E. U. FEN BILIMLERI ENSTITUSU

EGE UNIVERSITESI

YUKSEK LISANS TEZI

[ZMIR KEKIGI (ORIGANUM ONITES L))
KLONLARININ BAZI KALITE VE
ANTIBAKTERIYEL OZELLIiKLERININ
BELIRLENMESi UZERINDE ARASTIRMALAR

Elmira DAVASAZ TABRIiZi

Tez Damismani : Prof. Dr. Emine BAYRAM

Tarla Bitkileri Anabilim Dali

Bilim Dalh Kodu : 501.12.00
Sunus Tarihi : 16.06.2015

Bornova-iZMiR
2015




EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LiSANS TEZI)

[ZMIiR KEKIGI (Origanum onites L.) KLONLARININ
BAZI KALITE VE ANTIBAKTERIYEL
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI UZERINDE
ARASTIRMALAR

Elmira DAVASAZ TABRIZI

Tez Damismani : Prof. Dr. Emine BAYRAM

Ikinci Damsman : Yrd. Doc. Dr. Hiiseyin TURKUSAY
(01.03.2013 tarihinden itibaren ikinci damismanhk

gorevi sona ermistir.)

Tarla Bitkileri Anabilim Dal

Bilim Dah Kodu : 501.12.00
Sunus Tarihi : 16.06.2015

Bornova-iZMIiR
2015






Ziraat Miihendisi Elmira DAVASAZ TABRIZI tarafindan yiiksek lisans tezi
olarak sunulan “Izmir Kekigi (Origanum onites L.) Klonlarinin Baz1 Kalite ve
Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi Uzerinde Arastirmalar” baslhikli bu
calisma E.U. Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi ile E.U. Fen Bilimleri
Enstitiisii Egitim ve Ogretim Yonergesi’nin ilgili hiikiimleri uyarinca tarafimizdan
degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve 16.06.2015 tarihinde yapilan tez

savunma sinavinda aday oybirligi/eyeeldugs ile basarili bulunmustur.

Jiiri Uyeleri:

Jiiri Baskam : Prof. Dr. Emine BAYRAM

Raportor Uye : Prof. Dr. Olcay ARABACI

Uye : Prof. Dr. Hatice OZAKTAN







EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
ETiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

E.U. Lisansiisti Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri
uyarinca Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Izmir Kekigi (Origanum onites
L.) Klonlarmm Bazi Kalite ve Antibakteriyel Ozelliklerinin Belirlenmesi
Uzerinde Arastirmalar.” bashikli bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, sundugum
tiim sonug, dokiiman, bilgi ve belgeleri bizzat ve bu tez calismasi kapsaminda elde
ettigimi, bu tez caligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara atif
yaptigimi1 ve bunlar1 kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez
calismasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin
olmadigini, bu tezin herhangi bir bdliimiinii bu iiniversite veya diger bir
tiniversitede baska bir tez ¢aligmasi i¢inde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan
yazimmna kadar biitiin safhalarda bilimsel etik kurallarina uygun olarak
davrandigimi ve aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul

edecegimi beyan ederim.

15/07 /2015

Elmira DAVASAZ TABRIiZi






vii

OZET

iZMiR KEKIGi (Origanum onites L.) KLONLARININ BAZI
KALITE VE ANTIBAKTERIYEL OZELLIiKLERININ
BELIRLENMESI UZERINDE ARASTIRMALAR

DAVASAZ TABRIZi, Elmira

Yiiksek Lisans Tezi, Tarla Bitkileri Anabilim Dali
Tez Danigmani: Prof. Dr. Emine Bayram

Ikinci Danisman: Yrd. Dog. Dr. Hiiseyin Tiirkiisay
Haziran 2015, 87 sayfa

Bu calismada, E.U.Z.F.Tarla Bitkileri Béliimii tarafindan klon seleksiyonu
yontemi ile gelistirilen 14 farkli kekik (Origanum onites L.) klonunun bazi kalite
ozellikleri ve bakteriyel etmenlere karsi antimikrobiyal etkilerinin belirlenmesi
amacglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda araziden hasat edilen bitkilerin
yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin analizi yapildiktan sonra bu yapraklarin
ekstraktlart ile ugucu yaglarin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
patojenine kargt olast in vitro antibakteriyel etkilerinin arastirilmasi
gerceklestirilmistir. Boylelikle elde edilen pozitif sonuglar, 6zellikle domateste
hastaliga yol acan ve tam anlamiyla kimyasal savasimi miimkiin olmayan bu
tehlikeli patojene karsi dogal yoldan bir miicadele yontemini ortaya koymustur.
Ayrica bu aragtirmada, 14 O. onites genotipinin kimiyasal bilesimleri hakkinda
elde edilen bilgiler ile farkli ugucu yag igeren bu klonlar arasinda segim
yapilmistir. Calismanin sonuclarina gore tiim klonlar arasinda birinci bicimde 5
nolu klon ve ikinci bigimde ise 11 nolu klonun daha iyi bir kaliteye sahip oldugu
belirlenmistir. Ug¢ nolu klonun ugucu yag1 birinci bicimde ve 7 nolu klonun ugucu

yag1 ikinci bi¢cimde en yiiksek antibakteriyel etkiyi gdstermislerdir.

Anahtar kelimeler: Kekik, Kalite, Antibakteriyel etki, Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis.






ABSTRACT

RESEARCH ON THE QUALITY AND ANTIBACTERIAL
PROPERTIES OF SOME ORIGANUM ONITES L. CLONES

DAVASAZ TABRIZI, Elmira

MSc Department of Field Crops
Supervisor: Prof. Dr. Emine BAYRAM
Co-Supervisor: Assist. Prof. Dr. Hiiseyin TURKUSAY
JUN 2015, 87 pages

In this study, quality properties and the antibacterial activity against
bacterial factors of 14 different Oregano (Origanum onites L.) clones have been
determined. Clones were developed by clonal selection method of Agriculture
Faculty of Ege University, Department of Agronomy. For this purpose, at first, the
analysis of the essential oils obtained from the leaves of the plants harvested from
the field was carried out. Subsequently, possible antibacterial effect of leaves
extracts and their essential oils on clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
pathogens was investigated. In addition, based on the chemical composition
conducted in the present study. The opportunity to select clones containing
different types of essential oils has been revealed. According to the results, among
the 14 clones considered in this study, in the first harvest, clone No. 5 and in the
second harvest clone No.11 showed better quality. On the other hand, from
antibacterial activity point of view, in the first harvest clone No. 3 and in the
second harvest clone No. 7 showed the highest antibacterial activity. As a result, a
natural method has been revealed to prevent development of dangerous pathogens

which cause disease in tomatoes and have not any non-chemical treatment.

Keywords: Origanum onites, Quality, Antibacterial, Clavibacter

michiganensis subsp. michiganensis.
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1. GIRIS

Tibbi bitkilerin tedavi amagla kullanilmalar1 eski yillardan beri
devam etmektedir. Diinya saghk teskilai (WHO)'min 91 {lke iizerinde
yaptigi bir arastirmada, tedavi amagla kullanilan bitkilerin sayisinin
20.000 civarinda oldugu belirlenmistir. Bu  bitkilerden 500" {iniin
tretiminin  yapildigi kaydedilmistir. Degisik amagclarla kullanilan bitkiler
daha az sayida farmakopede (Kodeks) kayithidirlar. Ornegin  Tiirk
kodeksinde 140 adet bitki kayitli olmasimna ragmen halk arasinda saglik
konulartyla ilgili kullanilmakta olan tibbi bitkilerin sayis1 ¢ok daha
fazladir (Kirbag, 1999).

Tiirkiye, mevcut bitkisel c¢esitliligi yoniinden oldukca dikkate deger
ve zengin bir floraya sahiptir. Bu zenginlik; Ug fitocografik bolgenin
kesistigi bolgede bulunmasi, Giiney Avrupa ile Giiney Bati Asya arasinda
koprii olmasi, pek ¢ok cins ve seksiyonun orijin ve farklilasim merkezinin
Anadolu olusu, ekolojik ve fitocografik farklilasmanin sonucu olarak tiir

endemizminin yliksek olmasina neden olmustur (Dagc1 vd., 2002).

Aromatik  bitkilerin  ila¢  Ozellikleri  kismen  ugucu  yaglara
atfedilmistir. Ucgucu yag deyimi ilk kez 16. ylizyilinda  Paracelsus von
Hohenheim tarafindan kullanilmigtir. Paracelsus von Hohenheim ilacin
etken bilesenini 'Quinta essential’ olarak adlandirmistir (Guenther, 1950).
20. ylzyiln ortalarindan beri ugucu yaglarin, parfim, kozmetik ve
gidalarda tat verici olarak kullanimlart nerdeyse tamamen azalmis ve
farmasotik preparasyonlarda ise artmistir. Ugucu yaglar dogal, kompleks,
cok bilesenli ve esas olarak terpenler ve ek olarak diger non-terpene
bilesenlerden olusan bir yapiya sahiplerdir. Ucucu yaglarin zarar verici
yonlerinden dolayr kullanilacagi yer ve dozunun 1iyi bir sekilde

ayarlanmasi gerekir (Edris, 2007).

Ugucu yaglarin bazi bilesenlerinin belli doz artiglarinin  paralel

olarak genotoksik aktivitesine neden oldugu saptanmistir (Millard, 1973;



Dooms-Goossens vd., 1977; Lewis vd., 1995; Shah wvd., 1996; Edris,
2007).

Tirkiye'de yaygin  olarak  kullanilan  Origanum  tiirlerinin  timi
Ballibabagiller (Labiatae=Lamiaceae) familyasina aitlerdir. Origanum adi
Yunanca’dan gelmistir ve dag silisi (oros=dag, ganos=siis) anlamina
gelmektedir (Gilingér, 2002). Tirkiye’de 22 tire bagli 32 g¢esit Origanum
bitkisi yetismektedir ve bu 22 tirden, 21’1 sadece Tiirkiye'de endemiktir.
Diinyada bilinen 52 Origanum ¢esidinin % 60’1 Tirkiye de yayilis
gostermekte oldugu i¢in bu durum ilkenin Origanum tiirlerinin gen

merkezi olduguna iligskin gii¢lii bir kanit olmaktadir (Baser, 2001).

Origanum, Thymbra, Coridothymus, Satujera  ve  Thymus
Tiirkiye’de kekik tiirlerinin dahil oldugu cinslerdir. Ugucu yag iiretiminde
kullanllan ve ihracatt ¢ok yapilan tirler ise; Origanum onites (bilyali
kekik, Izmir kekigi), Origanum vulgare subsp. hirtum (istanbul kekigi,
kara kekik), Origanum minutiflorum  (Sitciiler kekigi, yayla kekigi, Tota
kekigi), Origanum majorana (beyaz kekik, Alanya kekigi) ve Origanum
syriacum var. bevanii (dag kekigi, Suriye kekigi, Israil kekigi)’dir (Baser,
2001).

Kekigin herbasi, yapraklar1 ve ucucu yag kullanilan kisimlardir.
Bu bitkinin kurutulmus yaprak, c¢icek ve tomurcuklarindan su buhar
yontemi ile % 2 - % 8 oraninda ugucu yag elde edilmektedir. Bu bitkinin
ucucu yag1 kendine oOzgli kokusunu tasir ve yakict lezzete sahiptir.
Kekigin ugucu yag1 Carvacrol ve Thymol gibi monoterpenik fenollerce
zengindir ve c¢ok giicli bir mikrop Oldiirlicii 6zellige sahip oldugu igin

bakteri ve mantar enfeksiyonlarinda etki gostermektedir (Baser, 2001).

Son yillarda antibiyotiklere kars1t direngli suslarin  ortaya c¢ikmasi
artmistir.  Ayrica sentetik ilaglarda ¢ok goriilen yan etkilerin dogal
kaynakli ilaglarda ise goriilmemesi veya daha az gorlilmesi, bilim

adamlarin1 dogal kaynakli ilaglari aragtirmaya itmistir (Diirger vd., 1999).



Kekigin ugucu yag1 ve bilesenleri iizerinde bircok ¢alisma
yapilmigtir. Kekik diinyaca {inlii, en Onemli ve wugucu yaginda yaygin
olarak kullanilan baharatlardan sayilir. Ugucu yaginda thymol, carvacrol,
p-cymene, terpineol, borneol ve linalol gibi bilesenler bulunmaktadir.
Thymol ve carvacrol bitkinin kokusuna neden olan maddelerdir. Aym
zamanda carvacrol ve thymol kekik ugucu yagmin ana bilesenini
olusturmaktadirlar. Thymol gilicli bir antimikrobiyaldir. Bazi1 iilkelerde
tek basma gida aroma katkist olabilmektedir. Gida disinda eczacilik,

kozmetik ve parfiimeride de kullanilmaktadir (Akgiil, 1993).

Origanum, Thymbra ve Satureja tiirii kekiklerin ugucu yaglarinda
carvacrol yiiksek oranlarda bulunur iken Thymus tiirii kekiklerin ugucu
yaginda yiiksek oranda bulunan madde thymol’ diir (Baser 1994). Kekik
tirlerinden elde edilen ugucu yaglar daha yiiksek oranda Carvacrol ve
daha diisik oranda Thymol igerecek olursa, ilag ham maddesinden c¢ok,
Ozellikle gida hammaddesi olarak tercih edilebilir (Baydar ve Erdal,
2002).

Ugucu yaglarin  bakteriler, kif mantarlar1 ve mayalara karsi
antibiyotik ve antiseptik o6zellikleri olabilmektedir. Geyik otu (Satureja
hortemsis), tar¢in (Cinnamomum zeylaniccum), kekik (Thymus ve Origanum
turleri),  karanfil ~ (Caryophyllus  aromaticus), lavanta  (Lavandula
officinalis) ve okaliptiis (Eucalyptus globulus) yaglar1 en antiseptik yaglar
olarak  belirlenmislerdir. Kekik yaginin bilesenleri arasinda bulunan
thymol maddesi fenolden 20 kat daha fazla antiseptiktir. Diger bilesenler
arasinda Limonen ve a-pinen bilesenleri ise antibakteriyel ve antifungal
etki gostermektedir. Antimikrobiyal aktivitenin mekanizmasi i¢in lipofilik
bilesiklerce hiicre zarmin bozulmast ve hidroksil grubunun girisiyle
lipofilikligin azalmas1 olarak diislinlilmektedir (Grassmann and Elstner,
2003).

Bakteriler, bitkilerde ve bitkisel iirlinlerde ekonomik kayiplara
sebep olan Onemli etmenlerden sayilirlar. Bu etmenler birgok  bitkide

tarla doneminde veya hasat sonrasi depolanmig iirlinlerde ekonomik



kayiplara neden olmaktadirlar. Diinyada antibiyotikler hari¢, bakteri
etmenlerine  karst  kullanilan  etkili  bir  tedavi  edici  pestisSit

bulunmamaktadir (Altundag ve Belma, 2005).

Bakir oksit, bakir oksikloriir, bakir hidroksit, bakir siilfat ve bordo
bulamact gibi hazir bakirli preparatlar tarla doneminde bakteriyel
hastaliklara kargt hastaligi tedavi etmek amaciyla degil, sadece koruyucu
olarak bitkiye hastaligin bulasmasini Oonlemek amaciyla

kullanilmaktadirlar (Anonymus, 1995).

Kekik ucucu yaginda yiiksek orana sahip ana bilesenler olarak
bilinen Carvacrol ve Thymol etkili maddeleri, iki sera zararlisi olan Aphis
gossypii ve Tetranychus cinnabarinus patojenlerinin tim donemlerinde
toksik etki gosterirler. Yapilan fumigant testlerinde, hem ambar hem de
sera zararlilarina karsi, Carvacrol ve Thymol maddelerinin doz artisiyla
paralel olarak toksisitelerinde oOnemli derecede artis oldugu belirlenmistir
(Erler, 2000).

Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis (Smith) Davis et al’in

(Cmm) domateste bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina neden olur.

Diinyada yogun tiiketimi olan ve yiiksek vitamin ve mineral
icerigine sahip olan sebzelerden biri domates (Lycopersicum esculentum
Mill)" tir  (Anonymous, 2005). Domateslerde fungal ve viral hastalik
etmenlerinin yan1 sira pek c¢ok bakteriyel etmen de Onemli {iriin
kayiplarina neden olmaktadir (Karaca ve Saygili, 1982). Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Smith) Davis et al. bakterisinin
(Cmm) neden oldugu bakteriyel solgunluk hastaligi o6nemli bakteriyel
hastaliklardan biridir. Bu bakteriyel hastaligi ilk kez 1909 yilinda Etmen’
in  Amerika Birlesik Devletlerinin  Michigan eyaletinde domates {iretilen
alanlarinda  saptandigindan  beri tim dinyanin domates yetistirilen
bolgelerinden rapor edilmektedir (Gleason vd., 1993). Tokgéniil’ iin 1998
yilinda bildirdigine gére Cmm bakterisinin neden oldugu bu bakteriyel

solgunluk hastahig Tiirkiye'de ilk olarak I¢ Anadolu bdlgesinde (Bremer



vd., 1950) saptanmistir ve daha sonra Giiney Dogu  Anadolu (Bremer
vd.,1952), Marmara (Karahan, 1965) ve Ege (Karaca ve Saygili, 1977)
bolgelerinde tespit edilmistir.  Adi  gecen hastalik sonradan yapilan
calismalarda Dogu Akdeniz (Cmar, 1980), Bati Akdeniz (Basim vd.,
2004) ve Dogu Anadolu (Sahin vd., 2002) bdlgelerinde domates iiretimi
yapilan alanlarda belirlenmistir (Cetinkaya ve Aysan, 2008).

