T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiTKi AKTIVATORU OLARAK GELISTIRILMIS “ AkseBio” PREPARATININ
TOPRAK KOKENLIBAZI FUNGAL BIiTKi PATOJENLERINE ETKi
MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Ragip Soner SILME

YUKSEK LISANSTEZI

BITKIi KORUMA ANABILIM DALI

2004



BiTKi AKTIVATORU OLARAK GELISTIRILMIS “ AkseBio” PREPARATININ
TOPRAK KOKENLIBAZI FUNGAL BIiTKi PATOJENLERINE ETK i
MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Ragip Soner SILME

YUKSEK LISANSTEZI

BITKIi KORUMA ANABILIM DALI

Bu tez 2003.02.0121.006 no’lu proje olarak Akdeniz Universitesi Bilimsdl
Arastirma Projeleri Birimi tarafindan desteklenmistir.

2004



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiTKi AKTIVATORU OLARAK GELISTIRILMIS “ AkseBio” PREPARATININ
TOPRAK KOKENLIBAZI FUNGAL BIiTKi PATOJENLERINE ETK i
MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Ragip Soner SILME

YUKSEK LISANSTEZI

BITKIi KORUMA ANABILIM DALI

Bu tez ...../[..../2004 tarihinde asagidaki juri tarafindan ...... not takdir edilerek
oybirligi/oycoklugu ile kabul edilmistir.

JURI: Prof. Dr. Prof. Dr. Oktay YEGEN (Darisman)
Dog. Dr. Hiseyin BASIM
Dog. Dr. Bilent SAMANCI



OZET

BiTKi AKTIVATORU OLARAK GELISTIRILMIS “ AkseBio” PREPARATININ
TOPRAK KOKENLIBAZI FUNGAL BIiTKi PATOJENLERINE ETK i
MEKANIZMASININ ARASTIRILMASI

Ragip Soner SILME

Yiksek Lisans Tezi, Bitki KorumaAngbiIim Dal
Damsman: Prof. Dr. Oktay YEGEN
Mayis 2004, 86 sayfa

Bu calismada “AkseBio” preparatinin bitkilerde zararli olan fungal patojenlere
etki mekanizmalar: arastirilmistir. S6z konusu preparatlardan izole edilen bakterinin
karbon kaynag: olarak kekik bitkisinden elde edilen eterik yag, gliserin ve her ikisinin
karisimin iceren bes ortamlarinda yetistirilip, 7 gunlik gelisme slires boyunca besi
ortamindan alinan oOrnekler ekstrakte edilerek ince tabaka kromotografisine (TLC)
uygulanmastir. Antifungal maddelerin saptanmasi icin TLC playtlerinin Uzerine
Fusarium noniliforme misdleri puskartilmis ve gelisme olmayan bdlgeler
isaretlenmistir. Sirasi ile gelisme olmayan bolgelerin Rf’si; 0.56, 0.52 ve 0.61 olarak
kaydedilmistir. Bakterinin Urettigi Grinler kimyasal yapisi bilinen bagska maddelerle
karsilastirilmis ve indol-3-asetik asitle aymt Rf degeri (0.62) verdigi tespit edilmistir.
Bakterinin 144 saatlik yetistirme sonunda eterik yagli ortamda 0.0158 mg/ml,
carvacrol’ lu ortamda 0.0192 mg/ml ve eterik yag+gliserin igeren ortamda 0.065 mg/ml
IAA Urettigi tespit edilmistir. Ayrica alinan orneklerdeki kitinaz aktivitesi, bakteri ve
bes ortamu birbirinden ayrilarak ve ayrilmadan olcUlmustur. Olglim yapilan tim
zamanlarda (48, 96, 154 ve 240 saat), sadece bakteri ve bakteri+bes ortami bazinda
kitinaz aktiviteleri tespit edilmistir. Buna karsin, ilk 48 saat icinde bes ortamlarinda,
kitinaz aktiviteleri gok dustk seviyelerde bulunmus, 96 saatlik inkibasyonu takiben
yapilan ol¢gimlerde ise gliserin igeren bes ortamlari hari¢ butin bes ortamlarinda
kitinaz aktivitesinin yukseldigini ve bu seviyenin 240" 1inc1 saate kadar devam ettikleri
gosterilmistir. Elde edilen bu sonuclar bakterinin eterik yagli ortamda ve eterik

yag+gliserin igeren ortamda kitinolitik enzimler Urettigini gostermistir.



Modifiye edilmis PDA iceren ortamlarda bakterinin, toprak kokenli fungal
fitopatojenler olan Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum
ve Phytophthora capsici’ ye etkisi incelenmis ve bakterinin fitopatojenlerin gelisimini
eterik yagla birlikte oldugu zaman, sadece eterik yagin etkisinden daha ¢ok negatif
yonde etkiledigi tespit edilmistir.

Bakterinin bitki aktivatori olarak etkinliginin tespiti icin AkseBio, steril edilmis
AkseBio ve Kontrol (muduk suyu) gruplar: bitkiye sulama suyu olarak uygulanmustir.
Deneme sonunda yapilan Olglimler canli bakteri iceren AkseBio preparatinin
uygulandigi grubun, steril edilmis AkseBio ve Kontrol (musluk suyu) gruplara gore
bitki gelisimini istatistiki olarak dnemli derecede olumlu etkiledigi tespit edilmistir.

Calismada ortaya ¢ikan sonuglar, AkseBio preparatinda 6nemli bir miktarda
mevcut olan kekik yaginin bakteriyel pargalanmas: sonucunda antifungal maddelerin,
indol-3-asetik asit ve kitinolitik enzimlerin Uretildigini gostermektedir. Bitki denemeleri
sonucunda AkseBio preparatinda mevcut bakterinin bitki gelisimini olumlu etkiledigi
tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: AkseBio, bitki aktivatorii, TLC, indol-3-asetik asit,

antipatojen, kitinaz
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ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF “AkseBio”, THE PRODUCT DEVELOPED ASA
PLANT ACTIVATOR, FOR THE EFFECT MECHANISM TO SOME FUNGAL
SOILBORNE PLANT PATHOGENS

Ragip Soner SILME

M.Sc. in Plant Protection
Adviser: Prof. Dr. Oktay YEGEN
May 2004, 86 pages

In this study, the mechanisms behind antifungal properties of a product
“Aksebio” were examined. The bacteria isolated from the product were grown on
different media containing essential oils from thyme, glycerin or essential oil+glycerin
as carbon sources and the extracted samples taken during 7 days growth period were
applied on TLC plates. After application mycelia of Fusarium moniliforme to TLC
plates, antifungal properties of the preparation were determined as zone of inhibition on
the plates with Rf values of 0.56, 0.52 and 0.61. The metabolites of bacteria are
compared to the substances which the chemical structure is known and it is found that it
is giving the same Rf value (0.62) with indole-3-acetic acid. At the end of growth period
of 144 hours for the bacteria the amount of IAA produced by bacteriais: in the medium
with essential oil 0.0158 mg/ml, in the medium with carvacrol 0.0192 mg/ml and in the
medium of essential oil+glycerol 0.065 mg/ml. Furthermore, chitinase activities were
collectively measured in bacteriarmedia and individually in bacteria and media after
separation. Chitinase activities were present in only bacteria and bacteriatmedia at any
time growth points (48, 96, 154 and 240 hours). However, the activities were almost
absent in medial parts of samples taken after 48 hours of growth, whereas except in the
medium containing glycerin, the bacteria excreted increasing chitinase in to the medium
after 96 hours of incubation and this continued through 240 hours. These results show
that bacteria are producing chitinolitic enzymes in the medium with essential oil or

essential oil+glycerin.



In the medium that contains modified PDA, effect of bacteria to the soilborne
fungal phytopathogens, Fusarium moniliforme, Rhizoctonia solani, Sclerotinia
sclerotiorum and Phytophthora capsici is examined and it's determined that the growth
of phytopathogens is more effected negatively than the essential oil when the essential
oil and bacteria are gpplied together.

To determine the plant activator efficiency of the bacteria AkseBio, sterilized
AkseBio and Control (tap water) groups are applied to plant for water requirements. The
measurements at the end of experiment showed that the treated group of product
AkseBio which has living bacteria is effecting plants growth statistically more
important than sterilized AkseBio and control (tap water) group.

The results from this study determined that by the bacterial degradation of
essential oil which contains important part of the product AkseBio antifungal
substances, indole-3-acetic acid and chitinolitic enzymes are produced. On the base of
the results of experiments with plant, it is also determined the bacteria in product

AkseBio is effecting growth of plant positively.

KEY WORDS. AkseBio, plant growth regulator, TLC, indole-3-acetic acid,

antifungal, chitinase
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ONSOZ

Yurdumuzda yuksek miktarlarda bilingsizce kullamlan kimyasal ilaglarin hem
dogaya hem de insanlara zararl1 oldugu bilinmektedir. Bu gergek karsisinda arastiricilar
olarak bizlere alternatif cozimler aramak yolunda buylik gorevier dusmektedir. Bu
biling icinde bu arastirmada, haen tarimda kullanilan kimyasal ilaclara alternatif bir
¢Ozum bulmak Uzere Uretilmis bulunan AkseBio preparatinin toprak kdkenli bazi fungal

bitki patojenlerine etki mekanizmas: arastirilmagtir.

Y apilan bu ¢alismanin timi Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma
Boluminde gergeklestirilmistir. Bu ¢alismamn biitin asamalarinda gerekli olan tim
laboratuvar tekniklerini arastirmam ve 6grenmem konusunda beni tesvik eden, her turli
destegi saglayan ve higbir yardimi esirgemeyen sayin damsman hocam Prof. Dr. Oktay
Y EGEN’ e tesekkiirti bir borg bilirim.

