiile edilen bdlgelerinde tipik hastalik belirtisi olan urlar
gozlemlenmistir. Bu patojen sirasiyla 0.23 g, 0.30 g, 0.20 g ve 0.30 g agirhiginda urlar
olusturmustur. Karanfil u¢ucu yag1 uygulanan fidanlarda ur agirligi, pozitif kontrole
kiyasla %50 oraninda azalirken; tar¢in ugucu yagi uygulanan fidanlarda bu azalma
%42 oraninda gerceklesmistir. Denemede, pozitif kontrol grubunda ortalama ur
agirhigr 0.26 g olarak kaydedilmis, Karanfil ve Tar¢m ugucu yaglarmin uygulandigi
gruplarda ise sirasiyla 0.13 g ve 0.15 g olarak Sl¢iilmiistiir (Sekil 4.5). Karanfil ve
Tar¢in ugucu yaglarinin ortalama ur agirliklarina ait varyans analizi sonuglar1 (LSD),
pozitif kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gostermistir (p <
0.05). Bu bulgular, ilgili ugucu yaglarin biyolojik miicadelede etkili bir potansiyele
sahip oldugunu ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.4. Tar¢in ve Karanfil ugucu yaglarinin zeytin fidanlarinda ur olusumuna

etkisi
- Ur agrrliklar (g) . .
Ugucu Yaglar I > 3 4 ORT Yiizde Etki
Karanfil 0.11 0.19 0.13 0.10 0.13+0.02°" %50
Targin 0.07 026 0.16 0.12 0.15£0.04° %42

Pozitif Kontrol 0.23 0.30 0.20 0.30 0.26+0.03% -

*: LSD c¢oklu testine gore ayn1 siitunda ayn1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda fark énemsizdir
(P>0.05).
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Pozitif kontrol

Sekil 4.5. Pseudomonas savastanoi Gazey2-1 ile yapay inokiilasyondan sonra
fidanlarm inokiile edilen bdlgelerinde olusan urlar
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5. TARTISMA

Son yillarda, yeni ve giivenli antimikrobiyal kaynaklar1 bulmaya yonelik ilgi giderek
artmaktadir. Boylelikle cevre kirliligi ve geleneksel kimyasal maddelere karsi
potansiyel direng gelisimi konusundaki endiseler nedeniyle sentetik pestisitlere olan
bagimliligin azaltilmas1 amacglamaktadir. Kapsamli bir sekilde incelenen en umut
verici segeneklerden biri ugucu yaglar ve bunlarin ana bilesenleridir. Sentetik
pestisitlerin yerine gegcme potansiyeline sahip olan bu yaglar, kimyasal maddelerin
insanlar ve ¢evre lizerindeki zararh etkilerini azaltmaktadir. Bu calismada, zeytin
yetistiriciligini olumsuz etkileyen ve verim ve kalitede azalmaya yol agan bakteriyel
bir patojen olan Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’nin izolasyonu, tanisi ve on

alt1 ucucu yagin patojene kars1 antimikrobiyal etkisi degerlendirilmistir.

Zeytin bahgelerinde yapilan incelemelerde, dal kanseri hastalik belirtileri gosteren 7
adet urlu agactan 27 adet bakteri izolat1 saflastirilmistir. Urlu dallardan elde edilen
izolatlarmin tamami bir¢ok arastirici tarafindan daha 6nce yayinladiklari verilerde
oldugu gibi Gram negatif ve benzer LOPAT (----+) 6zellikte olan veriler elde edilmistir
(Doksoz ve Bozkurt, 2020; Servi ve ark., 2012; Basim ve ark., 2019; Bitgen ve Mirik,
2021; Mirik ve ark., 2011; Tath ve Benlioglu, 2004; Koscak ve ark., 2023b). Gazey2-
1 kodlu izolatin MALDI TOF MS ile yapilan tanisinda 2.31 benzerlik indeks degeri

ile Pseudomonas savastanoi olarak tiir diizeyinde eslesme saglanmistur.