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in  neden oldugu
iriin kayiplar1 esas olarak bitkilerin solmasi ve c¢okmesiyle olusmaktadir.
Kusgozii lekesi olarak da bilinen meyve lekeleri taze tiiketilen domates
meyvesinin ~ pazar  degerini  disiirmeye neden  olmaktadir.  Etmen
Solanaceae familyasindan domates (Lycopericium esculentum L.), biber
(Capsicum annum L.), patlican (Solanum melongena) ve Lycopersicon
hirsutum,  Lycopersicon  pimpinellifolium  gibi  bitkilerinin  bazilarinda
goriilse de ekonomik anlamda Onemli oldugu tek kiltiir bitkisi domatestir
(Gleason wvd., 1993). Cmm Domatesin en yikicti ve en korkulan
hastaliklarindan  birine neden olan etmen olarak tanimlanmis ve
Domatesde  %60-80  oraninda  Uriin  kayiplarina  yol  agabilecegi
belirlenmistir (Sherf and Macnab, 1986).

Pestisitler hizli ve yiiksek oranda etkili olmalari nedeniyle bitki
koruma problemlerinin ¢oziilmesinde ¢ok fazla ve yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir.  Ayrica  pestisit  kullanimin ~ zarar  verici  yoOnlerinde
bakildig1 zaman, Ornegin; zararli  organizmalarda goriilen  dayaniklilik
veya insan ve g¢evre sagligi lzerindeki olumsuz etkileri pestisitlerin
zarar verici yonlerini ve risklerini minimize edecek sekilde
kullanilmalarinin ~ gerceklestirilmesi zorunlulugunu da beraberinde

getirmektedir (Delen vd, 2005).

Tiirkiye'de  antibiyotik  iceren  ilaglara  ruhsat  verilmemektedir.
Bunun nedeni ise tarim alanlarinda  bu tip ilaglarin zirai miicadelede
kullanimlarinin yasak olmasidir. Tarlalarda ¢ok fazla antibiyotik ilaglarin
kullanimlar1 ~ sonucunda  dayanikli  bakteri  popiilasyonlarinin  ortaya

cikmasi, kullanmilan  irlinlerin  {izerinde kalintilarin  sonradan  insan



viicuduna  geg¢mesi, insan  hastaliklarina neden  olan  bakterilerin
antibiyotiklere karst direngli olmalarmin  saglanmast ve bu ilaglarn
uygulayan  kisilere = dogrudan  zararli  etkide  bulunmalar1  ihtimali,
antibiyotik iceren ilaglara ruhsat verilmemesini gerektirmistir. Keza
tarlalardaki bilingsiz ilaglamalar veya ilaglar icin Onerilen dozun yiiksek
miktarlart ve uygun olmayan zamanda kullanilmalari, giinliilk hasat edilen
veya 2-3 giinde bir bi¢imi yapilan iriinlerde de kullanilma riski ve
denetim mekanizmalarinin istenilen diizeyde bulunmamalari
nedenlerinden dolayr antibiyotiklerin  bitki hastaliklarina  karst  ruhsat

verilmesi ve kullanilmasi uygun goriilmemistir.

Bitkilerden elde edilen bilesikler dogal bir yapiya sahip olduklari
icin kisa zamanda dekompoze olarak toprak ve su kirliligine neden
olmazlar ve birgok hayvan ve diger canlilar bu dogal bilesiklerden
kendilerini  koruyacak mekanizmalar  gelistirmislerdir. =~ Ayrica  iriinler
iizerinde  insan  saghigmi  tehdit edecek uzun  siireli  kalintilar
olusturmadiklar1 i¢in bu maddeler {izerinde birgok arastirma yapilmistir

(Erler, 2000).

Ugucu yaglar bu dogal bilesiklerin baginda gelmektedirler.

Kekik yagimin ana bilesenleri olan thymol ve carvacrol maddeleri
pH ve inorganik iyon dengesini etkiliyerek hiicre zarmmin gegirgenliginin
bozulmasmma neden olurlar. Kekigin inhibe edici  etkileri Carvacrol ve
Thymol'iin yaninda diger fenolik  bilesiklerin hiicre zarindaki fosfolipit
tabakasin1 uyayarak hiicre igindeki yasamsal yapilarin  gegirgenliginin
artirmasindan ~ veya  mikroorganizmalarin enzim sistemlerinin
bozulmasindan kaynaklanmaktadir (Lambert vd., 2000; Helander vd,
1998).

Gram negatif bakteriler, Gram pozitif bakterilere kiyasla, ugucu
yaglarin antibakteriyel Ozellikleri karsisinda daha direngli olmaktadirlar.
Bu direncin gram negatif  bakterilerinin hiicre duvarindan

kaynaklanabilecegi  belirtilmektedir. =~ Aromatik ve  fenolik  bilesiklerin



antimikrobiyel etkisi, yapt ve fonksiyon degisikligi ile sitoplazma zarinda
goriilmektedir. Sitoplazma zarinin  segici  gecirgenliginin  kaybi  hiicre

Oliimii olarak tanimlanmaktadir (Evren ve Tekgiiler., 2011).

E.U.ZF. Tarla Bitkileri Bo6limii deneme alani, Tibbi ve Aromatik
Bitki Laboratuvar1 ve Tohum Teknolojisi Uygulama ve Arastirma
Merkezi (TOTEM) bakteriyoloji laboratuvarinda vyiiriitilen bu ¢aligmada;
Origanum onites tiirtine ait gelistirilmis klonlarin bazi kalite kriterlerinin
belirlenmesi ve aym zamanda elde edilen bitki ekstraktlart ve wugucu
yaglarin antibakteriyel etkilerinin saptanmasi amaglanmigtir. Bu amagla
14 farkli Origanum onites genotipi ugucu yagmmm bir Gram pozitif
aerobik bakteri olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis
((E.F.Smith)  Jensen)  iizerindeki  antibakteriyel  etkinligi in-vitro

kosullarinda incelenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Antibiyotiklere karst direngli suslarin olugmasi 6nemli bir problem
haline gelmistir. Dogal bitki igeriklerinden elde edilen maddeleri
kullanarak patojen mikroorganizmalara karsi etkili olan bitki tiirleri ve bu
tirlerin icerdikleri etken maddelerin tespit edilmesi, diinyada {iizerinde

yogun bir sekilde ¢aligilan bir alan haline gelmistir (Ertiirk vd., 2010).

Organizmalarin  pestisitlere karst  duyarliliklarinin  azalmasi, insan
saghigint ve cevre kirliligini en c¢ok etkileyen olaylardan biri sayilir. Bir
organizmanin pestisite karst duyarlilifi azaldikca, o pestisitin etkinligi de
diiser. Bunun sonucunda uygulayicilar Onceki etkiyi elde etmek igin
kullanim dozunu yiikseltmek zorundalardir. Bdylece dozlarin artmasi ile
pestisit kalintilar1 ¢evrede ¢ogalmaya baslar. Adaptasyon ve dayaniklilik
organizmalarin pestisitlere karst duyarliliklarinin  azalmasina neden olan
iki  Onemli yoldur. Adaptasyonda, organizmanin genetik  yapisinda
degisiklik olmaksizin, kimyasal maddeye uyum gostererek duyarliligin
azalmasidir.  Ancak  dayaniklilikta,  organizmanin  genetik  yapisinda

degisiklik oldugu i¢in pestisite karsi duyarliligi azalir (Delen vd, 2005 ).

Kekik ve kekik olarak bilinen bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri
yapilan bir¢ok arastirmada belirlenmistir. Arasgtirmalar genelde klinik
patojenler ve gidalarda etkili olan etmenler iizerinde yapilmistir.
Teknoloji ve bilimdeki gelismelere parallel olarak tibbi ve aromatik
bitkilerin icerdikleri bilesikler tespit edilmis, bitki, hayvan ve insanlarda
zararli olan etmenlere karst etkili olan mekanizmalar belirlenmeye

calisilmistir (Altundag vd., 2005 ).

Bitkilerinin ugucu yag1 ve bilesenlerinin  antibakteriyel etkileri
konusunda tizerinde en c¢ok calisma yapilan bitki familyalarindan biri de

Labiatae familyasidir.

Literatiirde bu konuda yapilan ¢aligmalar incelenecek olursa ;



Lavic et al. (2011), Lamiaceae familyasina ait olan ve Amerikan
kiiltir koleksiyonundan elde edilen ii¢ bitkinin (Origanum vulgare L.,
Thymus wvulgaris L ve Thymus serpyllum L.) antibakteriyal etkilerini disk
difiizyon yontemi kullanilarak, bes bakteri (Escherichia coli, Salmonella
choleraesuis, Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis) iizerinde incelemistir. Bu arastirmanin sonuglarina goére ugucu
yaglarin  tiiri, konsantrasyonlar1 ve bunlarin interaksiyonu, incelenen
bakterilerin iizerinde anlamli olarak farkli etkiler gostermislerdir. Ayrica
en c¢ok antibakteriyal etkiyi Origanum vulgare ve en diisiik etkiyi Thymus
serpyllum  bitkileri ~ gOstermistir. Origanum bitkisi Gram-negatif
bakterilere karst1 daha disik konsantrasyonlarda (MIC/MBC=0.39/0.78
ul/ml) etki gosterirken, Gram-pozitif bakterileri MIC/MBC=0.78/1.56
ul/ml  konsantrasyonda  etkilenmistir. Bu  c¢alismaya  gore,  bakteri
cesitlerinden  bagimsiz  olarak,  bakterilerin  inkiibe edildigi  besin
ortamlarinda ucucu yaglarin konsantrasyonlarinin azalmasi ile

antibakteriyal etkilerinin azaldig1 saptanmistir.

Origanum vulgare bitkisinin  antibakteriyel aktivitesi Salmonella
serotipleri tiirleri tizerinde arastillmistir. Calismada kullanilan iki farkli
yonteme gore Origanum vulgare bitkisinin  ekstrakti  hazirlanmustir.
Birinci  yontemde farkli  yogunluklar1 olan O. vulgare bitkisinin
ekstraktlar1 ve antibiyogram diskleri kullanilarak disk difiizyon yontemi
uygulanmigtir. Salmonella gallinarum 15 mm, Salmonella enteriditis 19
mm ve Salmonella  typhimurium cinsi 16 mm zon  ¢aplar
olusturmuslardir. ikinci yontemde ise farkli yogunluklara sahip olan bitki
ekstraktlar1 besiyerlerine eklenmis ve Salmonella bakteri tiirlerinin treme
yogunluklari bu besiyerlerinde oOlglilmistiir. S. enteriditis i¢in 20 ul/ml
bitki ekstrakti igeren petride 1600 koloni sayilirken, 30 pl/ml ekstrakti
iceren petride 440 koloni sayilmistir. S. typhimurium i¢in 20 ul/ml bitki
ekstraktt bulunan petride 952 koloni sayilirken, 30 pl/ml ekstrakt bulunan
petride 536 koloni sayimi yapilmistir. Yapilan ¢alismada, Origanum
vulgare ekstraktinin  Salmonella serotipleri {izerinde antibakteriyel -etkisi

oldugu saptanmistir (Babacan vd., 2012 ).
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Ertirk vd., (2010) c¢alismalarinda ticari olarak tanman kekik
(Thymus vulgaris) ve nane (Mentha species) ucucu yaglarinin, klinik
Ooneme sahip olan bakteriler ve maya tiirleri tizerinde antimikrobiyal
aktivitelerini karsilagtirmislardir. Bu calismada, kekik yaginin
Pseudomonas aeruginosa bakterisi harig test edilen tim
mikroorganizmalara karst giliclii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Iki bitkinin ucucu yaglar1 kiyaslanirsa Mentha species yagi
test edilen ¢ogu mikroorganizmalara karsi Thymus vulgaris yagindan
daha az antimikrobiyal aktivite gOstermistir. Ayrica arastirmada maya

tiirlerine kars1 kullanilan iki ugucu yaginda etkili olduklar1 saptanmistir.

Yapilan ¢alismadan elde edilen sonuglara gore Thymus vulgaris
bitkisinin ugucu yagi, Mentha species ucucu yagina gore daha gigli
antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Kekik ve nane
bitkilerinin  olusturduklar1 inhibisyon bolge caplart  karsilagtirildiginda,
aralarinda oOnemli farklihik oldugu goriilmiistiir.  Bitkilerden elde edilen
ucucu yaglar antimikrobiyal Ozellikleri nedeniyle, gida, kozmetik

endiistrisi ve tibbi kullanimlarda alternatif olmaya adaylardir.

Duman Aydin (2008) tarafindan yiriitilen c¢alismada, 26 cesit
bitkinin su ekstrakti ile karsilastirmali olarak, laktik asit, sitrik asit,
salisilik asit ve sorbik asitin, Escherichia coli 0O157:H7, Listeria
monocytogenes,  Yersinia.  enterocolitica ve  Staphylococcus.  aureus
suslarina karst in vitro etkinlikleri arastirillmistir. Test edilen tiim asit
soliisyonlarmin ~ Yersinia  enterocolitica  ve  Staphylococcus  aureus
suslarin1  inaktive ettigi ve sorbik asidin E. coli O157:H7 ve L.
monocytogenes  suslarin1  sadece  sayica indirgeyebildigi  saptanmustir.
Incelenen tiim bitki ekstraktlar1 S. aureus iizerine inhibitdr etkisi
gostermistir.  E. coli O157:H7, kusburnu (Rosa canina), aga¢ hatmi
(Hibiscus syriacus), sumak (Rhus coriaria), kekik (Thymus vulgaris),
karanfil  (Syzygium aromaticum), ogulotu (Melisa officinalis), giinlik
(Liquidambar orientalis), yesil c¢ay (Camellia sinensis), ihlamur (Tilia
tomentosa), yasemin (Jasminum officinale), siyah ¢ay (Camellia sinensis)

ve papatyadan (Bellis sylvestris), L. monocytogenes ise kusburnu, agag
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hatmi, sumak, kekik, karanfil, ogulotu, giinlik, aspir (Carthamus
tinctorius), siyah c¢ay, yasemin, hazanbel (Acorus calamus), meyan kokii
(Radix liquiritiae), adagayr (Salvia officinalis), kisnis (Coriandrum
sativum), rezene (Foeniculum wvulgare), zencefil (Zingiber officinale),
karabas otu (Lavandula stoechas), 1sirgan (Urtica dioica) ve nane
(Mentha piperita)’ den etkilenmistir.

Papatya, meyan kokii ve adagayr disindaki tiim ekstraktlar Y.
enterocolitica lizerine degisen derecelerde inhibitor etkisi gosterdikleri
saptanmigtir. Bu c¢aligmadan elde edilen sonuglara gore etkin ekstraktlarin

gida koruma alaninda kullanilabilecegi belirlenmistir.

Oral vd., (2008) c¢alismalarinda, 20 bitki Orneginden elde edilen
hidrosollerin  [Kekik (Thymus serpyllum), Sumak (Rhus aromaticus),
Karanfil ~ (Syzygium aromaticum), Isirgan (Urtica dioica), Angelika
(Angelica archangelica), Akasya (Robinia pseudoacacia), Oak (Quercus
ithaburensis),  Adacayr  (Salvia  officinalis), Adi ardig  (Juniperus
communis), Biberiye (Rosmarinus officinalis), Ekinezya (Echinacea
purpurea), Cay (Camellia sinensis), Feslegen (Ocimum basilicum),
Mersin  (Myrtus communis), Ceviz (Juglans regia), Defne (Laurus
nobilis), Nane (Mentha longifolia), Mantuvar (Helichrysum plicatum),
Sar1 papatya (Anthemis nobilis) ve kantaron (Hypericum perforatum)],
Aeromonas hydrophila, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve
Pseudomonas fluorescens bakterileri iizerine in vitro antibakteriyel
aktivitelerini  arastirmiglardir.  Kekik  (Thymus serpyllum) ve Kkaranfil
(Syzygium  aromaticum),  incelenen  tim  bakterilere = karst  etkin
bulunmuslardir. Yapilan arastirmadan elde edilen bulgulara gore bu bitki
hidrosollerinin  antimikrobiyel 06zellikleri sebebiyle gidalarin  bozulmaya

kars1 korunmalarinda kullanilabilecekleri belirlenmistir.