Bu calismada projenin finansal olarak desteklenmesini saglayan Akdeniz
Universitesi Arastirma Fonu'na, yardimlarindan dolaym sayin Dog. Dr. Huseyin
BASIM’ a, sayin Dog. Dr. Bllent SAMANCI’ ya, sayin Dog. Dr. Salih ULGER’e, sayin
Dr. Cengiz IKTEN’e ve Bitki Koruma Anabilim dalimizdaki butiin Ogretim tyelerine
de yardimlarindan dolay: tesekkdir ederim.
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SIMGELER veKISALTMALAR

Simgeler

°C Santigrad derece

ul Mikro litre

ml Mili litre

mM Mili molar

nm Nanometre

kDa Kilo Daton

Kasaltmalar

dk Dakika

dev Devir

rpm Repeat per minute = dakikada devir sayist

uv Ultraviole 15181

PDA Patates Dekstroz Agar

IAA Indol-3-asetik asit

sd Standart deviation = Standart sapma

TLC Thin Layer Chromatography = Ince tabaka kromatografisi
Solvent A Kloroform:Aseton (9:1) karigim

Solvent B Toluen:Etilasetat:Formik asit (5:4:1) karisimi

EB Eterik yag iceren bakterili ortam

GB Gliserin iceren bakterili ortam

EGB Eterik yag ve gliserin karigimt igeren bakterili ortam
CB Carvacrol igeren bakterili ortam

EK Eterik yag iceren bakterisiz kontrol ortam

GK Gliserin igeren bakterisiz kontrol ortam

EGK Eterik yag ve gliserin karisimt igeren bakterisiz ortam
CK Carvacrol igeren bakterisiz kontrol ortam

Bak+Be.O  Bakteri ve bakterinin gelistirildigi besi ortamimin bir arada bulunmasi
GliCarvacrol  Gliserin ve Carvacrol karigim igeren ortam

pH.D.Gli pH diizenlemesi yapilmis gliserinli ortam
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1. GIRIS

Tibbi bitki, baharat ve buna benzer bir ¢ok bitkinin kullammi ¢ok eskilerden beri
bilinmektedir. Bitkilerin tibbi amaclarla kullanimi M.O. 3000 — 5000 yillarinda Stimer
ve Ege medeniyetlerine kadar dayanir. Bu bitkilerin yararli oldugunun bilinmesine
ragmen bunlarin kiltire alinmamasindan dolay: kullanim alanlar1 dogal olarak yetistigi

yerlerde siirli kalmastir.

Bu bitkilerin buyuk bir gogunlugu kendilerine has karakteristik kokulara sahip
olup, bu kokular bitkilerin icermis olduklar1 yaglardan kaynaklanmaktadir. Bitkilerin
icerdikleri bu yaglar normal yaglardan farkl: ve buharlasma 6zelligi gostermektedir. Bu
yuzden bitkilerin igerdikleri yaglara ugucu yag, eterik yag veya esans gibi ismler
verilmektedir. Bitkilerin icerdikleri bu yaglar tek bir bilesikten degil, ¢ok sayida
bilesiklerden olusmus maddelerdir. Bunlarin en dnemlileri hidrokarbon, alkol, aldehid,
keton ve ester yapili bilesiklerdir.

GUnimizde tanim alanlarinda, hastaliklar ve zararlilarla micadelede asiri
kullanilan kimyasallar cevre kirliligine sebep olmaktadir. Bu kimyasdlarin yerine,
eterik yag iceren bitkilerden faydalamlip faydalanilamiyacagi uzun zamandir
arastirilmaktadir. Akdeniz Universites Ziraat Fakiltes Bitki Koruma Bolumi nde
surdurdlen arastirmalarda eterik yag iceren bazi bitkilerin toprak kokenli fungal
patojenlere olan etkileri denenmistir. Bu konuda yurutilen Yikseklisans tez
calismalarinda, eterik yagin fungitoksik potansiyeli (Cakir 1992), ekotoksikolojisi (Unli
1995), toprakta parcalanabilme durumu (Baysal 1997) ve pratikte kullamlabilirligi
(GUmrikeu 2001) saptanmustir.

Tez calismaart haricinde yapilan baska arastirmalarla da eterik yagin
fungitoksik potansiyeli (Cakir ve Yegen 1991, Yegen vd 1992, Muller-Riebau vd 1994,
Miuller-Riebau vd 1995, Miller-Riebau vd 1996, Yegen vd 1998), toprakta
parcalanabilme durumu (Baysal ve Yegen 1997) ve antibakteriyel etkisi (Basim vd
2000, Yegen vd 2002) saptanmustr.



Bu calismada daha dnce yapilmis galismalarla gelistirilmis olan “AkseBio”
isimli, igerigini Thymbra spicata ugucu eterik yagi, bitkisel yaglar ve bitki 6zleri
olusturan preparatin dogada mikrobiyolojik olarak pargaanmas: sonucu olusan
maddeler ve olusan bu maddelerin bazi bitki patojeni funguslara olan etkisi

arastirilmustar.



2. KURAMSAL BILGILER ve KAYNAK TARAMALARI

Bitki aktivatoru olarak gelistirilmis “ AkseBio” preparatinin toprak kokenli bazi
fungal bitki patojenlerine etki mekanizmasinin bir pargasi olan kekik eterik yagimn ve
benzeri kimyasallarin mikroorganizmalar tarafindan pargalanmasi sonucu olusan

ardinlerleilgili literattire pek fazla rastlanamamustir.

Bitki patojenleriyle biyolojik mucadelede ¢esitli mikroorganizmalarin kullanimi
uzun zamandan beri siiregelmektedir. Gintimizde Pseudomonas fluorescens, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Glicladium virens, Trichoderma spp. mikroorganizmalar
preparat haline getirilerek hem bitki hastalik etmenleriyle miicadele edilmekte hem de
bitki gelisimi tesvik edilmektedir (Handelsman ve Stabb 1996).

2.1. Eterik Yagin Antimikrobiyal Potansyeli Uzerine Arastirmalar

Vokou ve Liotiri (1999), eterik yaglarin toprak mikroorganizmalarina olan
etkisini aragtirmiglardir. Mikrobiyal etkinligin tespiti icin zamana bagli olarak gikan
karbondiokst miktar: incelenmistir. Origanum vulgare subsp. hirtum, Rosmarinus
officinalis, Mentha spicata, Coridothymus capitatus ve Lavandula angustifolia
bitkilerinin yaglarin ayr1 ayr1 aromatik bitkilerin yetistirildikleri ve yetistirilmedikleri
topraklarin Ust kismindan alinan o6rneklere uygulamuglardir. Aromatik bitkilerin
yetistiriimedigi, daha evvel eterik yaga maruz kalmamis toprak oOrneklerinde bile
mikrobiyal aktivitenin yukseldigi tespit edilmistir.

Daferera vd (2000), bazi aromatik bitkilerin eterik yaglarinin igeriklerini ve bu
eterik yaglarin Penicillium digitatum'a etkilerini incelemislerdir. Thymus wulgaris,
Origanum vulgare ve Origanum dictamus eterik yaglarinin fenolik bilesiklerce zengin
oldugunu ve sirasi ile toplam yagin %65.8, %71.1 ve %78.0' 1t olusturdugunu tespit
etmislerdir. Origanum majorana yaginin %42.1'i hidrokarbonlardan, %24.3 alkollerden
ve %14.2 fenollerden olusmaktadir. Lavandula angustifolia Mill. %58.8 alkollerden,
%32.7 esterlerden olusmaktadir. Rosmarinus officinalis ve Salvia fruticosa eterik

yaglar sirasi ile %88.9 ve %78.0 eter icermektedir. O. wulgare, T. wulgaris, O. dictamus



ve O.majorana eterik yaglar1 250-400 pg/ml gibi disik konsantrasyonlarda Penicillum
digitatum gelismesi tam olarak engellenmistir. L. angustifolia, R. officinalis ve S.

fruticosa eterik yaglar: P. digitatum’u dusiik diizeyde engellemistir.

Arras ve Usai (2001), gesitli bitkisel eterik yaglarin, Penicillium digitatum,
Penicillium italicum, Botrytis cinerea ve Alternaria citri’ye fungitoksik etkisini
incelemiglerdir. Sonugta Thymus capitatus (L.) Hofmgg eterik yaginin 4 fungusunda
gelismesini 250 ppm (vol/vol) diizeyinde kuvvetli bir fungitoksik etki ile engelledigi
saptanmigtir. Diger eterik yaglar 250 ppm (vol/vol) diizeyinde funguslarin gelismesini
% 9 ila % 95 arasinda azaltmustir. T. capitatus eterik yaglart 75, 150 ve 250 ppm
diizeyinde, desikator icerisine yerlestirilmis ve tizerlerine P. digitatum 10° konidi ml™
puskirtilmus olan saglikli portakal meyvelerinde atmosferik basingta  duisuk
bulunmustur ve % 3-10 arasinda engelleme bulunmustur oysaki vakum uygulamasinda
(0.5 bar) konidi 6lumu yiksek bulunmustur ve %90-97 seviyesinde engelleme
gOzlenmistir. Bu veriler 1s1ginda istatistiki olarak thiabendazole — TBZ (2000 ppm)
uygulamalar1 kadar etkilidir. Elektron mikroskopu incelemeleri T. capitatus eterik

yaginmn buharlarinin P. digitatum konidilerinin morfolojisini etkiledigini gbstermistir.

Guynot vd (2003), ¢esitli bitki eterik yaglarinin hamur Grinlerinde bozulmaya
neden olan Eurotium amstelodami, E. herbariorum, E. repens, E. rubrum, Aspergillus
flavus, A. niger ve Penicillium corylophilum a etkisini incelemislerdir. Kekik eterik yagi

ve diger bitkisel yaglarin bu funguslarin gelisimini engelledikleri saptanmustir.

Bouchra vd (2003), Labiatae familyasindan cgesitli bitkilerin eterik yaglarinn
icerikleri ve Botrytis cinerea’ya antifungal etkisi incelenmistir. incelenilen bitkiler
arasinda Origanum compactum ve Thymus glandulosus eterik yagimn misel gelisimini
engelledigi tespit edilmistir. Her iki bitkinin yag1 da 100 ppm dozunda uygulandiginda
%100 engelleme gergeklesmistir. Mentha pulegium 250 ppm diizeyinde uygulaninca
ortalama diizeyde etki gostermistir ve misel gelisimini %58,5 engellemistir. Caisilan
yaglarin ana igerikleri de incelenmis ve T. glandulosus ve O. compactum'un ana
icerikleri olan Thymol ve Carvacrol’un 100 ppm’'de %100 engellemeye sahip oldugu
tespit edilmistir.