In vitro test sonucuna gore 16 ucucu yagin 14’liniin patojen lizerinde antimikrobiyal
etkisi oldugu saptanmistir. Tar¢in ugucu yagi, 17 mm’lik engelleme zonuyla en etkili
yag olarak belirlenmis ve istatistiksel olarak digerlerinden farkli bir grupta yer almistir.
Karanfil ugucu yagi ise 10.42 mm engelleme zonu ile ayr1 bir istatistiksel grupta
degerlendirilmistir. Kekik (4.92 mm) ve Limon Otu (4.25 mm) patojen iizerinde etkili
diger ugucu yaglar olarak ayn1 grupta yer almistir. Oksel ve Mirik (2015), farkli ugucu
yaglarin farkli popiilasyonlardaki Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye kars1 In
vitro kosullarda baskilayic1 etkisini arastirdiklar1 ¢ahismada 4x10° hiicre/ml
popiilasyon dozunda yapilan uygulamada kekik ugucu yagmin antibakteriyel etkisinin
en yiiksek oranda (2.40 mm) oldugunu saptamislardir. Patojen popiilasyonu 4x10*
hiicre/ml olarak uygulandiginda okaliptiis, karabas, karanfil ile kekik ucucu yaglarinda

0.32-3.60 mm arasinda degisen engelleme zonlar1 tespit edilmistir. Patojen
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popiilasyonu 4x10° hiicre/ml olarak uygulandiginda ise kekik ucucu yagmnda 3.70,
karabas ugucu yaginda 2.60, karanfil ugucu yaginda 1.30 ve okaliptiis ugucu yaginda
1.00 mm’lik patojeni engelleme zonu olusmustur. Daha onceki ¢aligmalar, ugucu
yaglarin antibakteriyel aktivitelerini ayn1i zamanda Pseudomonas syringae pv.
syringae (Schollenberger ve ark. 2018), Xanthomonas arboricola pv. corylina
(Schollenberger ve ark.2018), Ralstonia solanacearum,, Pseudomonas syringae pv.
lachrymans, Pseudomonas tolaasii, Xanthomonas citri, Agrobacterium Vvitis
(Moghaddam ve ark. 2014), Erwinia carotovora var. carotovora (Basim ve ark. 2000)
gibi diger bitki patojeni bakteriyel hastalik etmenlerinin de biiylimesini engelledigini
gostermektedir. Lucas ve ark. (2012), farkl konsantrasyonlarda hazirladiklar1 ugucu
yaglarin Xanthomonas vesicatoria’nin gelisimi lizerine etkilerini degerlendirmislerdir.
Aragstiricilar, %1.0 konsantrasyonunda kekik, karanfil ve tar¢in ugucu yaglari 2 mm
inhibisyon zonu olusturarak bakterinin biiylimesini kismen engelledigini ancak
%10’luk konsantrasyonlarda hazirlanan kekik ucucu yaginin 19 mm ve tar¢in ugucu
yagmin 7 mm engelleme alani olusturan en basarili uygulamalar oldugunu tespit

etmiglerdir (Lucas ve ark., 2012).

En etkili karanfil ve tar¢in ugucu yaglari ile yapilan /n vivo deneme sonucunda pozitif
kontrol grubunda ortalama ur agirhigi 0.26 g olarak tespit edilirken, karanfil ve targin
ucucu yaglarinin uygulandigi gruplarda bu degerlerin sirasiyla 0.13 g ve 0.15 g olarak
kaydedilmesi, her iki ugucu yagin da patojenin neden oldugu ur olusumunu belirgin
sekilde azalttigin1 géstermektedir. Bu bulgu da zeytin yetistirilen bélgelerde ekonomik
acidan 6nemli olan bu hastaligi kontrol etme potansiyellerine isaret etmektedir.
Basarili buldugumuz karanfil ve tar¢in ugucu yaginin bakterilere karsi antimikrobiyal
ve antifungal etkisini gésteren pek ¢ok calisma mevcuttur (Basim ve ark. 2000; Lucas
2012; Ghanney ve ark. 2020; Harcarova ve ark., 2021). Benzer sekilde karanfil ve
tar¢in ucucu yaginin Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye antimikrobiyal etkisi
bu calismayla ortaya konmustur. Ghanney ve ark. (2020), tar¢m (Cinnamomum
zeylanicum) kabugundan hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen ugucu yagn,
Tunus’un giineydogusunda dogal olarak enfekte zeytin bitkilerindeki urlardan izole
edilen Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi KT11 izolatina kars1 antibakteriyel
etkisini degerlendirmistir. Arastirma sonuglarina gore, tar¢in kabugu ugucu yagi, hem

In vitro kosullarda hem de zeytin bitkilerinin yesil aksaminda epifitik popiilasyon
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olarak bulunan KT11 izolatma karsi belirgin antibakteriyel aktivite gosterdigini
saptamiglardir. Elde edilen bulgular, tar¢in kabugu ucucu yaginin P. savastanoi pv.
savastanoi’ye kars1 biyolojik miicadelede kullanilabilir bir potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Lucas (2012), karanfil, tar¢in, limon otu, okaliptiis, kekik ve ¢ay otu
ucucu yaglarmin Xanthomonas vesicatora’nin gelisiminive hastalik siddetini

azalttigini belirlemislerdir.