Tirkiyemin ~ ¢esitli  yOrelerinden  toplanan ~ Menengi¢c  (Pistacia
terebinthus L.), Aziotu (Sambucus ebulus L.), Hindiba (Cichorium
intybus L.), Giimiisdiigme (Tanacetum partheneum (L.) Schultz Bip),
Solucanotu  (Tanecetum  vulgare L.), Binbirdelikotu  (Hypericum
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perforatum L.), Bozotu (Marrubium parviflorum), keklikotu (Origanum
vulgare L. subsp. wvulgare), Ebegiimeci (Malva sylvestris L.), Sahtere
(Fumaria officinalis L.), Yogurtotu (Galium verum L. subsp. verum),
Sigirkuyrugu (Verbascum spp) ve iki farkli yerlerden toplanan Isirganotu
(Urtica dioica L.), bitkilerinden elde edilen 14 etanol ekstraktinin 2 Gram
pozitif (Staphylococcus aureus ve Streptococcus agalactiae) bakterisi ve
5 Gram negatif (Salmonella enteritidis, Salmonella  gallinarum,
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia ve Pseudomonas aeruginosa)
bakterisine karst disk difiizyon ve dilisyon yontemleri kullanilarak in
vitro  kosullarda antibakteriyel etkileri arastirilmistir.  Disk  difiizyon
yonteminde olusan inhibisyon zon ¢apmna gore 14 bitki ekstraktinin
12'sinin  bakteri tiirlerine kars1 farkli derecelerde antibakteriyel aktivite
gosterdikleri saptanmustir. Malva sylvestris bitkisi genis etki spektrumu

gostererek, 5 bakteriye karsi inhibisyon zonlart olugturmustur.

Buna kargin Verbascum spp. ekstrakti yalnizca bir bakteriye karsi
antibakteriyal etki gostermistir. En yiikksek antibakteriyel aktivite ise
Hypericum perforatum ekstraktina ait oldugu saptanmustir. Antibakteriyel
aktivite gosteren bitki ekstraktlarinin  minimum inhibitér konsantrasyon
(MIC) degerleri 0.125-4 mg/ml  arasinda degismis ve MIK degerlerinin
yiksek olmalar1 nedeniyle bitki ekstraktlar1 standart antibiyotiklerle
karsilastirildiginda bu ekstraktlarin zayif ve orta diizeyde aktiviteye sahip
olduklar1  belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore bu arastirmada
denenen bitkilerin ¢ogu antibakteriyel ajanlarin kaynagi olabilecekleri

kanisina varilmistir (Keles vd., 2000) .

Benli ve Yigit, (2005) Tiirkiye’ de tibbi bitki olarak tanimlanan ve
yiksek miktarda kullanimi olan Thymus vulgaris (Kekik) bitkisinin
antimikrobiyal aktivitesini, sekiz farkli ¢6zgen kullanilarak hazirlanan

ekstraktlar1 kullanarak denenmistir.

Arastirmada kullanilan ¢dzgenler: Aseton (Merck), Dimetilsiilfoksit

(DMSO) (Merck), Etil Asetat (Merck), Kloroform (Merck), Etanol
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(Merck), Metanol (Merck), Distile su ve %5’lik Tween (Merck) karisimi
ile Distile su (Kaynatma)' dur.

Tki farkli yontem kullanilarak, hazirlanan ekstraktlarin
antimikrobiyal aktiviteleri 14 mikroorganizma iizerinde denenmistir. Bu
mikroorganizmalarin 4 tanesi maya, 10 tanesi de bakteri Ornegi olarak

secilmistir.

Bunlar: Enterococcus  gallinarum (CDC-NJ-4), Enterococcus
faecalis (ATCC 29212), Bacillus subtilis, Escherichia coli (ATCC 25922)
maya suslar1 ve Saccharomyces cerevisiae (Pakmaya), Candida albicans
(845981), Shigella, Escherichia coli, Candida crusei (ATCC 6258),
Streptococcus pyogenes (ATCC 19615), Streptococcus aureus (ATCC
29213), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Candida albicans
(90028), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) bakteri suslaridir.

Bu c¢aligmada kullanilan sekiz farkli ekstraktin, mikroorganizmalar
arasindan yalmizca Bacillus subtilis (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji ~ Bolimii ~ Bakteriyoloji ~ Laboratuvar1  kiiltiir  koleksiyonu)
bakterisine kars1 antimikrobiyal etki gosterdikleri saptanmistir.
Arastirmadan elde edilen bulgulara goére, uygulanan yontemlerden en iyi
sonug¢ verenin damlatma yontemi oldugu ve en iyi ¢ozgenin de Metanol

ile Su + %5’lik Tween 20 karisiminin oldugu belirlenmistir.

De Martino et al., (2009) farkli yerlerde biiyiiyen (Giiney Italya)
yabani ii¢ Origanum vulgare orneginden elde edilen ugucu yaglari analiz
etmislerdir. Ugucu yag analizinden; carvacrol, thymol, a-terpineol, linalyl
acetate ve linalool elde edilmistir. Bu c¢alismada, Origanum vulgare L.
ssp. hirtum’ un kimyasal bilesimi ile Dbiyotip ve/veya kemotipleri
arasindaki iliskiyi aydinlatmaya ¢alismislardir. Ayni  zamanda ugucu
yaglarin antibakteriyal aktiviteleri 10 mikroorganizmaya kars1
degerlendirilmistir.  Carvacrol ve thymol bilesenlerinin  antimikrobiyal

aktiviteleri onceden belirlenmistir.
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Brum Cleff vd., (2009) c¢alismalarinda, 16 izole Candida tiiriine
karsi, Origanum vulgare 'den elde edilen ugucu yagin etkisini in vitro

kosullarda degerlendirmislerdir.

Denemede Candida tiirlerinden: C. albicans (ATCC strains 44858, 4053,
18804 ve 3691), C. parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 34135), C.
lusitaniae (ATCC 34449) ve C. dubliniensis (ATCC MY 646) kullanilirken, diger
altis1 disi kopegin vajinal mukoza zarindan, biri kopegin derisinden ve biri de

maymundan izole edilmis ve paralel olarak test edilmistir.

Kromatografik  analizi ugucu yag i¢inde mevcut olan ana
bilesiklerin 4-terpineol (%47.95), carvacrol (%9.42), thymol (%8.42) ve
a-terpineol (%7.57) oldugunu ortaya koymustur.

Test edilen tiim suslarm O. vulgare ugucu yagma duyarli oldugu
saptanmistir. Sonuglar O. vulgare ugucu yagimin Candida tiirlerine karsi
gosterdigi antifungal etki, in vitro kosullarinda, Candida ’'lar ig¢in

alternatif bir tedaviyi temsil edebildigini diisindiirmektedir.

Sivropoulou et al., (1996), Origanum vulgare ssp. hirtum,
Origanum dictamnus ve ticari olarak temin edilen bir Origanum yagi
olmak iizere t¢ Origanum wugucu yagmi GC-MS (gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi) ile analiz etmislerdir. Arastiricilar toplam yagda en
yliksek oranda sirasiyla carvacrol, thymol, vy-terpinene ve p-cymene

bilesenlerini belirlemislerdir.

U¢ ugucu yag, sekiz gram pozitif ve gram negatif suslar1 iizerinde
yilksek derecede antimikrobiyal etki gdstermislerdir. U¢ ugucu yagin ana
bilesenleri  arasinda  carvacrol ve thymol en yiiksek seviyede
antimikrobiyal etki gosterirken, onlarin biosentetik Onculeri y-terpinene

ve p-cymene antimikrobiyal etki gostermemislerdir.

Adigiizel vd., (2005) vyiiriittiigii c¢alismada, Labiatae familyasina ait

olan Ocimum basilicum’ un etanol, metanol ve hekzan ekstraktlarinin
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antimikrobiyal ozelligi in vitro kosullarinda toplam 146
mikroorganizmaya karsi arastirtlmistir.  Bu calismada disk difiizyon ve
minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIC) yontemleri kullanilmis ve
mikroorganizmalar, 55 bakteri, 4 fungus ve bir mayadan olusmustur.
Aragtirmadan elde edilen bulgular denenen 3 ekstrakttan higbirinin
antifungal  etkiye sahip olmadigm1 ve sadece antikandidal ve
antibakteriyal aktivite gosterdiklerini belirlemistir. Hem hekzan hem de
metanol ekstraktlart 23 Candida albicans tiiriinden 3 tanesine Kkarsi
inhibisyon  etkisi  gosterirken, etanol  ekstrakti  gostermemistir.  O.
basilicum bitkisinden elde edilen 3 ekstraktin da degisik oranlarda
antibakteriyal  aktivite  gosterdikleri = saptanmistir.  Hekzan  ekstrakt,
metanol ve etanole ekstraktlariyla karsilastirildiginda daha giiglii ve genis
oranda antimikrobiyal aktivite gosterdigi ve test edilen 146 bakteri susuna
kars1  sirasiyla %10, 9, 6 oranlarinda inhibisyon etkileri oldugu

belirlenmistir .

Oussalah et al., (2007) aragtirmalarinda, yirmi sekiz ugucu yagin
antibakteriyal ozellikleri, Escherichia coli 0O157:H7, Listeria
monocytogenes 2812 1/2a, Salmonella typhimurium SL 1344 ve
Staphylococcus aureus bakterilere karsi  degerlendirmislerdir.  Minimal
inhibisyon konsantrasyon (MIC) ve Maksimum toksik konsantrasyon
(MTC) degerlerini her patojene gore belirlemek icin ugucu yaglar farkli
konsantrasyonlarda agar besin ortamima ekilmistir. Sonuglara  gore,
Corydothymus capitatus, Cinnamomum cassia, Origanum heracleoticum,
Satureja montana ve Cinnamomum verum en ¢ok antibakteriyal etkileri
oldugu saptanmustir. Adi gegen bitkiler, MIC<%0.05 (hacimsel) degerini

tiim bakterilere kars1 gostermislerdir.

Thymus  wvulgaris  thymoliferum,  Thymus  serpyllum,  Thymus
satureioides, Cymbopogon martinii, Pimenta dioica, Cinnamomum
verum ve Eugenia caryophyllus ugucu yaglarinin test edilen bakterilere
karsi, MIC<%0.4 (hacimsel) olarak daha disik antibakteriyal etkileri

oldugu saptanmuistir.
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Origanum vulgare ugucu yag ve iki Onemli ana bileseni, carvacrol
ve thymol 'un Minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) degerleri,
Pseudomonas aeruginosa Ve Staphylococcus aureus Dbakterilere Kkarsi
incelenmistir. Bu inhibisyon, membran biitiinliigline hasar vererek, PH
homeostasis ve iyonlarin dengesini etkiler.  Arastirmaya gore carvacrol -
thymol'un belli kombinasyonu, azicik tat etkisi ile, O. vulgare ugucu yagi
gibi yiiksek inhibisiyon saglamaktadir. Bu nedenle,  bitki ekstrelerinde

mevcut olan 0Ozel bilesiklerin inhibisyon etkisi, gidalarda basarili bir

sekilde dogal koruyucu olarak uygulanabilir (Lambert et al., 2001).

Satureja cinsi (Lamiaceae) Tiirkiye'de 15 tiirle temsil ediliyor ve bu
tirlerden 51 endemiktir. Bu tiirlerden S. pilosa ve S. icarica Tiirkiye igin
yeni kayitlardir (Timen vd., 2000). Tirkiyenin 4 farkli yoresinden
toplanan S. pilosa, S. icarica, S. boissieri ve S. coerulea' nin ¢igek a¢ma
donemlerinde toplanan toprak {stli kisimlari hidrodistilasyon metotu
kullanilarak ugucu yaglar1 elde edilmis ve bu ugucu yaglarm GC ve
GC/MS yontemler ile analizleri yapilmustir. Elde edilen yaglarin ana
bilesenleri  tespit edilmis ve antibakteriyel ve antifungal etkileri
belirlendikten  sonra  hem  birbirleri ve hem de literatir ile

karsilastirilmistir.

S. icarica yagt diger yaglarla  karsilastirildiginda,  Patojen
bakterilerden Pseudomonas aeruginosa {izerinde daha gii¢lii inhibe edici

bir aktivite gosterdigi belirlenmistir.

S. pilosa ve S. icarica yaglart 62.5 pg/mL konsantrasyon degerleri
ile Enterobacter aerogenes patojeni iizerinde daha iyi bir inhibisyon
aktivitesi  gosterdikleri  saptanmigtir.  Salmonella  typhimurium ise S.
coerulea ugucu yagi hari¢ tiim yaglar tarafindan standart diizeyinde inhibe

edilmesi belirlenmistir.

Arastirmanin  genel sonucu olarak test edilen tiim patojen bakterilere
karst Satureja ugucu yaglarinin inhibe edici Ozellige sahip olduklar
belirlenmistir (Azaz vd., 2004) .
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Baska bir arastirmada (Baser vd., 2002) cesitli bolgelerden toplanan
Satureja  wiedemanniana ucucu yaglarmin antibakteriyel etkilerinde
Carvacrol ve  Thymol  bilesenlerinin  patojen = mikroorganizmalarin
tizerinde inhibisyon aktivitelerinde giiglii bir etkiye sahip olabilecekleri
rapor edilmistir. Satureja tiirleri ugucu yaglarinin patojenlere karsi
onemli antimikrobiyal etkileri oldugu diger arastirmacilar tarafindan da
belirlenmigtir (Miiller-Riebau et al.,1995; Akgil ve Kivang, 1988; Kivang
ve Akgiil, 1989).

Satureja hortensis’ ten elde edilen ekstrakt, ¢ogunlugu klinik
bakterileri olan ve aralarinda bitki patojeni bakterilerin de yer aldigi 55
adet bakteriye karst test edilmistir. Elde edilen soniglara goére bu bitki
ekstraktinin klinik bakterilerine karsi etkili oldugu ve bu sebeple yeni ilag
yapimlarinda ve tedavi amacgla kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.
Ancak, bu calismada, bitki patojeni bakterilere karsi yapilan denemelerin
sonuglarma goére Clavibacter, Pseudomonas ve  Xanthomonas cinsine ait

olan bakterilerde ekonomik Oneme sahip olmadigi belirlenmistir (Sahin
vd., 2003).

Ultee et al.,, (1999) Origanum vulgare ve Thymus serpyllum ugucu
yaglarmim bilesenlerinde mevcut olan, carvacrol’ un etkisini, gida
kaynakli patojen, Bacillus cereus’ a karsi incelemislerdir. Bu ¢alismanin
sonuglarina gore, carvacrol, Bacillus cereus membranlar ile etkilesime
girmekte ve B. cereus membranlariin gegirgenligini H* ve K™ gibi
katyonlar icin degistirmektedir. Iyon gecislerin dagilmasi hiicre icindeki
temel islemlerin bozulmasmma ve son olarak hiicre Oliimiine yol ag¢makta
ve boylece carvacrol etkin bir sekilde B. cereus bakterilerin biiylimesini

inhibe etmektedir.

Karabiber [Piper nigrum L. (Piperaceae)], Karanfil [Syzygium
aromaticum (L.) Merr. & Perry (Myrtaceae)], Ceylangozii [Pelargonium
graveolens L’Herit (Geraniaceae)], Hindistan cevizi [Myristica fragrans
Houtt. (Myristicaceae), kekik [Origanum vulgare ssp. hirtum (Link)
Letsw. (Lamiaceae)] ve kekik [Thymus wvulgaris L. (Lamiaceae)]
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bitkilerinin ucucu yaglarinin antibakteriyal etkileri yirmi bes farkli bakteri
cinsine karsi incelenmistir. Kullanilan bakteri g¢esitleri, bitki, hayvan ve
gida patojenleri icermektedir. Tiim test edilen mikroorganizmalara karsi,
ucucu yaglar, dikkat ceken bir antibakteriyal etki gostermislerdir. Ayrica
ucucu yaglarin  ana bilesenleri igin  ¢esitli  seviyelerde inhibisyon
belirlenmigtir. Genis etki spektrumu olan ugucu yaglar; T. vulgaris, O.
vulgare ssp. hirtum, S. aromaticum, M. fragrans, P. Nigrum ve P.
graveolens bitkilerine ait olduklar1 belirlenmistir. Ugucu yaglarin ana
bilesenlerinden: thymol, carvacrol, a-terpineol, terpinen-4-ol, eugenol,
(+)-linalool, (-)-thujone, &-3-carene, cis-hex-3-an-1-ol, geranyl acetate,
(cis+trans) citral, nerol, geraniol, menthone, pB-pinene, R(+4)-limonene,
a-pinene, a-terpinene, borneol,(+)-sabinene, y-terpinene,
citronellal~terpinolene,  1,8-cineole, bornyl acetate, carvacrol methyl
ether, myrcene, [-caryophyllene, a-bisabolol,  a-phellandrene, a-
humulene, g-ocimene, aromadendrene ve p-cymene’ nin yiiksek seviyede

aktiviteleri oldugu saptanmistir (Dorman and Deans, 1999) .

Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis (Smith) Davis et al
(Cmm) bitkilerde bakteriyel kanser hastaligina neden olmaktadir ve
tohum kaynaklt  oldugu i¢in bu hastalikla miicadele etmek c¢ok zor ve
yikicidir (Smith and Jensen, 1982; Gitaitis, 1991; Agarwal and Sinclair,
1997; Erkan, 1998). Tiirkiye'de ve dilinya'da antibiyotikler harig,
bakterilere  kars1i  kullanilan  etkili ve tedavi edici bir  pestisit
bulunmamaktadir (Altundag vd, 2005). Bu bakterinin neden oldugu
hastalik hem tarlada ve hem serada Onemli kayiplara sebep olur ve bunu
onlemek i¢in yiksek miktarda pestisit kullanimi c¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Ayrica c¢evre ve insan sagligi bilincinin gelismesi bitkisel
uriinlerde kalinti sorunlar1 yaratan bitki koruma {rilinlerine alternatif
madde arayisina neden olmustur ve bu maddelerin kullanimi giderek artis

gostermektedir (Tiirkiisay ve Tosun, 2005) .