Giamperi vd (2002), gesitli bitkilerin eterik yaglarimin Phytophthora cinnamomi
Rads., Pyrenochaeta lycopersici Kleb. ve Verticillium dahliae Kleb.'e etkilerini
incelemiglerdir. Kekik yaginin bu funguslara fungistatik ve fungisit etki gosterdigini
beirtmislerdir.

Velluti vd (2003), targin ve yabani mercankdsk eterik yaglarimn musir
tohumunda Fusarium proliferatum gelisimini ve fumonisin B1 Uretimini engelledigi

tespit edilmistir.

Velluti vd (2004), yabani mercankdsk eterik yagimn Fusarium graminearum

tarafindan zearalenone ve deoxynivalenol Uretimini azalttigim saptamiglardir.

Soliman ve Badeaa (2002), kekik ve cinnamon (500 ppm) eterik yaglarinin
Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. ochraceus ve Fusarum moniliforme gelisimini

tamamen engelledigi belirtilmistir.

Suhr ve Nielsen (2003), kekik eterik yaginin cavdar ekmeginde bozulmaya yol
acan funguslarin gelisimini engelledigini tespit etmiglerdir.

Inouye vd (2000), cesitli eterik yaglarin buhar etkisinin Aspergillus fumigatus
gelisimine etkisini incelemislerdir. Engelleme etkilerine gore bu gruplar 3 grup olarak
siniflandiriimustar. Ik grup Citron (Citrus medica Linn.), lavanta ve cay agaci yagindan
olusmaktadir ve gelismeyi havada 63 pug ml™ dozunda engellemistir ancak buhar
ortamdan uzaklasinca tekrar gelisme gozlenmistir. Ikinci grup; Perilla (Perilla
frutescens) ve lemongrass (Cymbopogon citratus) yaglarindan olusmaktadir ve havada
6.3 ug mi™ dozu gelismeyi engellemistir ve daha sonra gelisim gézlenmemistir. Uglincil
grup; Cinnamon bark (Cinnamomum zeylanicum) ve kekik yaglarindan olusmaktadir.
Bu yaglarin havada 6.3 pg ml™* dozunda bulunmasi gelismeyi geciktirmistir, 63 ug mi™
dozunda ise durdurmustur ama buhar uzaklasinca gelismeyi tam durdurmamustir. Gaz
kromotografik analizler eterik yag buharlarinin fungal miseller ve agar ortam tarafindan

adsorbe edildigini ve bunun sirasi ile en yuiksek birinci grupta sonrada ikinci ve tgtncu



gruplarda oldugu gozlenmistir. Bu sonucun bu gruplarin buharlasabilme 6zelligi ile

ilgili oldugu tespit edilmistir.

Horvéth vd (2002), ince tabaka kromotografisi yontemi ile Thymus fenollerinin
antibakteriyel 6zeligini incelemislerdir. Thymol ve Carvacrol’un Erwinia amylovora,
Erwinia carotovora subsp. atroseptica ve Erwinia carotovora subsp. carotovora’'ya

antibakteriyel etki gosterdigi belirlenmistir.

Inouye vd (2001a), gesitli eterik yaglarin solunum yolu hastaliklarina neden olan
bakterilere antibakteriyel etkisini seyreltme metodu ile arastirmiglardir. Eterik yaglardan
aldehid veya phenol’u esas komponent olarak igerenler en yiksek antibakteriyel
aktiviteye sahiptir, diger eterik yaglar terpen keton veya eter icerenler daha dusuk
aktiviteye sahiptir. Bu verilerden yola gikarak kekik, cinnamon bark, lemongrass, perilla

ve nane yaglar: daha sonraki arastirmalar igin secilmistir.

Inouye vd (2001b), eterik yaglarin ve bu yaglarin komponentlerinin gaz
hallerinin cesitli solunum yolu patojenlerine etkisini incelemislerdir. Buhar etkisine
gore minimum engelleme dozu (MED) tespit edilmistir. Test edilen 14 eterik yag
igerisinde cinnamon bark, lemongrass ve kekik yaglar1 en dustik MED’ e sahiptir, onlari
ana icerik olarak terpen alkolleri iceren eterik yaglar takip etmektedir. Terpen keton,
eter ve hidrokarbon igeren eterik yaglar yuksek MED’ e sahiptir. Bu ¢alisma sonunda
eterik yagin antibakteriyel etkinligi, en yiksek etkiye kisa bir sire igin yuksek bir
konsantrasyonda ulasmaktadr.

Inouye vd (2001c), cssitli eterik yaglarin Trichophyton mentagrophytes ve T.
rubrum’a buhar etkisini ve Minimum engelleme dozunu incelemislerdir. Bu galismanin
sonunda cinnamon bark yagimin en az etkiye sahip oldugunu, ve onu sirasi ile
lemongrass, kekik ve perilla yaglarimn izledigi belirtilmistir. Lavanta ve gay agaci yagi
orta derecede MED’ e sahiptir ve citron yag: en yiksek MED’ e sahiptir. Cinnamon bark
yagiyla kiyaslaminca 320 kat yiksek MED citron yaginda mevcuttur. Buhar etkisinin
daha detayl1 incelenmesi sonucunda Lemongrass, kekik ve perilla yaginin havada 1-4

ng mi™ de meveut olunca konidiyi oldirdiigii, tomurcuklanmay: engelledigini ve hif



gelismesini engelledigini, buna karsin lavanta yaginin havada 40-160 pug ml™ miktarda

bulununca etkili oldugunu saptamglardir.

Dorman ve Deans (2000), cesitli bitki eterik yaglarinin antibakteriyel dzelligini
incelemislerdir. Bu caismamn sonunda en genis antibakteriyel etkinlige Thymus
vulgaris L. bitkisinden elde edilen eterik yaglarin sahip oldugu belirtilmistir. Daha sonra
etkinlik bakimindan sirasi ile Origanum wulgare spp. hirtum, Syzgium aromaticum,
Myristica fragrans, Piper nigrum, Pelargonium graveolens eterik yaglari gelmektedir.
Bu eterik yaglarin bilesiklerinin de antibakteriyel etkis incelenmis ve thymol’un en
yuksek etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Daha sonra etkinlik bakimindan sirasi ile
Carvacrol, a-terpineol, terpinen-4-ol, eugenol, (z)-linalool, (-)-thujone, 6-3-carene, cis-
hex-3-an-1-ol, geranyl acetate, (cisttrans) citral, nerol, geraniol, menthone, p-pinene,
R(+)-limonene, a-pinene, o-terpinene, borneol, (+)-sabinene,  y-terpinene,
citronellal~terpinolene, 1.8-cineole, bornyl acetate, carvacrol metil eter, myrcene, -
caryophyllene, a-phelandrene, a-humulene, p-ocimene, aromadendrene ve p-cymene
gelmektedir.
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Sekil 2.1. Kekik (Thymus wulgaris) bitkisinde mevcut monoterpenlerin formdilleri
(Gouyon vd 1983)

Varel ve Miller (2001), yaptiklar1 bir ¢calismada o-pinene, limonene, camphor,
geraniol, borneol, fenchol, thymol ve carvacrol gibi bitkisel kokenli yaglarin
depolanmis hayvan guibresindeki toplam anaerobik bakterilerin ve diskisal koliformlarin
gelismesine etkisini incelemislerdir. Thymol ve Carvacrol’ un en etkili yaglar oldugu ve
digskisal koliformlarini tamamen yok ettigi ve toplam anaerobik bakterilerin sayisin

azattig: tespit edilmistir.



Hammer vd (1999), cesitli eterik yaglarin antimikrobiyal etkisini incelemistir.
Kekik eterik yagimin 3/10000 (v/v) seyreltmede bile Candida albicans ve Escherichia
coli gelisimi engelledigini saptamglardir.

Pina-Vaz vd (2004), cesitli kekik turlerinin antifungal etkisini incelemislerdir.
Kullamilan kekik tdrleri Thymus vulgaris, T. zygis subspecies zygis ve T. mastichina
subspecies mastichina'dir. Yapilan bu ¢alismanin sonunda antifunga etkinin yaglarin
ana komponentlerini olusturan carvacrol, thymol, p-cymene ve 1.8-cineol€ den
kaynaklandigini tespit etmislerdir. T. vulgaris ve T. zygis yaglarinin benzer antifungal
aktiviteye sahip oldugu ve T. magtichina yaginin bu iki yaga nazaran daha disuk etkiye
sahip oldugu tespit edilmistir. Minimum engelleme degerinin Ustiinde fungusun
gelismesini 0nemli derecede engelledigi tespit edilmistir. Bu calisma ile kekik
yaglariin Candida spp’ye antifungal etkisi ve Mucocutaneous candiosise karsi

gelecekte kullamlabilirligi incelenmistir.

Abe vd (2003), Candida albicans'in 100 pg/ml Cymbopogon citratus, Thymus
vulgaris, Pogostemon cablin ve Cedrus atlantica eterik yagi iceren ortamlarda

gelismesinin engellendigi tespit edilmistir.

Ultee vd (1999), farkli konsantrasyonlarda Carvacrol’un besin kokenli patojen
Bacillus cereus'a etkilerini incelemislerdir. 0,25 ve 1 mM Carvacrol’un hicrenin
sitoplazmik membraninda protonlar ve potasyum iyonlari igin gecirgenliginde bir artisa

neden oldugu tespit edilmistir.