Yapilan bir¢cok arastirmanin sonuglari ile bu ¢alismada elde edilen bulgularin biiylik
Olgiide  Ortiismesi,  kullanilan  yOntemlerin  ve  materyallerin  etkinligini
desteklemektedir. Hem bu ¢alismada hem de literatiirdeki diger arastirmalarda, bitki
ekstraktlar1 ve ugucu yaglarmin bakteriyel patojenlere karsi belirgin antimikrobiyal
aktivite sergiledigi ve bu dogal triinlerin biyolojik miicadelede uygulanabilir bir
alternatif sundugu ortaya konmustur. Bu durum, 6zellikle ¢evre dostu ve siirdiirtilebilir

tarim yaklagimlarinda bitki bazli {iriinlerin 6nemini bir kez daha vurgulamaktadir.
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6. SONUC ve ONERILER

Ur olusturan bakteriyel hastaliklarin bitki ucucu yaglari ile kontrol altina alinma
olasilig1, bu hastalik etmenlerine kars1 direngli ticari bitki ¢esitlerinin mevcut olmadigi
g6z oniinde bulunduruldugunda 6zellikle ilgi ¢ekici goriinmektedir. Bu tez ¢aligmasi,
zeytin dal kanseri etmeni Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi ugucu
yaglarin kullanimiyla biyolojik miicadele stratejilerinin gelistirilmesine yonelik
kimyasallara alternatif bir yaklagim sunmaktir. Bu dogrultuda, 16 farkli ugucu yagin
(Targin, karanfil, sarimsak, limon otu, zencefil, yavsan, 1sirgan, kekik, biberiye, defne,
giil, adacayi, nane, lavanta, rezene ve limon) /n vitro antibiyotik etkileri ile /n vivo

saks1 denemeleriyle hastalig1 baskilama potansiyelleri ortaya konmustur.

Hatay ve Gaziantep illerinde zeytin bahgelerinde yapilan incelemelerde, dal kanseri
hastalik belirtileri gosteren 7 adet urlu agagtan 27 adet bakteri izolat1 saflagtirilmistir.
Bakteri izolatlarina yapilan potasyum hidroksit (KOH) testinde izolatlarda viskoz,
yapiskanimst bir siinme meydana gelmis ve tamami gram negatif olarak
degerlendirilmistir. izolatlarin tamamu tipik Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi

LOPAT 1B(----+) karakterizasyonu sergilemislerdir.

Zeytin fidanlarinda yapilan patojenite testinde ur olusumu, uygulamadan 4 ay sonra
gbzlenmistir. 1zolatlarin zeytin fidanlarinda olusturdugu ur caplar1 3.67-7.67 mm
arasinda degismistir. Izolatlar arasinda istatiksel bir fark olmamasimna ragmen ¢aplar1
karsilagtirildiginda Gazey2-1 kodlu izolat 7.67 mm uzunlugunda cap olusturarak en
viriilent patojen izolat olarak belirlenmis ve ucucu yaglarin antagonistik etkilerinin

belirlenmesinde Gazey2-1 kodlu izolat kullanilmigtir.

Ikili kiiltiir testlerinin sonuclarma gore, 12 ucucu yag patojenin gelisimini baskilamis
ve 0.32 mm-17 mm arasinda inhibisyon zonu olusmustur. Tar¢in ugucu yagi, ortalama
17 mm engelleme zonu olusturarak en basarili ucucu yag olarak belirlenmistir.
Karanfil ugucu yagi 10.42 mm engelleme zonu olusturan bir diger basarili uygulama
olmus ve istatistiki olarak tek bir grupta yer almistir. Tarcin ve karanfil ugucu
yaglarmin zeytin fidanlarindaki ur olusumunu engelleme yetenekleri saksi deneyiyle
iklim odasimda yapilmistir. Karanfil ve tar¢in yagmnin Pseudomonas savastanoi pv.
savastanoi’ye karsi etkisi, test edilen zeytin fidanlarinda olusan ur agirliklar: 6l¢iilerek

degerlendirilmistir. Denemede, pozitif kontrol grubunda ortalama ur agirhig:r 0.26 g
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olarak kaydedilmis, karanfil ve tar¢in ugucu yaglarinin uygulandigir gruplarda ise
sirasiyla 0.13 g ve 0.15 g olarak dlciilmistiir. Karanfil ugucu yagiuygulanan fidanlarda
ur agirligl, pozitif kontrole kiyasla %50 oraninda azalirken; tar¢in ugucu yagi

uygulanan fidanlarda bu azalma %42 oraninda gergeklesmistir.