Bakteriyel kanser hastaligi domatesin tohum kaynakli en Onemli
hastaliklarindandir. Cmm tarafindan olusturulan, hastalik tablosunda ilk

géze carpan, iletim dokularinin bakterilerce isgal edilmesi sonucu olusan,
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ilk gOriiniir belirti  diyebilecegimiz ~ solgunluktur. Solgunluk  gelismis
bitkilerde yavas ve dereceli olarak ilerler. Sistemik olarak enfekte olmus
bitkilerde ilk belirti yash yapraklarda goriiliir. Bu yapraklar solar ve asagi
dogru sarkip asili kalir. Bu hastalikta, bitkinin bir tarafi soldugu halde
diger tarafi saglikli goriilebilir. Bazi durumlarda ayni yaprak sapma bagh
olan yaprakc¢iklarin bir kismi solgun goziikiirken diger Yyaprakeiklarin
turgorunu korudugu ve saglikli gorildigii durumlara da rastlanabilir.
Etmen meyve de ise ortasi kahverengi ve cevresi beyaz bir hale ile ¢evrili
ku gozii lekeleri olarak bilinen simptomlar gosterir (Ozaktan ve Bora,
1991). Bakteriyel etmen kopek iizimii gibi Solanaceae familyasi
tiyelerinde de yasayabilir. Nem, etmenin bitkiyi hastalandirabilmesi igin

onemli bir etkendir (Fatmi and Schaad, 1988).

Etmenin farkli yerlerde yasamini siirdiirebilme 06zelliginden dolay1
miicadelesinde  zorluklar ~ yasanmaktadir.  Sertifikali  tohum ve fide
kullanimi1  bakteriyel solgunluk hastaliginin miicadelesi igin  Onemlidir.
Ancak bu etmenle epifitik olarak bulasik olan tohumlarin sertifika
alabilme olasiligit bulunmaktadir. Bu sekildeki tohumlar ve vyine bu
tohumlardan elde edilen fidelerin kullanimi ile hastalik yayilabilmektedir
(Chang vd., 1992). Ancak wuygulanabilirligi kabul edilmigsolan tohum
uygulamalart da Cmm’e karst her zaman etkili olmayabilir (Thyr vd.,
1973). Aym1 zamanda kiltiirel Onlemlerin tek basina yetersiz olusu

ciftcileri yogun olarak kimyasallarin kullanimina yoneltmektedir.

Son yillarda bitkilerden elde edilen bilesikler tizerinde yapilan
calismalar artmis, Ozellikle de bitki hastalik ve zararlilarina karst yapilan

denemelerden umut verici sonuglar alinmustir.
Bu konuda yapilan arastirmalar incelenecek olursa;

Pouvova et al, (2008), 34 aromatik bitkinin ugucu yagmnin
antibakteriyal aktivitelerini, Clavibacter michiganensis subsp.
sepedonicus (Cms) ve Clavibacter michiganensis subsp. insidiosus (Cmi)

bakterileri tlizerinde incelemislerdir. Cms 'min neden oldugu patates halka
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cliriiklitk hastaligt ve Cmi 'nin neden oldugu kaba yonca (luzern)

bakteriyel solgunlugu 6nemli bakteriyel hastaliklar arasindadir.

Calismanin  sonuglarina goére; Origanum vulgare, O. compactum,
Eugenia caryophyllata, Artemisia absinthium, Thymus vulgaris, Abies
siberica, Ocimum basilicum ve Citrus aurantifolius bitkilerin ugucu
yaglari, test edilen iki bakteriye karsi en c¢ok antibakteriyel etki
gostermislerdir. Mentha arvensis ve Citrus limonum yanliz Cms bakteriye
kars1 ve Tagetes bipinata ve Lavandula latifolia sadece Cmi bakteriye

kars1 etkili bulunmuslardir.

Daferera et al., (2003) Origanum vulgare, Thymus capitatus,
Origanum  dictamnus, Origanum majorana, Lavandula angustifolia,
Rosmarinus officinalis, Salvia fruticosa ve Mentha pulegium bitkilerinin
ucucu yaglarini, yapay biiyime ortamlar {izerinde Botrytis cinerea,
Fusarium  solani  var. Coeruleum ve Clavibacter  michiganensis
bakterilerine  karsi  etkilerini  test etmislerdir.  Arastirmada, Botrytis
cinerea, Fusarium solani var. coeruleum ve Clavibacter mishiganensis
bakterilerinin ~ biiyiimeleri,  Origanum  vulgare, = Thymus  capitatus,
Origanum  dictamnus ve Origanum majorana  bitkilerinin  diisiik
yogunluktaki (85-300 pg/ml) ugucu yaglarn ile tamamen engellenmistir,
Thymus capitatus, Origanum dictamnus ve Origanum majorana ugucu
yaglar1 Carvacrolca zengin iken, Thymol Origanum vulgare ugucu

yaginin ana bileseni olarak belirlenmistir.

Lavandula angustifolia, Rosmarinus offisinalis, Salvia fruticosa ve
Mentha  pulegium  ugucu  yaglari, daha az  antibakteriyel  etki
gostermislerdir.  Eucalyptol, Salvia fruticosa ve Rosmarinus officinalis
ugucu yaglarmin ana bileseni iken, Lavandula angustifolia ucucu yagi,

yiiksek oranda Linalool ve Linalyl asetat icerigi ile karakterize edilmistir.

Basim vd. (2000) calismalarinda Tymbra spicata var spicata’ dan
elde edilen ugucu yagin etkisini,  Agrobacterium tumefaciens, Erwinia

amylovora, E. caratovora pv .caratovora, Clavibacter michiganensis
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subsp.  michiganensis, = Xanthomonas  axonopodis  pv.  vesicatoria,
Pseudomonas syringae pv. syringae gibi bitki patojeni bakterilere Kkarsi
test etmislerdir. Arastirmadan elde edilen bulgular bu bitkinin yaginin

antibakteriyel aktivitesi oldugunu belirlemistir.

Origanum onites L. u¢ucu yaginin Kalitesi ile ilgili arastirmalar;

Antibakteriyel 0Ozellikleri olan bitkilerin bakteriyel orijinli insan,
hayvan ve bitki hastaliklarin kontroliinde etkili olabilecekleri, ayrica
yiyecek depolarindaki bakteriyel kontaminasyonu Onleyebilecek bir isleve

sahip olabilecekleri bildirilmektedir (Verastegui et al., 1996 ).

Bitkilerde ugucu yagin ana bileseni olarak belirlenen carvacroliin
gliclii antimikrobiyal Ozellige sahip oldugu saptanmigtir ve bu nedenle
ugucu yaglarda bir kalite kriteri olarak ele alinmaktadir (Tepe vd., 2004).
Yapilan arastirmalardan eclde edilen sonuglara gore, carvacrol %30.87-
89.9, 1.8-cineol %1.9-13.39, linalool 9%0.25-12.92,  borneol %0.7-16.16
ve y-terpinen  %0.39-10.60 arasinda degismistir (Fleisher and Sneer,
1982; Sarer vd., 1982; Ceylan vd., 1980; Vokou et al., 1987, Akgil ve
Bayrak, 1987; Bayram, 1995; Ceylan, 1997; Ceylan vd., 1999; Yaldiz
vd., 2005).

Goniiz ve Oziirgiigli, (1997) tarafindan vyiiriitilen bir calismada,
Origanum onites L. bitkisinin (Lamiaceae/Labiatae) yikseklik
degisikliklerine  bagli, morfolojik, anatomik, ekolojik ve fenolojik
ozelliklerindeki degisiklikler ile etertk yag miktarlarindaki farkliliklar
arastirllmistir.  Calismadan elde edilen sonuclar gore yiikseklik artisina
paralel olarak iletim dokusu ve Kkorteks alanlarinda bir artisa benzer
sekilde bitkinin govde ve alt yaprak boylarinda bir azalma gozlenmistir.
Ayrica bu faktor ile stoma sayis1 ve biiyiikliigiinde degisiklikler meydana

gelmistir.  Eterik yag miktarinin  yiikseklige paralel olarak  degistigi
goriilmiistiir. Ugucu yag icerigi yiizdesi 2.6-4.5 g/100g arasinda degistigi
belirlenmistir. Elde edilen bulgulara gére ugucu yag igerik miktari,

yiikseklik artisi ile artmaktadir.
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Onceden yapilan ¢alismalarda Origanum onites ucucu yaginin
bilesenleri belirlenmistir. Ugucu yaglarin analizine gore, carvacrol %51-
%84 arasinda degisen orana gO0re her zaman ana Dbilesen olarak
belirlenmistir. Diger fenolik bilesen, thymol, daha cilizi bulunmustur.
Ayrica diger oksijen ihtiva eden bilesikleri ile ilgili olarak sadece "
Borneol” dikkat ¢ekici miktarda mevcuttur. Monoterpenik hidrokarbonlar
arasinda, p-cymene  ve  y-terpinene daha  Onemli  olduklar
disiiniilmektedir. Bu diisiince, bu gercek ile ilgili olmalidir ki adi gegen

bilesikler, ana bilesen madde, carvacrol’ un oOnciilleridirler (Granger et al.

1964).

Vokou et al, (1987) c¢alismalarinda Origanum onites bitkisinin
Yunanistan’ da dagilim bdlgesini tanimlamis ve ucucu yag Ozelliklerini
incelemislerdir. Sonuglara gore ucucu yagin ana bilesenleri gecmisde
yapitlan 10 calismanin  sonuglart ile dikkate deger bir benzerlik
gostermiglerdir ama daha az miktarda bulunan bilesenler her zaman ayni
degildir. Bu c¢alismada belirlenen diger bilesenler ; S-phellandrene, trans-
thujanol, cis-thujanol, linalyl acetate, ve a-muurolene oldugu
saptanmistir ki adi gegen maddelerden Onceden asla ugucu yag bilesen

maddesi olarak bahsedilmemistir.

Tirkiye 'de yetistirilen Origanum onites 'de mevcut olan bilesenler :
a-fenchene, sabinene, octen-1-ol-3, 3-octanol, A3 carene, cis-B-ocimene,
trans-B-ocimene,  trans-sabinene hydrate ve terpinolene (Scheffer et al.
1986)  Yunanistan’ da  yetistirilen = Origanum  onites  bitkisinde

bulunmamastir.

Ozkan vd., (2009) calismalarinda Tiirk kekiginin (Origanum onites
L.) ucucu yag bilesenleri, fenolik bilesenler ve antioksidan &zelliklerini
incelemiglerdir.  Calismada  kullanilan  yapraklar =~ Haziran-Eyliil  aylar

boyunca hasat edilmislerdir.

Oregano bitkisinin ana bilesenleri; Carvacrol, thymol, y-terpinene,

p-Cymene, a-terpinene ve a-pinene olduklari saptanmigtir. Temmuz
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ayinda hasat edilen yapraklardan en yiiksek miktarda carvacrol elde
edilmistir ve  maksimum  ekstrakt verimi Eylil ayr hasatlarinda
bulunmustur. Erken hasattan (Haziran) elde edilen yaglarin en yiiksek
antioksidan yetenegine sahip oldugu ve diisik konsantrasyonda %50

inhibisyon sagladiklar1 belirlenmistir.

Baydar ve Erdal, (2002) Isparta ili ekolojik kosullarinda yaptiklari
calismalarinda uygulanan gibberellik asit (GAz), absisik asit (ABA),
indol-3-asetik asit (IAA) ve 6-benzil-amino purin (BAP) gibi bitki
biiyiime  diizenleyicilerinin  Izmir  kekigi (Origanum  onites L)
yapraklarindaki ugucu yag icerigi, ugucu yag bilesenleri ve protein igerigi
ile besin elementleri iizerine etkilerini saptanmaya calismislardir. FElde
edilen bulgulara goére bitki biiylime diizenleyicilerinin O. onites ugucu yag
icerigi, yagdaki Carvacrol ve Thymol igerigi, besin elementlerinden K,
Ca, Na, P, Fe ve Cu icerigi lizerine onemli etkileri oldugu belirlenmistir.
En yiikksek BAP uygulamasi sonucunda ugucu yag orant %3.1 ve %2.6 ile
en disik IAA uygulamasinda elde edildigi saptanmistir. Protein igerigi
%6.37 ile %7.75 arasinda degismistir. Bu calismada kekik ucgucu yagimin
bilesenleri ortalama olarak %84.8 carvacrol, %5.3 thymol, %5.2 -
terpinene, %2.7 p-cymene, %1.0 p-myrcene, %0.7 a-terpinen ve %0.3
Borneol oldugu belirlenmistir. Bitki  biiylime diizenleyicilerinden GA3
ugucu yagin Carvacrol igerigini azaltirken, Thymol igerigini yiikselttigi

saptanmuistir.

Kagar vd. (2006) 2002-2004 yillar1 arasinda ylriittigii arastirmada
genel olarak artan bitki sikliklar1 incelenen o6zellikleri olumlu yonde

etkiledigi belirlenmistir.

Genel olarak bitki sikliklarmin yaprak ve ¢igeklerdeki ucucu yag
orani lizerine etkisi oldugu goriilmemistir. Ciceklerden elde edilen ucucu
yag oram (%?2.85-4.53) vyaprakta belirlenen ugucu yag oranindan (%21.88-
3.06) daha yiiksek miktarda oldugu belirlenmistir. Yiriitiillen arastirmada,
yaprak ve cigekteki ugucu yagm ana bileseninin carvacrol oldugu ve bu

bileseni 1.8 cineol, borneol, linalool ve y-terpine’nin izledigi gorilmistiir.
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Carvacrol oram1 yapraklarda %68.68-89.06 ve ciceklerde %78.94-
97.97 arasinda degisim gosterdigi saptanmistir. Bu c¢alismadan elde edilen
sonuglara gore Izmir kekiginden (Origanum onites L.) yiiksek drog ve
ucucu yag verimi elde etmek i¢in bu bitkiyi Bursa ve benzer ekolojilerde

45x15 cm dikim sikliginda yetistirmenin uygun olacagi belirlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Arastirma yeri

Aragtirma, 2012 yilinda, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla
Bitkileri Boliiminin Bornova’da bulunan deneme tarlalasinda, Tibbi ve
Aromatik Bitki Laboratuvarinda ve Tohum Teknolojisi Uygulama ve
Aragtirma Merkezi (TOTEM) Bakteriyoloji Laboratuvarinda

yuritilmiistiir.

3.1.2 Bitki materyali

Arastirmada kullanilan bitki Ornekleri ve onlarin yaprak ekstraktlari,
Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boliimii deneme alaninda
bulunan ve Bati ve Giineybatt Anadolu’dan toplanarak klon seleksiyonu
yontemi ile gelistirilen 14 farkli Origanum onites L. klonundan elde

edilmistir. Kekik klonlarinin kokenleri Cizelge 3.1 'de verilmistir.

Cizelge 3. 1. Izmir kekigi klonlar1 ve kokenleri.

Klon No. | Kdkeni

Mugla - Bodrum — Yalikavak
Mugla - Merkez — Kozagag
Mugla - Marmaris — Bayir
Mugla - Koycegiz — Kiirkgiiler
Antalya — Kas — Kekova (Sahil)
Antalya — Kas — Kekova (Sahil)
Antalya — Kas — Kekova (Sahil)
Antalya — Kas — Kekova (Sahil)
Antalya — Kas — Kekova (Sahil)
Antalya — Kas — Kekova (Sahil)
Izmir — Tire — Baskdy

Izmir — Odemis — Cayl

Izmir — Odemis — Cayli

Izmir — Odemis — Cayli
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Origanum onites c¢ok wyillik yar1 ¢alimsi ve kokleri 1 cm kadar
kalinlagabilen bir bitki olup, saplari genelde dik olarak biiyiikk ve boyu
100 cm'yi bulabilir. Saplarin iizeri tiiylerle kaplidir ve alttan 1/10-1/5
oranindan itibaren dallanir. Her sapin yapraklarn 28 c¢ifte kadar
yiikselebilir. Yapraklar kalp seklinden oval sekline kadar degisir ve
kenarlar1 hafif dislidir. Cok sayida salgi tliyleri bulunur. Cicekler toplu
basak ve 5(3-17) mm uzunlukta, 4 mm genisliktedir. Brakteler her
bagakta 8(4-34) ¢ift olup ve sekilleri oval veya obavat, kenarlar1 hafif
dislidir. Kaliksler oval veya obavat olup genelde bir dudaklhidirlar ve
korollalar ise 2/5 oraninda iki dudaklhidirlar (Ceylan, 1997).