Ultee vd (2000a), piringte Carvacrol uygulamasinin Bacillus cereus a etkisini
incelemiglerdir. 0,15 mg/g ve Usti miktarlarin gelismeyi engelledigini ve bu
engellemenin asilanan inokulum miktarina bagli oldugunu belirtmislerdir. Carvacrol’ un
piringin tat ve aromasina etkisini azaltmak icgin yapisal olarak analogu olan cymene'le
kombine edilmistir. 0,30 mg/g Carvacrol ila 0,27 mg/g cymene kombine edildigi zaman
bir sinerjistik etki saptanmistir. Ayrica soya sosu gibi bir tat diizenleyicisinde Bacillus

cereus a karsi: Carvacrol’ un antimikrobiyal etkinligini arttirdiginm saptamiglardr.



Ultee vd (2000b), besin kokenli patojen Bacillus cereusun Carvacrol’'e
adaptasyonunu incelemislerdir. B. cereus un Carvacrol’ u metabolize edemedigini ancak
antibakteriyel etkisinden kurtulmak icgin hiicre membram yapisinda degisiklikler
olusturdugunu belirtmislerdir. Carvacrol iceren ortamlarda hiicre membrammnn
lipidlerinin faz degistirme sicakliginin (buharlasma sicaklig) 20.5°C’'den 12.6°C'ye
dustiguni ve 0.4 mM Carvacrol’e dayanabilen hiicrelerin adaptasyon yapmayan
hlicrelere gore daha dustk bir membran lipid akisina sahip oldugunu saptamuslardir.
Carvacrol’un ilk eklenmesi sonucunda hiicre membrammn lipidlerinin buharlasma
sicakliginin 20.5°C’ den 12.6°C’ ye dusttiguini, daha sonra 0.4 mM Carvacrol’ e adapte
olan hicrelerde hiicre membram lipidlerinin  buharlasma sicakliginin  20.5°C’den
28.3°C' ye yukseldigini saptamuslardir. Ayrica adaptasyon sirasinda hticre membran yag
asidi kompozisyonundaki degisikliklerde takip edilmis ve is0-Cis:0, Cia0 Ve 1S0-Ciso

miktarindabir artis ve Cis-Cye:1 Ve Cig.0 miktarinda bir azalis tespit edilmistir.

Fan ve Chen (2001), su ve etanolle hazirlanmis kekik ekstraktlarinin, kekik
eterik yaginin, thymol ve carvacrol’ un antimikrobiyal etkinligini incelemiglerdir. Butin
bu maddelerin Staphalococcus aureus, Bacillus subtilis ve Escherichia coli’ye gelisme

engelleyici yuksek bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Burt ve Reinders (2003), kekik ve yabani mercankosk eterik yaginin Escherichia
coli’ye bakterisit etkiye sahip olduklarim tespit etmislerdir. Elektron mikroskopu

gOzlemleri eterik yaga maruz E. coli hiicrelerinde morfolojik degisiklikler gbstermistir.

Friedman vd (2002), cesitli bitkisel eterik yaglarin bakterisit etkisini
incelemislerdir. incelenen bitkiler arasinda kekik eterik yagimin da E. coli, L.

monocytogenes ve Salmonella enterica’ ya etkili oldugu bildirilmistir.

Bagamboula vd (2004), kekik eterik yagimin Shigella sonnei ve S flexneri
gelisimini engelledigini belirtmiglerdir.

Tabak vd (1996), sulu kekik ekstraktimin insanlarda Ulsere neden olan
Helicobacter pylori’ nin gelisimini engelledigini tespit etmislerdir.



Manou vd (1998), kekik eterik yaginin kozmetik drlnleri vb alanlarda
antimikrobiyal koruyucu olarak etkinligini incelemislerdir. Eterik yagin Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli bulasmalarina karsi koruyucu

olarak etkin gorev yaptigim saptamiglardir.

Smith-Palmer vd (1998), kekik eterik yaginin besin  kokenli  dnemli
patojenlerden Campylobacter jeguni, Salmonella enteritidis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ve Listeria monocytogenesin gelismesini engelledigini ve

antimikrobiyal etki gosterdigini bildirmislerdir.

Smith-Palmer vd (2002), kekik eterik yaginin insanlarda hastalik yapan Listeria
monocytogenes bakterisine etkisini incelemislerdir. Bakterinin enfeksiyon yapmak icin
salgiladig: ekstrasellUler proteinlerden listeriolysin O Uretimini 6nemli dlglide azalttigim

beirtmislerdir.

Fabio vd (2003), cesitli bitkilerin eterik yaglarinin besin kokenli gesitli patojen
bakterilere etkisini incelemiglerdir. Kekik eterik yagimn Aeromonas hydrophila’ya
antibakteriyel etki gosterdigini ve gelismesini engelledigini tespit etmislerdir.

2.2. Enterobacter spp. iledlgili Calismalar

Mitzkat (2001), ugucu yag komponentlerinin antibakteriyel etkili oldugunu fakat
bazi bakterilerin bu yag komponentlerini parcalayabildigini tespit etmistir. Bu bakteriler
igerisinde Enterobacteriaceae familyasindan da bakterilerin yer aldig: beirtilmistir.

Burkhead vd (1998), Fusarium sambucinum Fuckel’la biyolojik miicadele de
kullanilan Enterobacter cloacae S11:T:07 (NRRL B-21050) bakterisinin Sabouraud
Maltose Broth ortaminda yetistirilince antifungal bir Grin olan fenilasetik asit Urettigi
tespit edilmistir. Uretilen bu bilesigin aym zamanda bitkilerde gelisme hormonu olarak
gorev adig1 beirtilmistir.
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Van Dijk ve Nelson (2000), Enterobacter cloacae strainlerinin ve Pythium
ultimum’un, bitki tohumlarinin toprakta gimlenme sirasinda salgiladiklart doymamis,
uzun zincirli yag asitlerinden yararlanma durumlari incelenmis ve bakterinin bu
asitlerden yararlanamayan mutantlarimin Pythium ultimum’a etkili olamadiklar: tespit
edilerek, yag asitlerinden yararlanma ile Pythium ultimum a kars: toprakta baskin olma

arasindabir iligki oldugu tespit edilmistir.

Kageyama ve Nelson (2003), E. cloacae nin, farkli bitki turlerinde tohum
salgllarimn Pythium ultimum sporangiyum gimlenmesine uyarici etkisini durdurma
yetenegi incelenmistir. Biyolojik kontrol denemelerinde E. cloaca€ nin havug, pamuk,
salatalik, marul, turp, domates ve bugdayda Pythium c¢urukligunin kontroltinde etkili
olmus ancak misir ve bezelyenin korunmasinda basarili olamamistir. Misir ve bezelye
gibi bitkilerin tohumlarinda yiksek oranlarda salgilama vardir, oysaki pamuk ve
salatalik tohumlarinda ¢ok dusik oranlarda salgilamm vardir. Test edilen gesitli
bitkilerde tohum salgilarindan numunelerle P. ultimum sporangiyum cimlenmesi tesvik
edilmistir. Havug, musir, marul, bezelye, turp ve bugday gibi bitkilerin salgilart
genellikle P. ultimum’'u pamuk, salatalik, aycicegi ve domatesin salgilarindan daha
uyaricidir. Ama bu E. cloaca€e nin salgimin uyarici 6zelligini 6nleyen ve P. ultimum'un
sporangiyum gimlenmesini azaltici etkisiyle direkt olarak ilgili degildir. Toprakta tohum
bolgesnde, E. cloacae misir ve bezelye haricinde butin bitki tdrlerinde tohum
salgisinin uyarict aktivitesini  azaltmigtir. Misir ve bezelye tohumlarint Pythium
gurtkligiinden koruyamamasinin nedeni direkt olarak tohum salgilarimn uyarici
aktivitesini engelleme yetenegi ile ilgilidir. Diger test edilen bitkilerde E. cloacae,
curdiklige ve tohum salgilarinin uyarici etkisine baskin etki etmistir.

Roberts vd (1999), Enterobacter cloacae 501R3 irkim ve onun hiyar tohumu
etrafinda kolonizasyon ve mevcut karbonhidratlardan faydalanma bakimindan yetersiz
trangpozon mutanti A-11 wrkini incelemislerdir. A-11 irki in vitro gelistirilmesinde,
501R3 wrkinin gelismesini destekleyen pek ¢ok karbonhidratlardan faydalanamamistir
ama friktoz, gliserin ve test edilen diger tim aminoasitlerden ve organik asitlerden
faydalanabilmistir. A-11 irkimn, 501R3 1irki ile kiyaslaninca hiyar ve turp tohumlarinda

Onemli Olclide kolonizasyonu da azalmistir ama bezelye, soya fasulyesi, aycicegi ve
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musir tohumlarinda kolonizasyonu azalmamistir. Bezelye tohumlari, topraga hiyar ve
turp tohumlarindan daha fazla aminoasit, karbonhidrat ve yaklasik 4000 kat daha fazla
fruktoz salgilamaktadir. Tohum ekstidatlar: iginde tespit edilen fruktoz, A-11 irkinin in
vitro da gelismes sonucunda dogal irklar kadar kolonize olmasim saglayan tek
karbonhidrattir. Soya fasulyesi, aycicegi ve misir tohumlar: dahiyar ve turp tohumlarina
gore 6nemli miktarlarda friktoz, karbonhidrat ve aminoasit agiga gikarmistir. Hiyar ve
turp tohumlarina, bezelye tohumlarimin topraga salgiladigi toplam karbonhidrat
miktarina yakin miktarlarda friiktozun disaridan ilavesi sonucunda steril toprakta 501R3
wrkinin ulastigi miktarlara A-11 irkinin populasyonlar: 96 saatte ulagmistir. A-11 irkinmn
molekiler karakterizasyonu, mini-Tn5 transpozonu mutasyonunun Fosfofriktokinazi
kodlayan pfkA ile dnemli bir sekans benzerligi gbsteren genomun bir bdlgesinde
gerceklestigi tespit edilmistir. Bilinen bir pfkA mutant: olan Escherichia coli DF456 ile
A-11 wrkimn karsilastirmast beslenmeden kaynaklanan fenotiplerin kaybimn ayn
oldugunu gostermistir. Daha sonra E. cloacae 501R3’den klonlanan pfkA homologu E.
coli DF456 ve E. cloacae A-11'deki besdenme eksiklik fenotiplerini tamamlayici gorev
almistir ve A-11'in kolonizasyonu dogd 1rklarla ayn: seviyeye ulasmistir. Bu genetik ve
biyokimyasal deneyler, tohum ekslidatlarinda indirgenmis karbon kaynaklarinin
miktarlari ve mikroorganizmalarin tohum etrafinda kolonizasyonunda bu bilesiklerden

faydalanma yetenegi konusunda bir delil teskil etmektedir.