Bu sonuglar, Pseudomonas savastanoi pv. savastanoi’ye karsi tar¢in ve karanfil ugucu
yaglarmnin, gliclii antibakteriyel aktivite sergiledigi gosterilmistir. Ancak, bu ugucu
yaglarin buharlagma 6zellikleri ve agik alanlarda etkinliklerinin azalmasi, biyo-kontrol
amagcli uygulamalarini sinirlandirabilmektedir. Bu nedenle, ugucu yaglarm bakterisidal
ozelliklerinin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica,
bu yaglarin etkin bir sekilde bakir bilesiklerinin yerini alip alamayacag1 veya alternatif
olarak bakir bilesikleriyle birlikte kullanilip kullanilamayacagi konularinda daha fazla

arastirma gereklidir.
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EKLER

1. EK-1. PSEUDOMONAS SAVASTANOI iIZOLATLARININ MALDI TOF-

MS SONUCLARI
Analyte Analyte Organism Score Organism Score
Name D (hest match) Value (second hest match) Value
( I)i%% y | Mi2d not reliable identification not reliable identification
Hi1 = :
(++4)(C) GZ2-1 Pseudomonas savastanoi HNP4- Pseudomonas
(+ ?)J%c ) GZ 41 Pseudomonas savastanoi HNP4- Pseudomonas
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EK-2. UCUCU YAGLARIN PSEUDOMONAS SAVASTANOPYE IN VITRO

ANTAGONISTIK ETKIiLERININ VARYANS ANALIZi

Rows of data with missing values removed: 0
Rows which remain: 48

Source df Type I SS MS F P
Main Effects
C1 15 886.8674753 59.124498 72.758119 .0000 ***
Error 32 26.003750.8126172<-
Total 47 912.8712253
Model 15 886.8674753 59.124498 72.758119 .0000 ***

R"2 = SSmodel/SStotal = 0.97151432833

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 0.90145282045
Mean Y = 3.63645835417
Coefticient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 24.789307%

Compare Means

Factor: 1) C1
Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 0.8126171875
Degrees of Freedom: 32

Keep If:

n Means = 16

LSD 0.05 = 1.4992504565

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 tarcin 17.3333336667 32
2 karanfil 10.4166666667 3°
3 kekik 4.91666666667 3 ¢
4 limon otu 4.25 3 ¢
5 sarimsak 3.60833333333 3 cd
6 1sirgan 3.5 3 cd
7 adagay 2.58333333333 3 de
8 giil 2.58333333333 3 de
9 defne 2.25 3 de
10 zencefil 2.16666666667 3 de
11 yavsan 2 3 e
12 biberiye 1.83333333333 3 ef
13 nane 0.425 3 fg
14 lavanta 0.31666666667 3 g
15 rezene 0 3 g
16 limon 0 3 g
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EK-3. UCUCU YAGLARIN ZEYTIN FIDANLARINDAKI DAL KANSERI
HASTALIGINI ENGELLEYIiCi ETKILERININ VARYANS ANALIZi

.AOV Filename: IWCR.AOV - 1 Way Completely Randomized
Y Column: 3) C3
Ist Factor: 1) C1

Keep If:

Rows of data with missing values removed: 0

Rows which remain: 12

Source df Type I SS MS F P
Main Effects
C1 20.036548292 0.0182741 5.2879555 .0303 *
Error 9 0.03110225 0.0034558<-
Total 11 0.067650542
Model 2 0.036548292 0.0182741 5.2879555 .0303 *

R”2 = SSmodel/SStotal = 0.54025127909

Root MSerror = sqrt(MSerror) = 0.05878610002

Mean Y = 0.17908333333

Coefficient of Variation = (Root MSerror) / abs(Mean Y) * 100% = 32.826114%

Compare Means

Factor: 1) C1

Test: LSD

Significance Level: 0.05
Variance: 0.00345580556
Degrees of Freedom: 9
Keep If:

n Means = 3
LSD 0.05 =0.09403346197

Rank Mean Name Mean  n Non-significant ranges
1 Pozitif Kontrol 0.25625 4%
2 Tar¢in 0.150625 4°
3 Karanfil 0.130375 4°
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