Sekil 3.1. Tarlada Origanum onites bitkilerinin bigim sonrasi goriiniimii.
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3.1.3 Bakteri materyali

Clavibacter  michiganensis  subsp.  michiganensis, Gram pozitif
aerobik bir bakteridir. Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina
neden olmaktadir. Optimum gelisme sicakligi 24-28 ve gelisebilecegi pH
5.0-9.2 arasindadir. Etmen bir yara parazitidir ve bitki ¢icek devresine
yaklastiginda,  belirtileri  solgunluk  seklinde  baslamaktadir.  Domates
yetistirilen tiim bolgelerde yaygin ve % 80'e varan oranlarda zarar
olusturabilecegi disiliniilmektedir (Anonymus, 1995). Bdylece pek ¢ok
ticari Uriin grubunda hastalia yol agan ve tam anlamiyla kimyasal
savasimi olmayan tehlikeli bir patojendir. Arastirmada kullanilan bakteri
izolati, Ege Universitesi Tohum Teknolojisi Uygulama ve Arastirma

Merkezi (TOTEM) Bakteriyoloji Laboratuvarindan elde edilmistir.

3.1.4 Kullanilan besi yeri

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis 90 mm ¢apli petri

kutularindaki SNA besi ortaminda kiiltiire alinmustir.

SNA besi ortama :

50 gr. Sakkaroz

8 gr. Nutrient Broth

16 gr. Agar

1000 ml. Distile su
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3.2 Yontem

3.2.1 Bitkilerin yetistirilmesi

3.2.1.1 Giibreleme

Azotlu giibre ilkbaharda ve ilk bi¢cimden sonra, dekara 8 kg azot
gelecek sekilde iki kisimda verilmistir. Giibreleme ilkbaharda amonyum
silfat formunda, ilk bi¢cimden sonra ise amonyum nitrat formunda

uygulanmigtir.

3.2.1.2 Hasat

Hasat islemi, bitkiler ¢iceklenme donemine geldiginde 8-10 cm
yiikseklikte  bitkinin  herba kismi bigilerek  gergeklestirilmistir.  Birinci
bicim 20 Haziran 2012 tarihinde, ikinci bi¢im ise 20 Agustus 2012
tarthinde yapilmistir.

3.2.2 Ucucu yaglarin elde edilmesi

3.2.2.1 Ucucu vag orani

Hasat edilen bitkiler 35° C’ de kurutulmus ve kurutulmus bitkilerde yaprak —
sap ayrimi yapilarak, yapraklardaki ugucu yag Neo-Clevenger apareyi kullanarak

su distilasyon yontemi ile elde edilmistir (Witchtl, 1971).

Sekil 3.2. Neo-Clevenger apareyi ile ugucu yaglarin elde edilmesi.
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Sekil 3.3. Neo-Clevenger apareyinde ugucu yaglarm goriiniimi.

3.2.2.2 Ucucu vag bilesimi

Ugucu yag bilesiminin belirlenmesinde Gaz kromotogrofisi (GC)
yontemi kullanilmigtir. Ugucu yag bilesim analizi, Agilent 6890 N
Kapilar Kolonu Gaz Kromotografi cihaz1 ile belirlenmistir. Cihazin

calisma kosullar1 agagida sunulmustur.

Kullanilan Kolon : DB-WAXETR Kapilar Kolon

Kolon Uzunlugu : 30m

Firin Sicaklig1 (Programli ¢alisma): 45 °C

45°C : 2dk

45-250°C: 3°/ min

250 °C : 34 dk

Dedektor sicaklig : 250 °C

Enjektor sicakligt @ 250 °C
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Tasiyic1 Gaz  : Helyum

Gazmn Akis Hizi : 150 °C 'de 25 cm / second

3.2.3 Bakteri kiiltiri

3.2.3.1 Bakteri cogaltmasi ve siispansivon hazirlanmasi

SNA (Sakkaroz — Nutrient Broth — Agar) besi ortaminda kiiltiire
aliman Dbakterilerin {izerinden 6ze (loop) kullanilarak alinmig ve alinan
bakteriler bagka SNA besin ortamlarma aktarilmistir. Ayni yontemle elde
edilen bes petri kab1 25C’ ye ayarlanan inkiibatére konmus ve bakteriler 2

giin siire ile gelismeye birakilmistir.

SNA (Sakkaroz — N.Broth — Agar ) besi ortaminda kiiltiire alinan
bakterilerin tizerine steril saf su dokiilmiis ve baget kullanilarak bakteriler
yiizeysel olarak ortama yayilmistir. Bakteri iceren steril saf su, 250 ml

steril suya ilave edilerek bakteri siispansiyonu elde edilmistir.

3.2.3.3 Taze yvaprak ekstraktlarin hazirlanmasi

Hasat edilen bitkilerden elde edilen taze yaprak ornekleri 1/15
oraninda saf su ile sulandirildiktan sonra, Warring blender’ de, bir dakika
yavag, bir dakika hizli devirde homojenize edilmistir. Elde edilen
homogenizat iki saat siire ile oda sicakliginda, c¢alkalayicit {izerinde
ekstraksiyona birakilmigtir. Bu ekstrakt once iki katli, sonra dort kath

steril tiilbentten siiziilmiistiir.

Calkaliyict cihazin calisma kosullari:

Time : 120 min

Speed:4 (122rpm)
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3.2.4 In — vitro testler

3.24.1 Yaprak ekstraktlarimin bakteri gelisimine etkisinin

Saptanmasi

Hazirlanan  yontem  3.2.3.3  bolimiinde  aciklandigt  gibi  her
genotipden 4 g taze yaprak Ornegi, 60 ml saf su ile sulandirilmis ve elde
edilen ekstraktlardan 500 pl, Onceden hazirlanan SNA ortamlar1 {izerine
baget kullanarak yayilmistir. Deneme 3 tekerriirlii olarak yiirlitilmistir.
Uc tekerriir ve pozitif kontrol petri kutularma 3.2.3.1 béliimiinde
aciklanan  yontemle  hazirlanan  bakteri  silispansiyonu  bir  kerede
puskiirtiilmiistiir. Negatif kontrol i¢in ortama hicbirsey ilave edilmemistir.
5 ortam profile edildikten sonra inkiibatére yerlestirilmistir. Tim 14
genotip i¢in ayni yontemle 3 tekerriir, 90 mm ¢apindaki petri kutularinda,

hazirlanmis ve profile edildikten sonra inkiibatore konmustur.

Degerlendirilme 2 giin (48 saat) sonra yapilmigstir.

Sekil 3.4. Origanum onites bitkisinin yapraklarmdan hazirlanan ekstraktlar.
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Sekil 3.5. Hazirlanan yaprak ekstraktlarindan 500 pl'nin mikropipet kullanilarak, SNA ortamlari

uizerine aktarilmasi.

Sekil 3.6. SNA fizerine alman yaprak ekstraktlart baget kullanilarak ortam {izerine

yayilmasi.

3.2.4.2 Kekik ucucu yvaglarinin antibakterivel etkisinin saptanmasi

3.2.3.2 bolimiinde agiklanan yontemle, iki bicimden elde edilen 14
Izmir  kekigi  genotipi  ucgucu  yaglarmm  antibakteriyal  etkisini
degerlendirmek i¢in disk diflizyon yontemi kullanilmistir. Cmm’ye karsi

O. onites ugucu yaginin in-vitro etkinliklerinin saptanmasi amaciyla SNA
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besi yeri dokiilen petrilerin bes noktasina mikropipet yardimiyla 0.05 pl
ucucu yag kagit diskler tizerine emdirilmistir. 20 — 30" bekletildikten
sonra, 3.2.2.2 bolimiinde agiklanan yontemle elde edilen bakteri
siispansiyonu,  bir  kerede @ ucucu yag igeren  petriler lizerine

puskiirtilmiistiir.

Sekil 3.7. Hazirlanan SNA ortamlart iizerine disk difiizyon yontemi kullanimi.

Sekil 3.8. Hazirlanan SNA ortamlar1 {izerinde kagit disklerin goriintimii.
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Sekil 3.9. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglardan mikropipet kullanilarak 0.05 upl 6rnek

alinmasi.

Sekil 3.10. Her petrideki bes kagit disk {iizererine mikropipet yardimiyla 0.05 pl ugucu

yagin emdirilmesi.
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Pozitif kontrol petrilerine sadece Cmm piskiirtilmiis ve negatif
kontrol petrilere higbirsey ilave edilmemistir. Petrilerde 25°C’de 48
saatlik inkiibasyon sliresi sonra ugucu yaglarin inhibitor
konsantrasyonlarinin ~ saglandigi  diskin  g¢evresinde iireme  gdriilmeyen

alanlarin genisligi (mm) dlctilmiistiir.

Sekil 3.11. Ugucu yag igeren petrilere bakteri siispansiyonunun piiskiirtiilmesi.

Cmm O. onites ugucu yagma ne kadar duyarli ise, diskin etrafinda
olugsan inhibisyon zonu o kadar genis olacaktir. Olusan inhibisyon zonu
caplari cm olarak Olg¢iilmiistir. Denemeler birinci bigimden elde edilen
ucucu yaglar i¢in 3 tekerriirli ve ikinci bicimden elde edilen ugucu yaglar

icin 2 tekerriirlii olarak yapilmistir.

3.2.5 Verilerin degerlendirilmesi

Origanum onites L. tirtine ait 14 klondan elde edilen ugucu
yaglarin Cmm’e karst olusturduklart inhibisyon zonu c¢ap1 verileri, SPSS

programi kullanilarak istatistiksel degerlendirmeye tabi tutulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri Boéliimiinde
gelistirilen 14 farkli Origanum onites L. klonu ile E.U. Ziraat Fakiiltesi
Tarla Bitkileri Boliimii arastirma alam1 ve Ege Universitesi Tohum
Teknolojisi Uygulama ve Arastirma Merkezi (TOTEM) Bakteriyoloji
Laboratuvarinda 2012 yilinda vyiiriitilen ¢alismada, O. onites’ in tim
genotiplerin ugucu yaglarinin kalitesi ve bu genotiplerin ekstraktlar1 ve
ucucu yaglarinin  antibakteriyal etkileri Clavibacter michiganensis ssp.

michiganensis bakterisi lizerinde degerlendirilmistir.
4.1 Ugucu Yag Kalitesi Ile Tlgili Bulgular
4.1.1 Ucucu yag orani (%)

Cizelge 4.1'de O. onites tiriine ait 14 farkli genotipin birinci ve
ikinci bicimden elde edilen ugucu yaglarin oranlart ve iki big¢im

ortalamalar1 verilmistir.

Cizelge 4.1. Origanum onites L. klonlarinda ugucu yag oranlari (%).

Klon No . Bicim 1. Bicim Ortalama
1 4.4 5.25 4.82
2 3.1 4.1 3.6
3 3.3 4.8 4.05
4 2.7 35 3.1
5 4.5 5.75 5.12
6 4.2 5.0 4.6
7 6.12
8 4.2 5.25 4.72
9 4.8 6.0 5.4
10 2.4 3.37 2.88
11 4.1 55 4.8
12 35 5.87 4.68
13 4.6 5.75 5.17
14 3.7 4.3 4

Ortalama 3.8 5.04 4.44




37

Cizelge 4.1." de goriildiigli gibi ugucu yag oranlar1 birinci hasatta
%2.4-4.8 ve ikinci hasatta %3.37-6.12 arasinda degismistir. Birinci
bi¢imde en yiiksek ugucu yag oranmmi %4.8 ile 9 no’ lu klon, %4.6 ile 13
no’ lu klon ve %4.5 ile 5 no' lu klonun sagladigi goriilmektedir. Ikinci
bicimde ise en yiiksek ugucu yag oranlarimi %6.12 ile 7 no’ lu klon, %6

ile 9no’ lu klon ve %5.87 ile 12 no’ lu klonun verdigi saptanmaistir.

Iki bicimin ortalamasi olarak ugucu yag oranmin en disiik 10 no'lu
klonda (%2.88), en yiikksek 9 no'lu (%5.4) klonda bulundugu Cizelgede
goriilmektedir. ilk bicimde ugucu yag oran1 ortalamast %3.8 olurken
ikinci bigimde wugucu yag oran1 ortalamast %5.04" dir. Antalya-Kas-
Kekova Sahil kokenli 7 numarali klon ikinci bigimde %6.12 ile en yiiksek
ucucu yag oranina ve Antalya-Manavgat-Side kokenli 10 numarali klon
birinci bicimde %2.4 ile en diisiik ucucu yag oranina sahiptir. ki bigimin
ucucu yag oranlar1 degerlendirildiginde, ikinci bigim degerlerinin birinci
bicimlerden yiiksek oldugu goriilmistiir. Sonuglar sicaklik (Ceylan,1995)
ve sicaklikla beraber 1s1k siddetinin artisiyla ugucu yag oranlarin  da
arttigint  belirten (Kokkini et al., 1995) arastiricilarin ¢aligmalariyla uyum
icindedir.

Aynt  zamanda bu c¢alisma materyalinin baslangicin1  olusturan
Ceylan vd., (1996) yiiriittiikleri calismada, Bati Anadolu’ da Izmir, Mugla
ve Antalya’dan koken alan 1700 kekik oOrneginin 30 adetini yiiksek ugucu
yag verim ve tarimsal Ozelliklerini hedef alarak se¢misler ve bu secilen
bitkilerin  ugucu  yag  igerigini %2.80-5.80  arasinda  oldugunu

belirlemislerdir.

Ayn1 14 adet klon iizerinde yiiriitiilen diger caligmalalarda ugucu
yag oranlar1 1. Yil yapilan bicimlerde %1.98-4.22, 2. Yil %1.98-4.22 ve
3. Y1l % 3.23-6.17 degerleri arasinda belirlenmistir (Ceylan vd., 1999).

Bayram vd. (1999) Izmir kekigi (Origanum onites L.)’ nde degisik
hasat sekli ve bicim yiiksekliginde ugucu yag oranmm ilk yil %2.36-3.11

arasinda, ikinci y1l ise % 1.74-2.45 arasinda oldugunu saptamislardir.
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Giingdér (2002), Izmir kekigi (Origanum onites L.) gelistirilmis klon
hatlarinin Kula sartlarinda agronomik ve kalite yoniinden
karsilagtirilmalarini  hedef alarak yaptig1 arastirmada, gelistirilmis 8 klon
kullanmistir.  Arastirici  klonlara goére ucucu yag oraninin denemenin
birinci yilinda ortalama %4.7- 5.7 arasinda degistigini, ikinci yil birinci
bicim sonuglarina gore ortalama %5.6-6.9 arasinda degistigini, ikinci

bi¢im sonuglarina gore ortalama % 3.5-6.6 arasinda oldugunu bildirmistir.

Yapilan diger calismada ortalama ugucu yagi %2.67-6.12 degerleri
arasinda  belirlenmistir  (Ave1, 2006). Yiice vd. (2009), Izmir kekigi
klonlar1 {izerinde Bornova'da yiiriittikleri ¢aligmada, ugucu yag oranlarimni
birinci yil 1. bigimde %2.58-4.93, 2. bi¢imde %4.10-6.75, ikinci yil 1.
bicimde 93.33-5.40, 2. bi¢cimde %4.25-6.75 ve ugucu yag oranlarinin

ortalamasi birinci y1l %4.73 ve ikinci yil %5 olarak belirlenmistir.

Bu aragtirmada saptanan degerler, Avci (2006) ve Bayram (2009)

1n arastirma sonuglar ile paralellik gostermektedir.

Bu konu ile ilgili ylriitilen diger calismada, yaprakta ucucu yag
oranlar1 Izmir kosullarinda 2. yil 1. hasatta % 1.75-2.25, 2. hasatta %
2.71-3.49, 3. yil % 2.0-2.81 (Bayram, 1995); Bir diger calsmada ise 1.yl
% 1.0-5.2, 2.y1l %1.45-5.0 (Bayram vd., 2001) arasinda saptanmustir.

Sarthan vd., (2004), Izmir kekigi (Origanum onites L.)inde ucucu
yag oranmi en yiksek %3.30, en disiik ise %1.40 olarak belirtmislerdir.
Konya'da O. onites fiizerine yapilan ¢alismada ugucu yaglarin orani, 1.yl
%3.07-3.53, 2.y1l %3.10-3.40 (Kan vd., 2005), Hatay'da 1.yi11 %2.6-3.2,
2.y1l %2.7-3.3 (Arslan et al., 2005) olarak saptanmustir.

Yapilan ¢esitli arastirmalarda  ugucu yag oraninin Ceylan vd.,
(1988) Izmir kosullarnda 1.y11 %1.73-3.60, 2.y1l 1.hasatta %]1.44-2.53,
2.hasatta %1.88-3.61; Vokou vd. (1989), Yunanistan'da %1.84-4.37,
Marquard et al. (1996), Bati Anadolu'da dogal floradan topladigi
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Origanum onites ile yaptigi calismalarinda, yaprakta ortalama ugucu yag

oranini %0.9-2.7 olarak belirlemislerdir.

Kirict ve Inan (2001), Cukurova kosullarinda kekik (Origanum
syriacum var.bevanii)’ de farkli bi¢im sayisinda ugucu yag oraninin
ortalama %2.66 olarak saptamislardir. Baydar ve Erdal (2002), Isparta
kosullarinda kiiltiire alinan Origanum onites L.” de drog ci¢ekte ugucu yag
oranini ortalama %3.94, drog yaprakta ugucu yag oranini ortalama %3.55

ve drog herba ugucu yag oranini ise ortalama %2.85 olarak bulmustur.