Howell vd (1988), Enterobacter cloacae irklarimin fidelerde ve hasat sonrasi
hastaliklarda, fungal gelisimi engelledigi tespit edilmistir. Bakterinin amonyak gibi bazi
ugucu bilesimler salgilacigini ve bakteri tarafindan salgilanan bilesiklerin antifungal
etkiye sahip olduklar1 belirlenmis, Pythium ve Rhizoctonia’ya etkide bulundugu tespit
edilmistir. Ozellikle dort wktan Uglnin 25°C'de metalaxyl kadar etkili oldugu

belirlenmistir.

Bitki hormonlar: bitki biyimes ve gelisiminde énemli roller almaktadir. ilk
tespit edilen bitki hormonu indol-3-asetik asittir (IAA) ve bitkiler ve bitkiyle yakin
iliskili bakteriler tarafindan sentezlenmistir. Pek ¢ok IAA sentez yolu tammmlanmustir, ve
pek cogu prekursor olarak L-tryptophan’la baslamaktadir. Enterobacter cloacae, IAA

sentezinde tryptophan bagiml1 biyosentez yollarindan biri indolpyruvic asit yoludur. Bu
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yol L-tryptophan’dan baslar ve ¢ adimda olusur: a) tryptophan’in indole-3-pyruvic
aside cevrimi; b) indole-3-acetaldehyde’in olusturulmas;; ve c) IAA’min Uretilmesi
(Sekil 2.2.). Bu sentez yolunun ilk adimi L-tryptophan aminotransferase (Bir pyridoxal-
5-phosphate-bagimli  enzim) tarafindan katalizlenmektedir. Ortadaki adim, [PA,
indolepyruvate decarboxylase (IPDC) tarafindan dekarboksile olur ve sonugta indole-3-

acetaldehyde bir adehyde oxidase tarafindan oksitlenir ve IAA olusur (Schiitz vd 2003).

e

=T ryprophan

CHyCH (HA ) COOH

Indnlc=3-acctic acid

Sekil 2.2. Enterobacter cloacae’ de bitki hormonu indole-3-asetik asidin biyosentezi igin
indole-3-pyruvic asit yolu. 1. L-tryptophan aminotransferase,
2. indolepyruvate decarboxylase, 3. indoleacetaldehyde oxidase (Schiitz vd

2003)

Glick vd (1998), tarafindan bakterilerin bitkilerde Etilen konsantrasyonlarini
azdtmasinin  bitki gelisimini  olumlu etkilediginin belirtmislerdir. Sekil 2.3.'de
gosterildigi gibi bakteri bitki bunyesindeki etilen’in prekursoru, 1-aminocyclopropane-
1-carboxylate'i (ACC), bakteri tarafindan ACC deaminase enzimiyle pargalanmakta ve
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amonyak ve a-Ketobutyrate' a cevirilmektedir. Bakteri tarafindan Uretilen indole-asetik
asit bitki binyesine verilmektedir. Etilen'in miktarca azalmasi kok uzamasina
engelleyici etkisini azaltmaktadir. Bitki binyesine verilen IAA, ACC synthase enzimini
tesvik etmektedir ve S-adenosyl-methionine’ den ACC olusumu ACC synthase enzimi
araciligiyla gerceklesmektedir.

Hiiere weamaszi
ve gofalmas:

N

1AA

Adobdet

ACC Synthase

L

ACC ACC
ACC Oxidase ACC deamlpase
Amonyak
1 ve a-RD
Etilen

Bakteri

Ktk uzamasi

Bitki tohumu
veya koki

Sekil 2.3. Bitki tohumu veya koku Gzerinde bir bakterinin Etilen miktarint azaltmas: ve
indole Gretimi. Kisaltmalar: L isareti etilenin kdk uzamasini engellemesi
anlamina gelmektedir. IAA, indoleasetik asit; ACC, 1 aminocyclopropane-1-
carboxylic asit; AdoMet, S-adenosyl-methionine; a-kB, o-ketobutyrate
(Glick vd (1998) degistirilerek alinmustir.)
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Shah vd (1998), Enterobacter cloacae irkinda 1-aminocyclopropane-1-
carboxylate (ACC) deaminase enziminin bitki etilen derecelerinde bir azalmaya yol
acarak koklerin uzamasina sebep oldugunu ve bu sekilde bitki gelisimini destekledigini
saptamiglardir.

Li vd (2000), Enterobacter cloacae irkinda ACC deaminase negatif bir mutantin
kanola bitkisinde kdk gelisimini artirmadiginm saptamiglardir.

Mirza vd (2001), azot baglayan, fitohormon ureten bir bakterinin, doku kulturd
yontemiyle Uretilen seker kamusi fidelerinde gelisime etkilerini incelemislerdir. Tarlada
gelisen bitkilerde saptan ve koklerden izole ettikleri azot baglayan bakteriyel izolatlar
morfolojik, karakteristik ve biyokimyasal testlere bagli olarak Enterobacter sp. olarak
tespit edilmistir. Sgptan izole edilen bir izolatin 16s rRNA sekans analizi yapilmis ve
Enterobacter cloacae ve Klebsidla oxytoca nin sekansi ile yiiksek sekans benzerligi
gostermistir. Saf kulttrlerde buttin izolatlar indolasetik asit (IAA) Uretmistir ve bu IAA
Uretimi triptofan igceren ortamda gelistirilince artmistir. Bakteriyel izolatlar in vitro da
doku kudltara yontemiyle seker kamuglarim asilamak icin kullanildi ve asilanmis

fidelerde kok ve siirguin agirliginda kontrole gore dnemli bir artis gozlenmistir.

Enterobacteriacae familyasindan Xenorhabdus sp. ve Photorhabdus sp.’ nin
30'dan fazla farkli kimyasal sinmiflardan biyoaktif sekonder metabolitler Urettigi tespit
edilmistir (Webster vd 2002). Bu metabolitler arasinda indole ve indole tirevleri; 3-(2'-
acetoxy-3' -keto-4’-methylhexyl)-indole, 3-(2'-acetoxy-3’ -keto-4' methylpentyl)-indole,
3-(2’ -hydroxy-3’ -keto-4' -methylhexyl)-indole ve 3-(2 -hydroxy-3’ -keto-4-
methylpentyl)-indole (Sekil 2.4.) yer amaktadir ve indole ve turevlerinin antimikotik
0zellige sahip oldugu bildirilmistir (Ng ve Webster 1997, Webster vd 2002).
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Sekil 2.4. indole ve turevieri (Webster vd 2002)

Xenorhabdus ve Photorhabdus tirlerinin kitinaz aktivitesine sahip oldugu da
bildirilmistir (Chen vd 1996, Isaacson ve Webster 2002).

Enterobacteriacae familyasindan Erwinia herbicola irkinda IAA Uretimi tespit
edilmistir ve IAA (retiminde gorev alan genler izole edilmistir (Brandl ve Lindow,
1996, 1998).

Ryu vd (2003), Enterobacter gergoviae IM22 irkimin 2,3-butanediol ve acetoin
gibi bakteriyel ugucu bilesikler salgiladigi ve bu bilesiklerin Arabidopsis thaliana
bitkisinde gelismeyi tesvik ettigi tespit edilmistir.

Converti ve Perego (2002), tarafindan Enterobacter aerogenesin glikozu
parcalacigi ve fermentasyon Urini olarak 2,3-butanediol ve etanol Urettigi tespit
edilmistir.

Hu vd (2000), Enterobacter cloacae nin azot baglayan bir bakteri oldugu

belirtilmistir ve azot baglamasinda gorev alan genleri incelemislerdir.
Nie vd (2002), Enterobacter cloacae CALZ2 wrkimin arsenate bulasmis

topraklarda yetistirilen transgenik kanola bitkilerinde gelismeyi pozitif yonde etkiledigi
Saptanmugtir.
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Kitin, dogada en bol bulunan dogal polimerlerden biridir ve boceklerin
kutikulasinda, kabuklular sinifindaki canlilarin kabuklarinda ve pek ¢ok fungusun hiicre
duvarinda yer almaktadir (Watanabe vd 1999).

Kitinazlar, kitinin indirgenmesini saglayan glikosilhidrolazlardir. Kitinazlar,
dogada organizmalar arasinda genis bir alanda yayilmistir. Bu organizmalar kendileri
kitin icermezler. Kitinazlar; bakteriler, viriser, ¢ok yillik bitkiler ve hayvanlarda

mevcuttur ve fizyolojik ve ekolojik énemli rolleri vardir (Watanabe vd 1999).

Chernin vd (1995), Enterobacter agglomeransin kitinolitik aktiviteye sahip
proteinler Urettigini ve salgiladigint saptamuglardir. Bakterinin Kitinolitik aktivitesinin,
karbon kaynagi olarak kitin'in bulundugu ortamda tesvik edildigini belirtmislerdir.
Kitinaz aktivitesi N-acetyglucosamine' nin disakkarit, trisakkarit ve tetrasakkarit
turevlerinin kromogenik p-nitrophenyl analaoglar: kullanilarak 6l¢tulmustir. Bu ¢alisma
sonunda Enterobacter irklarinda kompleks kitinolitik enzimlerin mevcudiyetiyle ilgili
deliller elde edilmistir ve dort enzim tespit edilmistir: iki tane 89 ve 67 kDa molekiler
agirhiga sahip N-acetyl-p-D-glucosaminidase, 59 kDa molekiler agirliga sahip bir
endochitinase ve 50 kDa bir chitobiosidase. Bitki denemeleri sonucunda bakterinin
pamukta Rhizoctonia solani zararimi %64 ila %86 arasinda azalttig: tespit edilmistir.

Tn5 mutasyonuna ugramis irklardakitinolitik aktivite gbzlenmemistir.

Bouvet vd (1995), Enterobacteriaceae familyasinda 128 taxaiginde toplam 1123
strain (isimlendirilmis tirler veya alttirler ve genomik turler) gliserin dehidrogenazlar
ve 1,3-propanediol dehidrogenaz’ in mevcudiyeti bakimindan incelenmistir. Sadece
sekiz taxa, Citrobacter freundii sensu stricto, C. youngae, C. braakii, C. werkmanii,
Citrobacter genomospecies 10 ve 11, Enterobacter gergoviae ve Klebsiella pneumoniae
subsp. pneumoniae, gliserinde fermentatif gelisebilmektedir ve anaerobik gliserin
farklilastirma yolu igin tipik enzimlerden gliserin dehidrogenaz tip I'e (gliserin ve
dihidroksiaseton’la tegvik edilen) ve 1,3-propanediol dehidrogenaz’a sahiptir. Alti tur,
C. koseri, E. aerogenes, E. intermedium, K. oxytoca, K.planticola ve K. terrigena

gliserinde fermentatif gelisememistir ve gliserin dehidrogenaz tip I’ e sahiptir ama 1,3-
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propanediol dehidrogenaz’a sahip degildir. Bu ¢alisma sonunda ayrica bagka gliserin
dehidrogenazlar bulunmustur tip 11 (gliserin ve hidroksaseton tarafindan tesvik edilen),
tip 111 (sadece gliserin tarafindan tesvik edilen) ve tip IV (sadece hidroksiasetonla tegvik
edilen). Bunlar Enterobacteriaceae igerisinde genis bir alanda yayilmistir.

Beunink ve Rehm (1988), tarafindan, Enterobacter cloacae irkinin insektisit
DDT'yi parcaama kabiliyetine sahip oldugu bildirilmistir.

Enterobacter gergoviae CECT 875'in uridine den Purine nuklosid'i sentezledigi
tespit edilmistir (Trelles vd 2003).

Kumar ve Das (2000), Enterobacter cloaca€ nin Cellobiose, L-arabinose,
friktoz, maltoz, patates nisastas,, seliloz, D-xylose, dekstroz, sakkaroz'u karbon

kaynag: olarak kullanarak gelistigini ve hidrojen Urettigini tespit etmiglerdir.

Penicillium spp. tarafindan Beta-Lactam halkasina sahip antibiyotikler
Uretilmektedir. Bu antibiyotikler bakterinin hiicre duvar: sentezini engelleyerek gorev
yapmaktadir (Deacon 2004).

Enterobacter spp.’nin Beta-Lactamase Ureterek p-lactam halkasinda degisiklik
yaparak direng kazandiklar1 bilinmektedir (Sekil 2.5.)(Stock vd 2001).

,.-’ [3-Lactam halkas

dvs  Cllaniy oY

COOH

Akl penicilin I'\\ i/’/}:‘ Inakiif penicillin
[3-L actamase

Sekil 2.5. B-lactam halkasinin B-lactamase tarafindan pargalanmasi (Anonymous (2004)
degistirilerek ainmigtir.)
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23. Eterik Yag ve Benzeri Kimyasallar1 Parcalayan Mikroorganizmalarin

Urettikleri Urunlerlelgili Calismalar

Chamberlain ve Dagley tarafindan bir Pseudomonas rkinin Thymol’ u tamamen
parcalayabildigi ve Carvacrol’'u kismen pargalayabildigi beirtilmistir. Thymol’un
parcalanmast bir trihydric fenol’ un meta-halkasinin agilmast ile gergeklesmektedir ve 3-
hydroxythymol-1,4-quinol, 3,7-dimethyl-2,4,6-trioxo-octanoate’ a doniismektedir. Daha
sonraki asamada ketolase enzimiyle hidroliz gergeklesmekte ve asetat, 2-ketobutyrate ve
isobutyrate olugmaktadir (Schwammle vd 2001).

Schwammle vd (2001), yabani mercankosk, kekik ve ¢cam agacinda (regineden,
kabuktan ve ignelerden) Carvacrol’ den yararlanabilen mikroorganizmalar izole etmeye
caligmglardir. Carvacrol’den (0.3 g/L) faydalanabilen toplam 6 bakteriyel ve 2 fungal
izolat tespit etmislerdir. Sadece Carvacrol’u karbon kaynag:i olarak iceren sivi besi
ortaminda 5 gunluk yetistirme sonucunda bakteriyel izolatlarin Carvacrol’u % 19-22
civarinda tukettigi saptanmistir. Fungal izolatlar ¢ok daha yavas gelismistir ve 13
gunlik yetistirme sonucunda Carvacrol’un % 7.1-11.4'G tuketilmistir. Ayrica saf
kalturlerden bakteriyel izolatlardan Bacterium sp., Bacillus sp. ve Pseudomonas sp. ve
funga izolatlardan Aspergillus niger, Botrytis cinerea ve Geotrichum candidum'un
carvacrol iceren ortamda gelismes incelenmistir. Bitln bu izolatlar arasinda sadece
Bacterium sp. ve Pseudomonas sp.’nin Carvacrol'den faydalandigi gdzlenmistir.

Pseudomonas sp.” nin Carvacrol’ un % 19'unu tikettigi belirtilmistir.

Harder ve Probian (1995), yaptiklar: ¢alismalarda Pseudomonas citronellolis
bakterisinin anaerobik ortamlarda farkli dogal monoterpenleri karbon ve enerji kaynagi
olarak kullamm incelenilmistir. Bakterinin anaerobik olarak 3,7-dimethyl-1-octanol ve
citronellol’den faydalanabildigi saptanmistir. Ayrica pek ¢ok a, mono- ve bicyclic
monoterpenlerin mikrobiyal gelisimi ve denitrifikasyonu destekledigi de saptanmustir.

Heyen ve Harder (2000), denitrifikasyon yapan b-proteobacterium Alcaligenes

defragrans tarafindan doymamis hidrokarbon yapisina sahip monoterpenlerin anaerobik

olarak mineralize edildigi tespit edilmistir. A. defragrans in hicrelerinde ve kaltir
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ortaminda olusan organik asitler monoterpen aktivasyon reaksiyonunun potansiyel
drdnlerini tammlamak icin incelenilmistir. Nitrat siirlandirmas:  altinda  a-
phellandrene’ le gelismis hiicrelerde Geranic asit (E,E-3,7-dimethyl-2,6-octadienoic asit)
0,5 mM’a kadar birikmistir. A. defragrans 65Phen’in hiicre slispansiyonlari geranic
asidi  b-myrcene, a-phellandrene, limone veya a-pinene'in mevcudiyetinde
sentezlenmistir.  Myrcene en yuksek donisim oranlarina ulasmistir.  Karbon
sinirlamasinda hiicre stispansiyonlar: tarafindan alisiklik asit tuketilmistir. Myrcene den
geranic asit olusumu hticre sivisi ekstraktlarinda sicakliga hassas maddeler tarafindan
katalizlenmistir. Bu sonuglar A. defragrans iginde yeni bir monoterpen parcalama

yolunun oldugunaisaret etmektedir.

Probian vd (2003), pivalic asidin parcaanabildigini Zoogloea resiniphila,
Thauera, Herbaspirillium, Comamonadaceae [Aquaspirillum], Acidovorax ve Nitrat
indirgeyen Moraxella odoensise cok yakin bir bakteri gibi pek cok fakiltatif
denitrifikasyon yapan bakteriyel irklarin izolasyonu ile tespit edilmistir. Pivalic asit
tamamen karbondiokside mineralize olmustur. Katabolik yollar dimethylmalonate'in
oksidasyonunu veya varsayilan bir 2,2-dimethylpropionyl koenzim A mutase tarafindan

bir karbon iskeletinin yeniden diizenlemesini igerebilmektedir.

Harder vd (2000), dogada btiyik bir karbon kaynag: olan bitkisel ugucu organik
bilesikleri incelemislerdir. Organik maddeler olarak numune eterik yaglar ve nitrat
iceren gelistirme ortamlarinda, anaerobik mikroorganizmalar tarafindan bu maddelerin
parcalanabilirligini calismiglardir. Ortamda bulunan Limon ve ¢am ignesi yaginin
mikrobiyal gelisimi destekledigini, oysaki maydanoz tohumu, kafur, adagayi, rezene ve
nane yaginin ancak ylzeyde Orten bir tabaka olarak 2,2,4,4,6,8,8-heptamethyl nonane
icinde ¢ozinmus oldugu zaman gelisimi destekledigini tespit etmislerdir. Kekik yagi
denitrifikasyonu desteklememistir. Mikrobiyal parcaanmis yaglarin  analizleri
monoterpenlerin, pek ¢ok monoterpenoidlerin ve apiole ve myristicin'i de igermek
Uzere, methoxypropenyl-benzenlerin azaldigim gostermistir. Bu galisma, gevresel olarak
Onemli olan bitki ugucu organik bilesiklerinin toprakta anaerobik donusumu ile ilgili
deliller teskil etmektedir.
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Limonene (4-isopropenyl-1-methylcyclohexene), bir monosiklik monoterpendir
ve 300’ den fazla bitki tarafindan olusturulan ve dinyada en fazla yayginlik gosteren
terpendir (Van der Werf vd 1999a).

Van der Werf vd (1999a), Rhodoccus erythropolis DCL 14 irkinin limonene'i
bir karbon ve enerji kaynag1 olarak kullanabildigini ve gelistigini tespit etmislerdir.
Ayrica R. erythropolis DCL 14 wrkimin limonene-1,2-epoxide, limonene-1,2-diol,
carveol, carvone ve (-)-menthol’d de sndirebildigini ancak perilly alkolden

yararlanamadigini belirtmislerdir.

De Carvalho vd (2000), tarafindan yapilan ¢alismaarla da R. erythropolis DCL
14 wrkimin Limonene-1,2-epoxide’i Limonene-1,2-diol’ e gevirdigi tespit edilmistir.