Bitkilerde sekonder maddelerin olusumu, genetik yapisi ile birlikte
cevre faktorleri ve edafik faktorlere de baghh olarak ortaya c¢ikmaktadir

(Franz,1983; Palevitch, 1987).

Bir arastirmada 4020 cm ve 50%x20 cm mesafelerde yetistirilen
bitkilerin ugucu yag oranlarinin daha yiliksek oldugu ve daha sik ve daha
seyrek kosullarda yetistirilen bitkilerin ugucu yag oraninda bir azalma
meydana geldigi belirlenmistir (Arabaci, 1995). Ayrica 40x20 cm ve
50%20 cm'de yetistirilen bitkilerin ugucu yag oranlar1 sirasiyla 1. yil 1.
hasatta %1.81, 1.76, 2. hasatta %1.36,1.53, 2. yil 1. hasatta %?2.54,3.18,
2. hasatta %2.45,2.31, 3. yil %2.05,1.93 olarak belirlenmistir. Ceylan vd.
(1994) Izmir kekiginin ugucu yag oranmimi 45X 15 dikim sikhiginda,
ortalama olarak %2.93 (l.yil 9%2.37-3.50, 2.yil 2.55-3.30, 3.yil %2.60-
3.80) olarak belirlemislerdir.

Bu arastirma sonucunda saptanan oranlar bu degerlerin oldukca

uzerindedir.
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4.1.2 Ugucu yag bilesimi

Kekik Klonlarinin ugucu yag bilesimleri Cizelge 4.2 ve Cizelge
4.3’de  verilmigstir.  Cizelgeler incelendiginde, degerlendirmeye alinan
bilesenlerin  carvacrol, thymol, p-myrcene, limonen, a-pinene, trans-

caryophyllene, linalool ve borneol oldugu goriilmektedir.

Farkli 14 genotipin iki bigiminden elde edilen ugucu yaglar
incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore 6 nolu klonun bilesimi diger tim
kekik genotiplerden farkli oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni 6 klon
numarali genotipin baslica ugucu yag bileseninin thymol olmasidir. Diger

tiim genotiplerin ana bileseni ise Carvacrol olarak belirlenmistir.

Gaz kromotografisi ile bilesen analizinde elde edilen veriler
incelendiginde, ¢alismada kullanilan 14 farkli Origanum onites ugucu
yagin ana Dbileseninin carvacrol oldugu ve bu bileseni [-myrcene,
limonen, o-pinene, linalool ve borneol degisen oranlarda izledigi

belirlenmistir.



Cizelge 4.2. Izmir kekigi klonlarinda birinci bicim ugucu yag bilesenleri ( % ).

No Klon a- B- B- Limonen  1.8-Cineol Y- p-Cymene  Linalool  Trans- Terpinen  Borneol  Thymol  Carvacrol
No Pinene  Pinene  Myrcene Terpinen caryoph  4-ol
yllene
1 79 1.88 14 4.83 4.19 0.26 0.32 0.02 0.08 2.16 0.36 0.74 76.43
2 114 1.63 1.28 4.96 8.91 0.21 0.17 0.06 0.13 1.62 0.53 2.06 67.54
3 268 0.55 0.33 5.93 6.71 0.41 0.08 0.17 0.14 1.86 0.57 2.14 67.01
4 372 1.26 1.36 4.84 5.68 0.17 0.17 0.03 0.1 0.82 0.52 1.64 75.25
5 650 1.11 0.81 1.92 4.28 0.16 0.07 0.09 0.62 0.31 0.37 82.57
6 661 2.63 2.22 45 9.41 0.25 0.04 0.1 1.98 0.45 63.41 5.95
8 732 2.73 0.49 5.06 5.33 0.02 0.1 1.39 0.39 0.42 67.26
9 747 0.12 1.89 4.72 6.33 0.22 0.08 0.09 0.52 0.41 1.38 75.52
10 789 1.51 131 1.01 8.39 0.19 0.1 0.09 0.04 0.03 1.77 0.65 0.32 72.96
11 1319 2.62 1.87 3.45 0.36 0.21 0.1 2.07 0.67 0.37 80.21
12 1382 2.38 2.4 7.26 11.19 0.14 0.11 0.13 0.89 0.62 0.34 58.16
13 1431 2.82 2.15 6.39 9.04 0.3 0.16 0.11 0.14 0.56 0.28 0.82 68.89
14 1438 1.34 1.04 3.75 5.02 0.48 0.04 0.19 1.24 14 67.54
Ort. 1.73 1.42 4.50 7.04 0.25 0.20 0.07 0.11 0.03 1.34 0.48 5.80 66.56

14%



Cizelge 4.3. Izmir kekigi klonlarinda ikinci bicim ugucu yag bilesenleri ( % ).

No Klon a- B- B- Limonen 1.8-Cineol Y- p-Cymene Linalool  Trans- Terpinen Borneol Thymol Carvacrol
No Pinene  Pinene  Myrcene Terpinen caryoph 4-ol
yllene

1 79 1.63 1.04 3.34 3.45 0.3 0.13 0.21 1.36 4.04 0.25 0.83 1.09 75.02
2 114 0.77 0.69 4.28 241 0.21 0.21 0.18 1.19 2.59 0.15 0.9 14 80.64
3 268 1.64 1.27 4.42 4.9 0.32 0.13 0.17 1.56 2.55 0.41 1.32 67.75
4 372 2.25 3.89 2.87 0.22 0.14 1.28 0.97 0.25 1.96 2.48 76.69
5 650 221 1.42 4.32 4.97 0.25 0.15 1.11 1.05 0.39 0.4 78.17
6 661 121 1.77 6.06 5.03 0.2 0.09 0.11 0.86 2.32 0.08 1 64.24 9.44
7 694 2.14 144 6.11 5.15 0.22 0.15 0.11 0.98 1.06 0.06 111 75.44
8 732 1.66 1.09 3.96 2.94 0.22 0.15 0.08 0.68 2.39 0.39 0.45 81.04
9 747 1.21 1.07 3.93 3.01 0.23 0.07 0.83 0.6 0.71 3.63 80.24
10 789 1.76 1.29 5.03 4.16 0.24 1.02 1.73 0.87 6.52 70.58
11 1319 1.42 0.88 2.88 3.23 0.28 0.16 1.07 2.16 0.72 0.86 81.79
12 1382 2.22 1.78 9.16 5.04 0.22 0.23 0.08 0.92 1.87 0.52 0.58 70.12
13 1431 2.12 9.5 4.25 0.28 0.15 0.14 1.06 0.9 0.8 0.79 74.5
14 1438 2.74 1.89 7.47 6.43 0.33 0.21 0.21 1.34 2.35 0.14 0.38 0.47 68.48
Ort 1.78 1.30 5.31 4.13 0.25 0.16 0.13 1.09 1.89 0.21 0.73 6.09 70.70

4%
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Cizelge 4.2.de 1. bicimde ucucu yag komponentleri incelendiginde,
saptanan ana bilesenler carvacrol (%5.95-82.57), thymol (%0.32-63.41),
limonen (%4.19-11.19), pB-myrcene (%1.01-7.26), o-pinen (%0.12-2.82),
linalool (%0.04-0.19), terpinen 4-ol (%0.52-2.16) ve borneol (%0.28-
0.67)" dir. Cizelge 4.3. de 2. Bigimde ise carvacrol orani (%9.44-81.79),
thymol oram1 (%0.4-64.24), B-myrcene orani (%?2.88-9.5), limonen orani
(%2.41-6.43), a-pinen oranmi  (%0.77-2.74), trans-caryophyllene  orani
(9%0.6-4.04), borneol oran1 (%0.06-1.96) ve linalool oran1 (%0.68-1.56)

degerleri arasindadir.

Kekik diinyaca onemli ve kullanimi yaygin olan baharatlardandir.
Ucucu yaginda thymol, carvacrol, p-cymen, terpineol, borneol, cymol,
linalol gibi bilesenler mevcut oldugu saptanmistir. Bitkiye kokusunu
veren thymol ve carvacrol maddeleridir. Ayrica bu maddeler kekik ugucu
yaginin ~ ana  bilesenini olusturmaktadirlar. Thymol gicli  bir
antimikrobiyaldir ve bu sebeple tek basina gida aroma katkisi olabilecegi
belirlenmistir. Bu madde gida disinda eczacilik, kozmetik ve parfiimeride

de kullanilmaktadir (Akgiil, 1993).

Kiryaman (1988), yaptigi bir ¢alismada Origanum onites ugucu
yaginda 8 bilesenin oranlari1 soyle bulmustur; a-pinen %S5.15, B-pinen
%5.46, terpinen 9%2.82, borneol %11.88, linalool %37.80, carvacrol
%7.59 ve cineol % 1.28.

Kirman (1993), gelistirilmis Izmir kekigi (Origanum onites. L)
hatlarinin baz1 agronomik ve kalite Ozlliklerinin belirlenmesi iizerinde
yuriittigli arastirmada, drog herba ugucu yag bilesimini ortalama olarak,
a-pinen  %2.26, p-pinene %?2.99, cineol %8.35, y-terpinene %7.24,
linalool %7.35, borneol %2.25 ve carvacrol %69.57 olarak bulmustur.
Drog yaprakta ugucu yag oranlarini ise ortalama olarak a-pinen 9%:2.28,
B-pinene  %3.25, cineol %9.08, vy-terpinene %7.85, linalool %7.15,

borneol %2.16 ve carvacrol %67.83 olarak belirlemistir.
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Yice vd. (2009) gelistirilmis Origanum onites L., Ocimum
basilicum L. ve Hypericum perforatum L. genotiplerinin molekiiler
karakterizasyonu ve kalite oOzelliklerinin belirlenmesini amaglayan bir
calismada, 2007 yili birinci hasatta O.onites ugucu yag bilesenlerinin
oranin  sdyle bulmuslardir; a-pinen (%0.39-0.80), p-myrcene (%1.45-
2.53), limonen 3, 6, 7, 9, 12 no’ lu klonlarinda (%0.17-0.35), trans-
caryophyllene  (%0.41-1.12), borneol  (%0.42-1.99), thymol (%0.29-
69.26) ve carvacrol (%4.82-92.95). 2007 yili ikinci hasatta; o-pinen
(%0.36-1.02), pB-myrcene (%1.35-2.26), limonen (%0.27-0.48), trans-
caryophyllene  (%0.29-0.97), borneol  (%1.70-6.83), thymol (%0.27-
63.28) ve carvacrol (%7.41-80.89) ve ikinci yil ise, 2008 yili birinci
hasatta a-pinen (%0.19-2.00), p-myrcene (%0.18-1.88), limonen (%0.13-
0.20), y-terpinen  (%1.92.-5.59), thymol (%0.24-70.45) ve carvacrol
(%5.56-83.90) ve ikinci hasatta o-pinen  (%2.02-3.13), B-myrcene
(%1.27-2.09), limonen 3, 5, 7, 9, 11, 13 no’ lu klonlarinda (%0.22-0.29),
trans-caryophyllene (%0.59-1.26), borneol (%3.49-7.25), thymol (%0.26-
62.40) ve carvacrol (%7.00-76.24) arasinda belirlemislerdir.

Skoula et al., (1999) Origanum onites L.'c ait bitkilerde ugucu yag
bilesenlerini carvacrol (%43.88), thymol (%0.15), borneol (%1.68), y-
terpinene  (%2.24), p-myrcene (%0.78) ve a-pinene (%0.40) olarak

belirlemislerdir.

Yapilan diger c¢alismalara gore; Carvacrol %30.87-89.9, 1.8-cineol
%1.9-13.39, linalool %0.25-12.92, borneol %0.7-16.16 ve y-terpinen
%0.39-10.60 arasinda degismistir (Ceylan vd., 1980; Fleisher and Sneer,
1982; Sarer vd., 1982; Akgil ve Bayrak, 1987; Vokou et al., 1987,
Ceylan, 1997; Ceylan vd., 1999; Yaldiz vd., 2005).

Ceylan vd. (1996) aymi O. onites klonlar1 tizerinde yirittikleri bir
caligmada, Orneklerin ucucu yag iceriginin %?2.8-5.80 arasinda oldugunu
ve ¢ Onemli komponent icerdigini (carvacrol, thymol, linalool)

bildirmislerdir.
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Bu c¢alismada carvacrol orani 1. hasatta %58.16-82.57, 2. hasatta
%67.75-81.79 arasinda degisim gostermistir. Birinci bicimde 5 klon
numarali genotip den % 82.57 ve ikinci hasatta ise 11 klon numaral

genotip den %81.79 ile en yiiksek carvacrol orani elde edilmistir.

Carvacrol oranlar1 incelendiginde, ugucu yag bilesimi igerisinde en
yiksek oranda bulunan bilesen oldugu goriilmektedir. Birinci hasatta
ortalama %66.56 ve ikinci hasatta ise 9%65.56 oraninda carvacrol

bulunmustur.

Ugucu yagm Dbilesimi tiizerinde yapilan ¢alismalarda, carvacrol
oraninin ~ Origanum’larda  yiikksek  oldugu  saptanmigtir. Ana  Dbilesen
carvacrol gii¢lii antimikrobiyal o6zelliginden dolayi, ugucu yagda bir kalite
kriteri olarak ele alinmaktadir (Tepe vd., 2004). Yapilan c¢alismalarda
carvacrol oranmi %65.4 (Arslan vd., 2005), 1. wyil %70.73-84.10, 2. wyil
%72.89-85.68; 1. yil 1. hasatta %65.23-88.45, 2. hasatta %75.22-84.26, 2.
yil  %59.71-87.97 (Ceylan vd., 1999) olarak belirlenmistir. ~ Arabaci
(1995), Izmir kosullarinda sulama zamam ve farkli bitki sikliklar
tizerinde yaptigi bir c¢alismada, bu iki faktoriin bitkilerden elde edilen
ucucu yag Dbilesimi lizerinde belirgin bir etkiye sahip oldugunu

saptamistir.

Otan et al.,, (1994) Bati ve Giineybati Anadolu’ dan 1991 yili mayis
ve haziran aylarinda ¢i¢eklenme doneminde topladiklari Origanum onites
L." de carvacrol oraninin ortalama %65.22-98.360 arasinda degistigini

bildirmislerdir.

Bayram (1995), Bornova ekolojik kosullarinda Origanum onites L.
hatlarinda yaptig1 arastirmada, carvacrol oranlarinin birinci  y1l  birinci
hasatta %65.23-88.41, ikinci hasatta %75.22-84.21, ikinci yil %59.71-
87.97 arasinda degistigini bildirmistir.
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Kalafat¢ilar (1996), Bornova kosullarinda kiiltiire alinan Bati ve
Giiney Anadolu orijinli Izmir kekiginde carvacrol oraninin %60.2-76.4 ve

thymol oranini ortalama % 0.0-10.3 arasinda degistigini bildirmistir.

Thymol giliclii bir antibakteriyal olarak kekigin diger 6nemli
bilesenidir. Yapilan c¢alismada 14 genotipin icinde 6 numarali klonun
birinci hasatta %63.41 ve ikinci hasatta %64.24 ile yiiksek oranda thymol
icerdigi saptanmustir. Diger klonlarin  thymol orami ise birinci hasatta
%0.32-2.14 ve ikinci hasatta %0.40-6.52 arasinda belirlenmistir.

Ugucu vyag igeriginde carvacrol’ den sonra bulunan ikinCi ana
bilesen birinci hasatta limonen ve ikinci hasatta ise [B-myrcene olarak
belirlenmistir. Birinci hasatta 12 no’ lu klon dan %11.19 ile en yiiksek
limonen orani ve ikinci hasatta ise 13 no’ lu klon dan %9.5 ile en yiiksek

B-myrcene orani elde edilmistir.

Ucgucu yag iceriginde bulunan diger bilesen a-pinen’ dir. Birinci
hasatta 13 no’ lu klon %2.82 ve ikinci hasatta ise 14 no’ lu klon %2.74 ile

en yiiksek a-pinen orani1 gostermislerdir.

Linalool bilesenine de her iki bigcimde de rastlanmis ve birinci
hasatta 14 no’ lu klon %0.19 ve ikinci hasatta ise 3 no’ Iu klon %1.56 oran

ile en yiiksek oranlar1 gostermislerdir.

Kiryaman (1988), izmir kekigi hatlarinda azot, fosfor ve potash
giibre uygulamalar1 yaptigi bir calismada, ugucu yagda en Onemli bilesen

olarak linaloolii tayin etmistir.

Borneol bileseni her iki hasatta daha az miktarda goriilmiistiir.
Birinci hasatta 11 no’ lu klondan %0.67 ve ikinci hasatta 4 no’ lu klondan

% 1.96 ile en yiiksek oran elde edilmistir.

y-terpinen bileseni her iki hasatta da daha az miktarda elde
edilmistir. Birinci hasatta %0.08-0.48 ve ikinci hasatta ise %0.09-0.23

arasinda belirlenmistir ve 5, 9, 10 ve 11 no’ lu klonlarda saptanmamustir.
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Trans-caryophyllene  bileseni ikinci hasatta tim 14  genotipde
%0.6-4.04 arasinda saptanir iken birinci hasatta sadece 10 no’ lu klonda

%0.03 oraninda goriinmektedir.

Terpinen 4-ol bileseni ise birinci hasatta tiim genotiplerde %0.52-
2.16 arasinda bulunur iken, ikinci hasatta 1, 2, 3, 4, 6, 14 no'lu klonlarda
%0.08-0.41 arasinda belirlenmistir.

Bu c¢alismada bulunan limonen, p-myrcene ve trans-caryophyllene
oranlar1 Yiice vd. (2009)" nin belirttigi oranlardan yiiksek bulunurken,
Bayram (1995)' nin bulmus oldugu carvacrol birinci yil birinci hasatta
%65.23-88.41, ikinci hasatta %75.22-84.21, ikinci yil = %59.71-87.97

oranlari ile benzerlik géstremektedir.
4.2 In Vitro Testlerden Elde Edilen Bulgular

Calismanin  bu  bolimiinde laboratuvar kosullarinda 14  farkli
Origanum onites genotipinin yapraklarindan 1/15 oraninda hazirlanan su
ekstraktlart ile 3.2.2.1 bolimiinde agiklanan yontemle elde edilen ugucu
yaglarinin,  Clavibacter ~ michiganensis  ssp.  michiganensis'e  karsi

antibakteriyel etkileri in-vitro kosullarda arastirilmistir.

4.2.1 Yaprak ekstraktlarin Clavibacter-michiganensis ssp.

michiganensis' e kars1 antibakteriyel etkinlikleri

SNA besi ortamma mikropipetle verilen yaprak ekstraktlarinin
Cmm’ e karsi antibakteriyel etkilerinin testlendigi bu denemede 14 farkl
kekik genotipinin yaprak ekstraktlarinin antibakteriyel etkileri olmadigi

saptanmistir.

Denemede  birinci  bicimden elde edilen yapraklardan 3.2.3.3
boliimiinde  agiklanan  yontemle, tim 14  genotipin  ekstraktalarinin
antibakteriyel etkisi arastirilmis ve elde edilen sonuglara gore, higbir

genotip ekstrakti Cmm bakterilerin gelismelerini engelleyememistir.
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Ikinci bicimde 14 genotipden elde edilen yapraklardan, 6, 7 ve 12
nolu genotipler rastgele secilmis ve ekstraktlar1 denenmistir. Elde edilen
sonuglara gore ekstraktlarin antibakteriyel etkilerinin olmadigi ve Cmm

bakterilerin gelismelerini engelleyemedikleri saptanmistir.

Cloactr michiganensis b, M

ubsp. Michiganenti Origanum onites L 694(3)

Clavibacter michiganensis s

Origanum onites 1.694(1)

Clavibacter michiganensis subsp Michiganensis |8
Origanum onites L 694(2)

— - ‘ . [avibacter michiganensis s
Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis T Muhlgaum,',

S Origanum onites | 6613)

Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis

f Origanum onites L 661(2)
Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis

Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis

Origanum onites L 1382(1) nale

i;"

VRr . )

Clvibacter michiganensis subsp. Michiganensis ja

Origanum onites L 1382(2)

Sekil 4.1. Origanum onites yaprak ekstraktlari igeren SNA ortamlarinda
Clavibacter michiganensis ssp. michiganensis’ in gelisimi.
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4.2.2 Ucucu yaglarin Clavibacter-michiganensis ssp.

michiganensis'e kars1 antibakteriyel etkinlikleri

Bu c¢alismada Origanum onites L. tiirine ait 14 klonun birinci ve
ikinci hasatindan elde edilen ugucu yaglarmin Clavibacter michiganensis
ssp. michiganensis tizerine etkileri test edilmistir. Farkli genotiplere ait
her iki hasattan elde edilen ucucu vyaglarm Cmm’ e karst farkh
antibakteriyel aktiviteleri oldugu saptanmustir. Birinci hasatta deneme 3
tekerrlirlii yapildig1 i¢in her genotip igin 15 wveri, ikinci hasatta ise deneme
2 tekerriirli yapildigi i¢in her genotipte 10 veri elde edilmistir. Cmm O.
onites ugucu yaglarma ne kadar duyarli ise, diskin etrafinda olusan
inhibisyon zonu o kadar genis olmustur.  Inhibisyon zonunun c¢apt mm

seklinde Olgiilmiistiir.
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Cizelge 4.4.'de 14 farkli genotipin birinci bigiminden elde edilen

ugucu

yaglarmin  Clavibacter ~ michiganensis  subsp.  michiganensis

iizerinde olusturduklar1 farkli inhibisyon zonlar1 (mm) gériilmektedir.

Cizelge 4.4. Izmir kekigi klonlar1 1. bicim ucucu yaglarimin SNA ortaminda 2 giin

sonunda  Clavibacter  michiganensis  ssp.  michiganensis  patojenlerin

gelisimlerine etkileri.

Klon Ort.
No Tekerriirlerde saptanan engelleme zonu (mm) ?:r?]il
L. [ 2 38 [4a[s [6 [7 [8 9 [10]11]12]13]14 |15 (Z;’r‘n‘;
1 15|17 (15|14 |16 | 19 | 17 | 18 | 15 | 17 | 24 | 21 | 1.7 | 14 17 | 1.7a
2 2 22 |1 23 |22 |22 |22 |27 | 22|23 |23 |31 |21)|22]| 25| 21 2.3
bc

3 3 33 | 24 3 31 | 28 3 3 25 | 23 | 29 | 22| 27 3 2.8 2.8

d

4 24 | 22 | 24 | 22 | 26 | 26 | 25| 26 | 23 | 25 | 21 2 24 | 25 | 22 2.3
bc

5 19 2 25119 | 21 2 23 | 23 | 24 2 2.2 2 26 | 23 | 21 21
Bc

6 251 23| 25| 17 | 23 2 23 | 22 | 24 | 25 | 25 | 23 | 28 | 25 | 27 2.3
Bc

8 2.3 0 25| 23 | 24 | 25|23 | 25| 25| 28| 25| 23 3 25 | 2.2 2.3
Cd

9 22 124 | 27 | 31|25 |19 | 21| 23|23 |25 |27 | 26| 27| 29 3 25
Cd

10 21 2 2 2 19 | 23 | 24 | 25 | 25 | 24 | 22 | 23 | 25 | 25 2 2.2
Bc

11 211 25|25 29 | 25| 31| 25| 34 2 33 | 15| 24 | 1.7 | 22 | 22 24
Cd

12 21 |1 21|23 |19 2 2 22 | 18 | 17 2 2 23 | 18 | 21 | 22 2.0
Ab

13 25 2 25 2 22 | 25| 24 | 26 | 24 | 28 | 2.7 3 24 | 26 3 25
Cd

14 26 | 2.8 2 22 | 25 | 27 | 22| 21| 22 2 21 | 24 2 19 2 2.2

Bc
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Cizelge 4.5 de 14 farkli genotipin ikinci bigiminden elde edilen
ugucu  yaglarmin  Clavibacter ~ michiganensis  subsp.  michiganensis

tizerinde olusturduklari farkli inhibisyon zonlar1 (mm) goriilmektedir.

Cizelge 4.5. Izmir kekigi klonlar1 2. bicim ucucu yaglarimin SNA ortaminda 2 giin
sonunda  Clavibacter  michiganensis  ssp.  michiganensis  patojenlerin

gelisimlerine etkileri.

Klon Tekerriirlerde saptanan engelleme zonu (mm) ort.
. Engelleme
zonu (mm)
1 2 3 4 5 6. 7 8 9 10
1 1.7 1.4 2 1.7 15 1.6 1.7 1.7 15 1.2 1.6
Abc
2 1.6 1.7 15 16 1.1 1.7 1.6 1.7 1.6 1.3 1.54 ab
3 2.1 1.9 1.8 15 1.6 25 1.9 1.7 1.8 2.3 1.9
Cde
4 1 1.2 0.8 1 0.8 2.2 2 2 1.7 1.7 14 a
5 1.1 2 2.1 2.1 2.2 1.9 2.8 2.4 2.3 1.8 2.0 de
6 3 2.3 2.4 2.4 2.7 2.3 26 2.8 2.4 2.3 2.5fg
7 3.8 2.7 2.5 2.6 35 2.1 3 3 3 2.2 28g
8 2.3 1.7 1.9 2 1.9 1 2.2 1.2 1.5 2.1 1.6
Abcd
9 0 1 2.2 2 0 2.1 2 2.3 2.1 2.2 1.6 de
10 15 1.7 15 1.9 1.9 1.9 2 2.2 2.2 2 1.8
Bcde
11 2.3 2.4 2.3 2.2 2.1 2.3 1.1 2.2 2.7 2.2 2.1ef
12 1.7 25 2.2 17 16 2.1 2 2 2.4 2 2.0de
13 2.1 2.3 2 2.1 2.4 2 2.3 2.3 2.7 2.4 2.2 ef
14 1.7 2 2.2 25 1.8 26 2.3 2.4 1.8 2.1 2.1de

Cizelge 4.4 ve 4.5’den de anlasilacagr gibi, inhibisyon zonlarinin
caplarinin  Olgiilmesi  seklinde yapilan denemede, birinci hasattan elde
edilen ugucu yaglarin antibakteriyel etkileri incelendiginde 3 numarali
klon ortalama 2.8 mm ¢apli zon olusturarak Cmm' e karst diger
genotiplerden daha fazla antibakteriyel aktivitesi oldugu ve 1 numaral

klon ortalama 1.71 mm c¢ap1 zon olusturarak en diisiik antibakteriyel etkisi
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oldugu anlasilmaktadir. Ikinci bicimde ise 7 numarali klon 2.8 mm caph
zon olusturarak en yiksek ve 4 numarali klon 1.4 mm g¢apli zon

olusturarak Cmm'e kars1 en diisiik antibakteriyel etki gdstermislerdir.

vibacter michiganensis subsp. michiganensis

Ir kekigi (Origanum onites |.) ugucu yag (268) Pozitif kontrol petri kab1

Sekil 4.2. Origanum onites 3 numarali klon ugucu yag eklenmis SNA ortaminda

inokulasyondan iki giin sonra Cmm' nin gelisiminin engellenmesi.
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Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Pozitif kontrol petri kab1
lamir kekigi (Origanum onites ) ugucu ya (79)

Sekil 4.3. Origanum onites 1 numarali klon ugucu yag eklenmis SNA ortaminda

inokulasyondan iki giin sonra Cmm’ nin koloni gelisiminin engellenmesi.

Cizelge 4.6 ve 47" de 14 farkli genotipin iki bi¢cimde elde edilen
ucucu yaglarmin Cmm'e karst olusturduklari inhibasyon zonu c¢ap1 verileri

SPSS programina yiiklenerek degerlendirilmistir.

SPSS programin sonuglar1 ek agiklama A ve ek agiklama B'de

verilmistir.
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Cizelge 4.6. Birinci bigimin verilerinden elde edilen homojen alt gruplarin ortalamasi.

Duncan
Alfa igin altkiimesi = 0.05

Gen. Takerriir |1(a) 2 (b) 3(c) 4 (d)

1 3 1,71a

12 3 2,03 ab

5 3 2,18 be

2 3 2,19 bc

10 3 2,24 be

14 3 2,25 be

4 3 2,37 be

6 3 2,37 be

1 3 2,45 cd

8 3 2,46 cd

13 3 2,50 cd

9 3 2,52 cd

3 3 2,80d
Sig. ,060 ,001 ,086 071

Elde edilen sonucglara gore 3 numarali klon en yiiksek antibakteriyal
aktivite goOstermistir. Cizelge 4.2' de verilen ugucu yag bilesenlerine gore
3 numaralt klonun bilesenleri arasinda 1.8-cineol (%0.41) ve p-Cymene
(%0.17) oranlar1 en yiiksek miktarda ve B-pinene (%0.33) oran1 en disik

miktarda goriilmektedir.

Bir numarali klonun bilesenleri incelendiginde, 1.8-cineol (%0.26)
ve p-cymene (%0.02) oranlar1 daha diisik miktarda goriilmektedir. Ayni
Cizelgede 7 numarali klonun bilesenleri incelendiginde, adi gecen
maddelerin oranlar1 diisiik olmasina ragmen daha yiiksek antibakteriyel
aktivitesi gostermesinin nedeni limonen ve myrcene bilesenlerinin daha

yiiksek oranda mevcut olmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir.
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Cizelge 4.7. ikinci bigimin verilerinde elde edilen homojen alt gruplarin ortalamasi.

Duncan
Altkiimesi
Gen. Tekerriir |A B Cc d E f G
4 3 1,49a
2 3 1,54 ab
1 3 1,59 abc
8 3 1,76 abcd
10 3 1,90 bede
3 3 1,92 cde
9 3 1,99 de
12 3 2,02 de
5 3 2,10 de
14 3 2,14 de
11 3 2,16 ef
13 3 2,27 ef
6 3 2,52 fg
7 3 2,839
Sig. ,145 ,052 ,076 ,051 ,059 ,051 ,068
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Ikinci bicimden elde edilen ugucu yaglarin etkilerinin  analizi
incelendiginde, en diisliik aktivite 1.4 zonu cap1 ile 4 numarali klona ait

olmustur.

Sekil 4.4. 4 numarali klon ugucu yagmin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in

gelisimini engellemesi (birinci tekerriir).



57

Sekil 4.5. 4 numarali klon ugucu yagimim Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in

gelisimini engellemesi (ikinci tekerriir).

Cizelge 4.3' de verilen ugucu yag bilesimleri incelendiginde, 4
numarali klonun bilesenleri arasinda 1.8-cineol goriilmemektedir. Ayni
zamanda p-cymene %0.14 oraninda ve ana bilesen olarak belirlenen
carvacrol  %76.69 oranminda saptanmistir.  Yapilan denemede ikinci
hasattan  elde edilen ugucu  yaglarin  antibakteriyel  aktiviteleri
degerlendirildiginde 4 numarali klonun en diisiik antibakteriyel aktivite

gosterdigi saptanmaistir.
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Cizelge 4.2 ve 4.3 incelendiginde, birinci hasatta %63.41 ve ikinci
hasatta %64.24 orani ile 6 klon numarali genotipin baslica ugucu yag
bilesenin Thymol oldugu saptanmistir. Altt nolu klonun ana bileseni farkl
olmasmna ragman antibakteriyel aktivite agisindan, birinci bi¢imde 4, 14,
10, 2 ve 5 klon numarali genotipler ile ve ikinci bigimde ise 7, 13 ve 11

klon numaral1 genotipler ile benzerlik gosterdigi izlenmektedir.

Sekil 4.6. 6 numarali klon ugucu yagimin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in

gelisimini engellemesi (birinci tekerriir).
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Sekil 4.7. 6 numarali klon ugucu yagimin Clavibacter michiganensis subsp. Michiganensis’ in

gelisimini engellemesi (ikinci tekerriir).

Cizelge 4.3'de verilen ucucu yag bilesenlerine goére 7 numaral
klonun bilesenleri arasinda 1.8-Cineol %0.22, p-cymene 9%0.11, myrcene
%6.11 ve limonen %5.15 oranlarinda bulunmustur. Carvacrol ve thymol
Origanum onites ugucu yagmnda bulunan ve giicli antibakteriyel etkiye
sahip olduklar1 O©nceden yapilan ¢alismalarla saptanan bilesiklerdir. En
yilksek antibakteriyel etki gosteren 7 nolu klonun ugucu yag bilesimi
incelendiginde, a-pinene, P-pinene, B-myrcene ve carvacrol bilesenlerinin
oranlar1 14  klonun genel ortalamasindan daha  yiiksek  oldugu

gOriilmiistir.
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Ikinci bicimden elde edilen ugucu yaglarin etkilerinin  analizi
incelendiginde, tiim genotiplerin icerisinde en yiliksek antibakteriyel
etkinligi 2.8 zonu c¢ap1 degeri ile Cmm’ e karst 7 numarali klondan elde

edilen ugucu yag gostermistir.

Sekil 4.8. 7 numarali klon ugucu yagmin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’in

gelisimini engellemesi (ikinci tekerriir).
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Sekil 4.9. 7 numarali klon ugucu yagimin Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’ in

gelisimini engellemesi (ikinci tekerriir, daha yakin gériiniim).
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Ali-Shtayeh et al., (1998) ve Rabe and Staden, (1997) inceledikleri
bitki tlirlerinin farkli antibakteriyel etkilerinin nedenini, igerdikleri aktif
maddelerin  degiskenligi ile ilgili oldugunu belirlemislerdir. Bitkilerin
kimyasal  bilesimleri  konusunda  yapilan c¢alismalarda  antibakteriyel
aktivitelerinden sorumlu kimyasal maddelerin ~ Marrubium vulgare (Paris
et al.,, 1981) ve Origanum vulgare’ de (Janssen et al., 1987) ugucu yaglar,
Fumaria officinalis’ de protopine ve corydaline alkaloidleri (Paris et al.,
1981), Cichorium intybus'da sesquiterpene lactonlar (Seaman et al.,
1982; Zdero and Bohlman, 1990), Tanacetum vulgare (Greger, 1977) ve

Tanacetum partheneum’ da (Kalodera et al.,, 1997) polyacetylenler ve

acyclic  sesquiterpenler, Hypericum  perforatum’ da hypericin ve
pseudohypericin (Bombardelli and Morazzoni, 1995)  oldugunu
belirlemislerdir.