Van der Werf vd (1999b), Rhodoccus erythropolis DCL 14 rkinda carveol’ un

carvone' a donusimini saglayan carveol dehydrogenase enzimi Uretimi tespit edilmistir.

Barbirato vd (1998), Rhodoccus erythropolis DCL 14 wrkinda limonen€e'in
indirgenmesinde etkin rol aan limonene-1,2-epoxide hydrolase enziminin
saflastinlmasimt ve  bu  enzimin  Uretiminden sorumlu  genin  izolasyonunu

gerceklestirmglerdir.

Van der Werf vd (1998), yaptiklar: bir ¢alisma ile Rhodoccus erythropolis DCL
14 wrkimin limonene-1,2-epoxide’i limonene-1,2-diol’ e gevirmek igin Urettigi bir enzim
olan limonene-1,2-epoxide hydrolase' in epoxide hydrolase enzimleri i¢inde yap: olarak

farkli oldugunu ve yeni bir sinifa tye oldugunu belirtmislerdir.

Van der Werf ve Boot (2000), Rhodoccus erythropolis DCL 14'ln carveol ve
dihydrocarveol’ u pargalama metabolizmasini ve bu par¢alanma metabolizmasindaki ara
ardnleri incelemiglerdir. Pargalanma metabolizmasinda oksidasyonun yer aldigim

beirtmislerdir.
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De Cavalho ve Da Fonseca (2003), Rhodococcus opacus PW4 irkinin
limonene'i metabolik olarak parcaladigi ve metabolik Urilin olarak trans ve cis-carveol

veya carvone olusturdugu tespit edilmistir.

Van der Werf vd (2000), tarafindan Xanthobacter sp. 20 irkinin limonene'i
limonene-8,9-epoxide’ e gevirdigi tespit edilmistir. (4R)-limonene’ den sadece (4R,8R)-
l[imonene-8,9-epoxide olusmustur anacak (4S)-limonene bir (4S8R)- ve (4S,89)-
l[imonene-8,9-epoxide karisimina donUstUralmistir. Maksmum limonene substrat
konsantrasyonu 12 mM olarak saptanmustir, olusan limonene-8,9-epoxide 0.8 g I

olarak bulunmustur.

Pineneler, bitkiler aleminde Pineaceae familyasi tarafindan dretilen bisiklik
monoterpenlerdir. Savithiry vd (1998) yapmis olduklar: bir ¢alisma ile Bacillus pallidus
BR425 rkinin a-pinene, B-pinene ve limonene' i pargalama yeteneginde oldugunu ve bu
parcalanma sonucunda carveol ve carvone' nin genel bir metabolit olarak giktigim tespit

etmislerdir.

Misravd (1996), hidrokarbon monoterpen; d-limonene, a-pinene, y-terpinene ve
terpinolene ve alkol monoterpenler; arbanol, linalool, plinol ve a-terpibeol’un hem
orman-toprak ekstrakti, hem de mikrobiyal olarak zenginlestirilmis kilturlerde aerobik
olarak pargalanmasint incelemislerdir. Hidrokarbon monoterpenlerin ve alkollerden
linalool ve terpineol’ un pargalandigin tespit etmiglerdir ancak plinol parcalanmamustir

ve arbanol ¢ok yavas parcalanmistir.

Pavlogathis ve Misra (1999), hidrokarbon monoterpen olarak a-pinene ve alkol
monoterpen olarak arbanol, linalool, plinol, a-terpineol’ un 23°C de nitrat indirgenilen
kosullarda pargalanma potansiyellerini ve nitrat indirgeme islemine etkilerini
incelemislerdir. Elektron verici olarak etanol kullanilarak zenginlestirilmis bir orman
toprag: ekstraktindan hazirlanan nitrat indirgenen mikroorganizma kultird bu ¢alismada
kullanilmistir. a-pinene, bu kosullarda pargalanmustir ayrica mikroorganizmalarin etanol

ve nitrattan yararlanmasini engellemistir. Alkol monoterpenlerin kismen pargalanmasi
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tespit edilmistir ancak bu parcaanma nitrat indirgeme isleminin engellenmes ve
eklenen monoterpenlerden faydalanmanin durdurulmas: ile sonuclanmustir. Pargalanma
ardinleri gogunlukla hidrokarbon monoterpenleri; 6rnek olarak camphene, 3-myrcene ve
d-limonene olarak tespit edilmistir. Olusan bu hidrokarbon monoterpenlerin, nitrat
indirgeme isleminin engellenmesinden ve akol monoterpenierin tam olarak

parcalanmamasindan sorumlu olabilecegi tespit edilmistir.

Gilbert ve Crowley (1997), bahge nanesinde (Mentha spicata) bulunan bir
kimyasal Dbilesigin; I-carvone' un, Arthrobacter sp. B1B irkimin PCB yapisindaki
maddeleri pargalamasim tesvik ettigini saptamslardir. Arthrobacter sp. B1B rki |-
carvone ve yapisal olarak ona benzer limonene, p-cymene ve isoprene igeren ortamlarda

yetistirilince PCB pargalanmasi tegvik edilmistir.

B-Myrcene, serbetciotu, defne, minegicegi ve lemongrass gibi pek ok faydal
bitkide bulunan bir asiklik monoterpendir. lurescia vd (1999) Pseudomonas sp. M1
rkinin B-myrcene’ini karbon ve enerji kaynagi olarak kullanabilme yeteneginde
oldugunu kesfetmislerdir. Ayrica bu bakteride B-myrcene'in par¢calanmasinda etkili

genleri izole etmislerdir.

Amara vd (1998), ¢esitli monoterpenlerin Methylosinus trichosporium OB3b ve
Methylobacter |uteus tarafindan metanin oksitlenmesinin engellendigi tespit edilmistir.
1.1 mM (-)-a-pinene 2 gunden fazla bir sire metan oksidasyonunu engellemistir.
Monoterpenlerin gesitli bakterilerde aerobik metabolizmasina olan etkileri incelenmistir
ve Escherichia coli'nin 7.3 mM (-)-a-pinene'den etkilenmedigi tespit edilmistir.
Pseudomonas aeruginosa ve Serratia marcescens de ise gelismeye pozitif bir etki
mevcuttur. Monoterpenlerin metan oksitlenmesini engelleyici etkis doymamis cyclic
hidrokarbon formlarinda ornek olarak (-)-a-pinene, (s)-(-)-limonene, (R)-(+)-limonene
ve y-terpinene’ de yuksek ¢ikmistir. Daha az derecede engelleme etkisi oksit ve alkol
turevlerinde ornek olarak (R)-(+)-limonene oxide, a-pinene oxide, linalool, a-terpineol

ve noncyclic bir hidrokarbonda (B-myrcene) tespit edilmistir.
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Fungal mikroorganizmalar tarafindan da monoterpenlerin  parcalandig:
bilinmektedir (Duetz vd 2003). Van Dyk vd (1998) Hormonema sp. irkimn (+)
limonene'i trans-isopiperitenol’a, (-)a-pinene’i de verbenone ve trans-verbenol’a

cevirdigi ve (-)B-pinene’i pinocamphone a gevirdigi bildirilmistir.

Duetz vd (2003), tarafindan bildirildigine gore; Dhavalikar ve Bhattacharyya
tarafindan Pseudomonas'in, Bowen tarafindan Penicillium digitatumun, Noma vd
tarafindan Aspergillus cellolosae’ un, Cheong ve Oriel tarafindan Escherichia coli’nin

limonene'i carveol’ a cevirdigi bildirilmistir.

Van Rensburg vd (1997), Arxula adenivorans ve Yarrowia lipolytica irki
fungudarin (+)limonen€'i perillic aside ve (-)piperitone’t 7-hydroxy-piperitone a
cevirdigini ve 2 ssimiflandirilmamig basidiomycotina; Trichosporon irkinin (+)limonene’ i
isopiperitenone’ a, trans-1,2-dihydroxy-limonene’ e ve (-)piperitone’i trans-6-hydroxy-

piperitone’ a ve 2-isopropyl-5-methyl-hydroquinone’ e gevirdigi tespit edilmistir.

Van Dyk ve Thomas (1998), c¢esitli funguslarin monoterpen akollerden rac-
linalyl acetate ve rac-a-terpinyl acetate’1 hidrolizasyonunu incelemislerdir. Geotrichum
capitatum, Geotrichum klebahnii, Geotrichum spicifer, Geotrichum sericeum,
Rhodotorula ferulica, Trichosporon sp. Geotrichum fragrans, Yarrowia lipolytica,
Rhodosporidium  sphaerocarpum, Pichia pini’in  rac-linalyl acetat’s hidrolize
edebildigini ve simniflandiriimarmis bir fungal izolatin rac-o-terpinyl acetat’: hidrolize

ettigi tespit edilmistir.

Botes vd (1998), fungudar tarafindan 1,2-epoxyoctane’in hidrolizini
incelemislerdir. Rhodotorula araucariae, Rhodosporidium toruloides, Trichosporon sp.,
Rhodotorula rubra, Rhodotorula sp. tarafindan 1,2-epoxyoctane’in hidrolize edildigi
tespit edilmistir.

Onken ve Berger (1999), Basidiomycotina ya bagli Pleurotus sapidus irkinin

limonene'i pargalamas: sonucunda cis/trans carveol ve carvone’un ana Urinler olarak

olustugu tespit edilmistir. Bu par¢calanmanin 2.guniinde substratin %97°s miselyumda
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birikmistir fakat sadece %3’ U kiltlr ortaminda mevcut bulunmustur. Daha evvelden az
miktarda substrat verilen kultirlerin adaptasyonu sonucunda carveol konsantrasyonu

ikiye katlanmustir ve carvone konsantrasyonu 3-4 kat azalmistir.