Keles vd., (2000) Tirkiye'nin g¢esitli bolgelerinden toplanan 13 bitki
tirtinden elde edilen 14 etanol ekstraktinin 2 Gram pozitif ve 5 Gram
negatif bakterileri tizerinde disk difiizyon ve diliisyon metotlari ile in vitro
kosullarda antibakteriyel aktivitelerini aragtirmiglardir. Bu arastirmada 13
bitki tiiriinden elde edilmis olan 14 ekstrakttan 12 tanesinin Gr pozitif ve
Gr negatif bakterileri tizerinde degisik derecelerde antibakteriyel aktivite
gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen bulgulara goére incelenen bitkilerin
etanol ekstraktlarinda antibakteriyel maddelerin mevcut oldugu
belirlenmistir. Bu ¢alismada denenmis olan bitkiler arasinda en yiliksek
aktiviteyi Hypericum  perforatum  bitkisi Staphylococcus — aureus
tizerinde, en genis etki spektrumunu ise Malva sylvestris  bitkisi
gostermistir.  Izzo et al., (1995) Italya’da tibbi bitkiler i{izerinde
yiriittikleri ~ aragtirmanin ~ sonucglar1 ile Keles vd., (2000) yaptiklar
arastirmadan  elde edilen bulgular kiyaslandiginda  bitkilerin  ortak
kullanilmis olan bazi bakterilere karsi nitelik ve nicelik yoniinden farkli
etkiler  gosterdikleri  saptanmistir.  Ornegin  Izzo et al, (1995)
arastirmalarma  gére  Origanum  vulgare  ekstraktinin ~ Pseudomonas
aeruginosa bakterisi hari¢ incelenen diger Gr pozitif ve Gr negatif
bakterilerin iizerinde aktivite gostermesine karsin Keles vd., (2000)

calismalarinda bu ekstraktin 7 bakteri tiirli arasindan sadece 3 tiiriine karsi
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diisik derecede antibakteriyel aktivite gdsterdigi  saptanmistir.  Bu
durumun, kullanilan bakteri tilirlerinin  farkliliginin  yanisira  Tiirkiye'de
yetisen Origanum vulgare bitkisinin 4 alt varyetesinin varhigi (Baytop vd.,
1984) ile ilgili olabilecegi ve varyetelerde ugucu yaglarin aktif ve degisik
bilesiklerin  aktivitelerinin ~ farkliligindan  kaynaklanabilecegi  kanaatine

varilmistir.

Yapilan bazi caligmalarin sonuglarina gore bitkilerden elde edilen
ekstraktlarin  farmakolojik yonden aktivitelerinin smirli  olmasmin nedeni
soksalet  kullanilarak elde edilmis olan  ekstraktlarin  saf  halde
bulunmamasi ile ilgili olabilecegi belirlenmistir. Bu durumda, saflagtirma
islemleri ile daha yiiksek derecede aktiviteye sahip bilesiklerin elde
edilmesi miimkiindiir (Fabry et al, 1998; Rabe and Staden, 1997).

Ertirk vd., (2010) arastirmalarinda kekik (Thymus vulgaris) ugucu
yagmin 21 bakteri {izerindeki antimikrobiyal etkinligini, disk difiizyon
yontemi kullanarak test etmiglerdir. Gr pozitif bakterilerden;
Staphylococcus  aureus,  Streptococcus  pyogenes, S.  Pneumoniae,
Enterococcus faecalis, E.faecium, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, L. monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. welshimeri,
L. seeligeri ve Mycobacterium smegmatis ve Gr negatif bakterilerden
Moraxella catarrhalis, Acinetobacter Iwoffii, Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella typhimurium bakterileri {izerinde deneme
yaptlmigtir.  Calismadan  elde edilen sonuglara  gore  kekik  yagi
Pseudomonas aeruginosa hari¢ test edilen mikroorganizmalara karsi

giiclii antimikrobiyal etkinlik gostermistir.

Nalbantbagt ve Golcii, (2009) 18 farkli bitkinin etkinligini dort
bakteri ve maya susu (Enterococcus gallinarum, Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Candida albicans, Saccharomyces
cerevisiae, Candida crusei) tizerinde etkinligini arastirdiklari
caligmalarinda, kekigin denenen tim mikroorganizmalara kars1

antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir.
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Aydin, (2008) yaptigi bir ¢aligmada, kekigin Escherichia coli O157:
H7,  Staphylococcus aureus, Yersinia  enterocolitica ve  Listeria
monocytogenes  bakterileri lizerine antimikrobiyal aktivite gosterdigini
bildirmistir. Akdeniz bolgesinden toplanan Thymus vulgaris bitkisinin
ugucu yaglarmin biyotoksik etki gosterdikleri Panizzi et al., (1993)
tarafindan belirlenmistir. Dorman and Deans, (1999) kekik bitkisinin 25
farkl1 bakteri tiriine kars1 antibakteriyal etkiye sahip oldugunu ifade
etmislerdir. Diger bir arastirmada ise Marino et al., (1999) kekik (Thymus
vulgaris) bitkisinin ugucu yaglarinin 9 Gr negatif ve Gr pozitif bakteri
susu  iizerinde denemisler ve bu  bitkinin tim test edilen
mikroorganizmalara kars1 bakteriyostatik etki gosterdigini
belirlemiglerdir.  O’Gara et al, (2000) kekik yagmm  Listeria
monocytogenes ve bazi diger bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye

sahip oldugunu saptamiglardir.

Aligiannis et al., (2001) iki Origanum tiiriine ait olan bitkilerin
ugucu yaglarinin, Gr pozitif bakterilerden Staphylococcus aureus ve
Staphylococcus epidermidis, Gr negatif bakterilerden Escherichia coli,
Enterobacter cloacae, Pseudomonas aeruginosa ve Klebsiella
pneumoniae’ya karsi antibakteriyel aktivitelerini denemisler ve bu ugucu
yaglarin, ¢ok giicli  bir antibakteriyel etkiye sahip  oldugunu
bildirmislerdir.

Vincenzo et al., (2003) Thymus spinulosus bitkisindan elde edilen
ugucu yagin etkinligini 4 Gr pozitif bakteri (Staphylococcus aureus,
Enterobacter faecalis, Bacillus subtilis ve Bacillus cereus), 4 Gr negatif
bakteriye (Proteus mirabilis, Escherichia coli, Salmonella typhimium,
Pseudomonas  aeruginosa) karst  denemisler ve  yiksek  oranda

antibakteriyel aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Burt and Reinders, (2003) yaptiklar1 bir ¢alismada 4 bitkiden elde
ettikleri ugucu yaglarin (Origanum vulgare, Thymus vulgaris, Pimenta
racemosa ve Eugenia caryophyellata) etkinligini  Escherichia coli

bakterisine karsi denemisler, Origanum ve Thymus tiirlerinden elde edilen
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ugucu yaglarin, diger iki bitkiden elde edilen yaglara gore, E. coli
bakterisine  karst  daha  giicli = antibakteriyel = etki  gdsterdigini

saptamislardir.

Azaz et al., (2004) bazi Thymus tiirleri ugucu yaglarinin in vitro
kosullarinda Staphylococcus  aureus, Pseudomonas  aeruginosa,
Entorobacter aerogenes ve Escherichia coli gibi patojenler {izerinde
denemis ve genel olarak bu tiirlerin ugucu yaglarinin antibakteriyel etkisi

oldugunu saptamislardir.

Chao et al, (2000) 45 bitki ucucu yaglarimin antibakteriyel
aktivitesini 8 bakteriye (4 Gr pozitif ve 4 Gr negatif) karsi denemislerdir.
Genelde ugucu yaglarin etkisine kargt Gr negatif bakterilerinin Gr pozitif
bakterilerinden daha direngli olduklar1 belirlenmis ve denenen bakteriler
arasinda Pseadomonas aeroginosa en direngli bakteri olarak bildirilmistir.
45 bitkiden Cinnamomum zeylanicum, Satureja montana ve Aniba
rosaeodora tiirleri en giiglii antibakteriyel etki gostermislerdir. Satureja
montana  bilesenleri  incelendiginde,  y-terpinene  (%7.4),  p-Cymene
(%25.9) ve carvacrol (%37.7), Rosewood'de ise linalool (%80) ana
bilesen  olarak  belirlenmistir.  Arastirmamizda  denenen 14  farkli
Origanum onites genotipinin bilesenleri arasinda adi gegen maddeler ve
Ozellikle carvacrol ana bilesen olarak goriilmektedir. 45  bitkinin
bilesimleri arasinda bulunan diger etken maddelerden 1.8-cineol ve
limonen'dir. 1.8-cineol, Eucalyptus radiata ve E. globulus, limonene ise
Grapefruit (Citrus paradisi), Mandarin (Citrus reticulatablanco), Dill
(Indian)  (Anethum sowa) ve lemon (Citrus limon) bitkilerinde
bulunmustur. 1.8-cineol ve limonen’ de O. onites bilesenleri arasinda

goriilmektedir (Cizelge 3 ve 4).

Stanier et al., (1966) de Pseadomonas tiirlerinin organik bilesikleri
metabolize etmek yetenegine sahip olmalar1 nedeniyle bu tiirlin ugucu

yaglara kars1 direngli olmalarini sagladigini belirlemislerdir.
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Pouvova et al, (2008) 34 aromatik bitkilerin ugucu yaglarinin
antibakteriyel etkilerini Clavibacter michiganensis subsp. sepedonicus ve
Clavibacter  michiganensis  subsp. insidiosus’e  karst  denemislerdir.
Bitkiler ~ arasinda ~ Origanum  vulgare, O. compactum,  Eugenia
caryophyllata, Artemisia absinthium, Thymus vulgaris, Abies siberica,
Ocimum basilicum ve Citrus aurantifolius bitkilerinin iki bakteriye karsi

en gliclii antibakteriyel aktivite gosterdiklerini ifade etmislerdir.

Yapilan diger bir c¢alismada, 8 aromatik bitkinin antibakteriyel
etkileri  Clavibacter =~ michiganensis  subsp.  michiganensis  iizerinde
denenmigtir. Cmm ugucu yaglara diger patojenlerden daha duyarli oldugu
bildirilmistir.  Origanum  vulgare, Thymus capitatus ve Origanum
dictamnus  ugucu  yaglart  swasiyla 100, 85 ve 100 pg/ml
konsantrasyonlarinda  tamamen  bakteri  gelisimini  inhibe  ettikleri
belirlenmistir.  Origanum majorana ve Mentha pulegium 200 pg/ml
konsantrasyonla % 80 ve Salvia fruticosa 1000 pg/ml konsantrasyonla %
89 bakteri gelisimini inhibe etmisler. Lavandola angustifolia 600  pg/ml
konsantrasyonla bitki gelismesini tamamen engellemistir. O. vulgare, T.
capitatus ve O. dictamnus ugucu yaglarinin bilesenlerinde p-cymene, v-
terpinene, thymol ve carvacrol belirlenmistir. Oregano bitkisinde thymol,
Thyme ve Dictamnus bitkilerinde ise carvacrol ana bilesen olarak
goriilmiistiir (Daferera et al.,, 2003). Yiriittigiimiiz arastirmada 14 farkli
Origanum onites genotipinin  timii Gr pozitif bakteri, Clavibacter
michiganensis ~ subsp.  michiganensis’ e  karsi  farkli  degerlerde
antibakteriyel  etki  gOstermislerdir.  Elde edilen sonuglar  saptanan

degerlerle benzerlik gostermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu arastirmada klon seleksiyonu yontemi ile elde edilen klonlarin
Ucucu yag oranlarn diger arastirmalarin sonuglarina gore daha yiiksek
miktarda  bulunmustur. Genel olarak 14 farkli  Origanum  onites
genotipinin  ugucu yag oranlari  bakimindan olumlu sonug¢ verdigi
goriilmektedir. Calismada 6 numarali klon hari¢ diger tiim genotiplerin
ucucu yaglarmin ana bileseninin carvacrol ve 6 numarali klon wugucu
yaginin ana bileseninin thymol oldugu belirlenmistir. Ugucu yag bilesimi
analizi sonuclarma gore bu genotiplerin kimyasal icerik bakimindan da
olduk¢a  zengin  olduklar1  anlagilmaktadir. Bodylece bu  calismada
Origanum onites genotiplerinin ¢ok amagli kullanilmasi yoniinde O6nemli

sonuglar ortaya konmustur.

Bu c¢alismada 14 farkli Origanum onites genotipinin  ugucu
yaglarinin, Domates bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligina neden
olan Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis’e kars1

antibakteriyel etkileri disk diflizyon yontemi kullanilarak tespit edilmistir.

Cmm Gr pozitif bir bakteridir ve denenen ucucu yaglara karsi
duyarli oldugu saptanmistir. Bu bakterinin neden oldugu bakteriyel
hastalik tohum kaynakli olmas1 itibariyle savasimi gili¢ bir hastaliktir.
Tiirkiye ve Diinya’da antibiyotikler hari¢, bakterilere kars1 kullanilan

tedavi edici etkili bir pestisit bulunmamaktadir.

Sonu¢  olarak, antibakteriyel  aktivitesi  saptanan  genotiplerin
Clavibacter  michiganensis  subsp.  michiganensis  bakterisinin  neden
oldugu hastaliklar i¢in bir ilag kaynagi olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica
elde edilen bulgular, tibbi bitkilerin antibakteriyel amagla kullanimlarinin
gerekli oldugu durumlarda Origanum onites bitkisinin  farkli  genotip
secimine yardimci olabilecek nitelikte genis bir varyabiliteye sahip

oldugu belirlenmistir.
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Antibakteriyel etkileri olan ugucu yaglar tek bir antimikrobiyal
ajanin  yetersiz kaldigi durumlarda tamamlayic1 topikal tedavi amacglh

kullanilabilir. Ancak en iyi sonug i¢in yagin bilesimi bilinmelidir.

Gelisen teknolojide bitkilerin allelopatik etki gosteren madde elde
etme caligmalarina Onem verilmelidir. Bakteriyal, fungal veya viral bitki
hastaliklarina, ayrica boceklere karsi ve yabanci otlarla miicadelede elde
edilecek bu maddelerin en 1iyi sekilde degerlendirilmesi gerekir. Diger
arastirmalarda  bitkisel orjinli, kimyasal ilaglara yardimci maddelerin
gelistirilmesi ve preparat olarak standardize edilmesinin, c¢evre ve insan
sagligi ile dogal dengenin korunmasinda c¢ok biiylik avantajlar yaratacagi

diistiniilmektedir.
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Ek Aciklamalar

EKk Aciklama-A

BIiRINCI BICIMDEN ELDE EDILEN VERILERIN ANALIZI.

Birinci bi¢cimden elde edilen 13 farkli O.onites genotipin Cmm' e karst

olusturduklar1 inhibisyon zonlarin varyans analizi.

ANOVA
Bakteri

Karelerin Karelerin

toplam Df ortalamasi F Sig.
Gruplar arasinda 2,576 12 ,215 5,174 ,000
Gruplar iginde 1,079 26 ,041
Toplam 3,655 38

Birinci bi¢imin verilerinden elde edilen homojen alt gruplarin ortalamasi.

Duncan

Alfa i¢in altkiimesi = 0.05
Gen. Takerriir 1 2 3 4
1 3 1,71
12 3 2,03 2,03
5 3 2,18 2,1800
2 3 2,19 2,1867
10 3 2,24 2,2400
14 3 2,25 2,2467
4 3 2,37 2,3667
6 3 2,37 2,3667
11 3 2,4533 2,4533
8 3 2,4667 2,4667
13 3 2,5067 2,5067
9 3 2,5267 2,5267
3 3 2,8000
Sig. ,060 ,091 ,086 071
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Ek Aciklamalar-B

IKINCI BICIMDEN ELDE EDILEN VERILERIN ANALIZI.

Ikinci bigimden elde edilen 14 farkli O.onites genotipin Cmm’ e Karsi

olusturduklari inhibsyon zonlarinin analiz1.

ANOVA
Bakteri

Karelerin Karelerin

toplami1 Df ortalamasi F Sig.
Gruplar arasinda 5,426 13 A17 10,217 ,000
Gruplar iginde 1,144 28 ,041
Toplam 6,570 41

Ikinci bigimin verilerinde elde edilen homojen alt gruplarin ortalamast.

Duncan
Altkiimesi
Gen. Tekeriir 1 2 3 4 5 6 7
4 3 1,49
2 3 1,54 1,54
1 3 1,59 1,59 1,59
8 3 1,76 1,76 1,76 1,76
10 3 1,90 1,90 1,90 1,9033
3 3 1,92 1,9200 1,9200
9 3 1,9933 1,9933
12 3 2,0200 2,0200
5 3 2,1000 2,1000
14 3 2,1433 2,1433
11 3 2,1667 2,1667
13 3 2,2767 2,2767
6 3 2,5200 2,5200
7 3 2,8333
Sig. ,145 ,052 ,076 ,051 ,059 ,051 ,068
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