Abraham vd (1985), gamma-terpinene, alpha-terpinene, limonene ve apha
phellandrene gibi 1-menthen€ lerin mikrobiyal ¢evrimi sonucunda 1,2-trans-dioller
olustugunu belirtmislerdir. Bu mikrobiyal cevrimde Corynespora cassicola veya
Diplodia gossypina kullanilmistir. (4R)-Limonene, Gibberella cyanea tarafindan (1S,
2S, 4R)-p-menth-8-en-1,2-diol’e cevrilmistir ama 3,3,5,5-tetramethyl-limonene, 6-
monohidroksilasyona ugramis bir drtin ve 6-hidroxy-8,10-epoxy yapisina sahip, 6-10-
dihydroxylasyona ugramis bir Urin olusturmustur. Terminal isoprenoid gruplarindaki
reaksiyonla aliphatic terpenlerden Vicina dioller de olusmustur. Longifolenein
Corynespora cassicola tarafindan hidroksile edildigi bildirilmistir.

Citronellal  (3,7-Dimethyl-6-octand), L veya D formunda bulunan bir
monoterpendir ve Eucalyptus citriodora bitkisinin eterik yaglarinda bulunan bir
bilesendir. Citronellal, daha sonra hidrojen uygulamas: ile ticari olarak daha degerli
Citronellol’e (3,7-Dimethyl-6-octanol) donusturilebilmektedir. Velankar ve Heble
(2003) serbest ve hareketsiz Rhodotorula minuta kullamlarak (L)-citronellal’in (L)-

citronellol’ a biyotransformasyonunu tespit etmislerdir.

Resin asitleri agaglar tarafindan sentezlenen trisiklik  diterpenoidler
grubundandir. Resin asitlerinin agaglart mikrobiyal patojenlerden ve zararlilardan
koruma 0zelligi vardir ancak kagit sanayi igin 6nemli bir kirlilik olusturur. Yu ve Mohn
(2001) yapmus olduklar: calismalarla Pseudomonas abitaniphila BKME-9 ve Zoogloe
resiniphila DhA-35 bakterilerinin resin asitlerini par¢calama yeteneginde olduklarim

saptamiglardir.

Banchio ve Gramgjo (1997), Streptomyces coelicolor 1rki bakterilerin palmitate
gibi uzun ve octanoate gibi orta zincirli yag adtlerini bunyelerine aima ve yararlanma
yetenekleri incelenilmistir. Bu arastirmalar sonucunda bakterinin C4’den Cig'e kadar

degisik uzunlukta yag asidinden yararlanabildikleri tespit edilmistir.
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Kaneshiro vd (1999), soya fasulyes yagi igeren bir kompost karigimin
doymamis yag asitlerini  (DYA) degistiren mikroorganizmalar bakimindan
incelemiglerdir. Olelk asit veya 10-ketostearik asit secici yag asidi oldugu zaman
Spingobacterium  thalpophilum, Acinetobacter spp. ve Enterobacter cloacae
hidrosistearik asit, ketostearik asit veya tamamlanmamis dekarboksilasyonlar Ureten
izolatlar gostermiglerdir. Ricinoleic (12-hidroksi-9-octadecenoic) asit segici DYA
oldugu zaman, Enterobacter cloacae ve Escherichia sp. karbon-12 ve karbon-14'(
birbirine benzer bilesikler meydana getirmistir ve Pseudomonas aeruginosa ricinolate’ 1
bir trihidroksioktadesenoate Urunine cevirmistir. Ayrica mevcut Enterobacter,
Pseudomonas ve Serratia spp. linoleate maddesini tam olmasa da dekarboksile ettigi
gOzlenmistir. Bu saprofitik, kompost bakterileri aerobik veya fakiltatif anaerobik gram-
negatif ve DYA'lan dekarboksilasyon, hidroksilasyon ve hidroperoksidasyon

mekanizmalar1 aracihigiyla ayristirmiglardir.

Hwang vd (2002), pirin¢ kepek yagimn ve piring kepek ekstraktinin igerigini ve
Bifidobacterium ve Lactobacillus cins bakterilerin gogalmasina olan etkilerini
incelemislerdir. Bu arastirmalar sonucunda piring kepek yaginin oleic, linoleic, palmitic
vb yag asitlerinden olustugunu ve Bifidobacterium bifidum ve Bifidobacterium

longum’ un gogalmasin: arttirdig: tespit edilmistir.

Slininger ve Shea-Wilbur (1995), Gaeumannomyces graminis var. tritici ile
biyolojik mucadelede kullamlan Pseudomonas fluorescens 2-79 wrkinin Urettigi bir
antibiyotik olan phenazine-1-karboksilik asidin (PCA) Uretiminin sivi kiltir pH’si,
sicaklik ve karbon kaynagina bagli oldugu tespit edilmistir. Bakterinin en yiksek PCA
uretimine karbon kaynagi olarak sirasi ile glukoz, gliserin ve xylose ve fruktoz da
ulastig1 belirlenmistir. Ortamda kullanilan azot kaynagimn ise bakterinin PCA Uretimi

Uzerine 6nemli bir etkisi olmadig: da tespit edilmistir.

Keudell vd (2000), Pseudomonas aeruginosa 2HS irkinin, 12-hidroxystearic,
ricinoleic, oleic, pamitic, stearic vb ¢esitli yag asitlerinin bulundugu ortamlarda
yetistiriimes ile bakterinin tubermycin B (Phenazine-1-Karboksilik asit) (PCA) Uretimi

arasindaki iliskiyi incelemistir. Ortamda yag asitlerinin bulunmas: ile Uretilen Urdn
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arasinda dogrusal bir iligki oldugunu ve en yiksek PCA Uretimi sirasi ile 12-

hidroxystearic, ricinoleic ve oleic asitte tespit edil mistir.

Cromwick vd (1996), Pseudomonas oleovorans, P. resnovorans, P. putida ve P.
citronellis bakterilerinin mum yagimin serbest yag asitlerini ve mum yagimn
trigliseridini karbon kaynag: olarak kullandiklarini ve poly(hydroxyakanoates) (PHA)
Urettikleri tespit edilmistir.

Torres-Rubio vd (2000), Piring rizosferinden izole ettikleri Azotobacter
chroococcum, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsela pneumonie irklarimin yetistirildikleri ortamda tryptophan bulundugunda
indol-3-asetik asit Urettiklerini TLC ve salkowski reagent kullanarak ve Pseudomonas
aeruginosa ve Pseudononas putida irklarimin Phytophthora infestans in gelisimini

siderophor Ureterek engelledigi tespit edilmistir.
Lejbolle (2000), Pseudomonas fluorescens irki bakterilerin Polychlorinated

biphenyl (PCB) gibi yaglarla bulasmis topraklarda PCB’yi parcalayabildikleri tespit
edilmistir.
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3.6. Bakterinin Toprak Kokenli Bazi Fungal Patojenlere Olan Etkisi
3.6.1. Arastirmada kullamlan toprak kokenli bazi fungal patojenler

Izole edilen bakterinin bitki patojeni olan funguslar arasinda antagonistik etkiyi
arastirmak icin denemede kullanilan funguslar Akd. Univ. Ziraat Fakiltesi Bitki
Koruma Bolumi' ndeki stok kuilturlerden ainarak bir hafta sire ile hazir patates
dekstroz agar (PDA) ortaminda yetistirilmistir. Bu denemede kullanilan funguslar
asagidaki cizelgede gosterilmistir.

Patojen Fungudar Yaptig1 Hastaliklar

Fusarium moniliforme Sheldon Bitkilerde kok ¢urukltg solgunluk
Rhizoctonia solani Kiihn Bitkilerde kok ¢urukltgi solgunluk
Sclerotinia sclerotiorum Sap ve kok bogazi curaklugi
Phytophthora capsici Leonian Biberde kok ve kokbogazi yaniklig

3.6.2. Bakterinin toprak kokenli bazi fungal patojenlere olan etkisi

Eterik yag1 parcalayan bakteri Bolum 3.2."de anlatildig gibi eterik yag, gliserin
ve eterik yag, gliserin karisiminda bir hafta sire ile gelistirilmistir. Bir hafta sonunda
steril edilmis 734 ml saf su igerisinde 39 g PDA igeren besi ortamina sicakligi 45-50°C
civarinda iken 266 ml bakterili veya bakterisiz (kontrol) gruplarindan ilave edilerek
1000 ml’ ye tamamlanmugtir. 1000 ml’ye tamamlanan bu bes ortamlar: her bir petride
15 ml kat1 bes ortamu igerecek sekilde hazirlanmistir. Bir grup petriye normal PDA
hicbir sey ilave edilmeden (39 g PDA/Lt) kontrol grubu olarak hazirlanmustir.

Hazirlanan bu ortamlar Uzerine, toprak kokenli fungal patojenlerin miselleri
asilanmig, 3 gun sire ile 27°C’de inkibe edilmistir. TUm denemeler beser tekerrirll
olarak dizenlenmis ve 6lgtimler fungus misel koloni ¢apinin birbirine dik iki ayr1 yonde
Olcilmes ve ortalamasinin alinmasi seklinde 3 giin sonunda tespit edilmistir. Tdm

denemeler tesaduf parselleri deneme desenine gore kurulmustur. Muameleler beser




tekerrlrlt hazirlanmus, varyans analizi yapildiktan sonra istatistiksel farklilik igin LSD
testi uygulanmustir (P<0.05).

3. 7. Bakterinin Bitki Aktivator i Olarak Etkinliginin Belirlenmes

Denemede kullanilan bitkisel materyalin yetistirilmes igin 2/5 oraninda torf, 2/5
oranminda toprak ve 1/5 oramnda perlit karisim kullanilmigtir. Bu karigima mikrobiyal

yapisinin bozulmamasi igin sterilizasyon yapilmamustir.

Bu karisim her biri 100 adet gukur iceren 3 adet plastik fideliklerde, her bir

cukura homojen olacak sekilde dagitil mistir.

Yiksel tohumculuk Tarim San. ve Tic. Ltd. firmas: tarafindan saglanan, daha
once ilaglama yapilmamis, islenmemis ham salatalik (Cucumis sativus) tohumu her bir

cukura 1l adet yerlestirilmistir.

Denemede piyasadarticari olarak satilan AkseBio preparat: ve otoklavda 121°C
1 atm. basingta 20 dakika otoklav yapilarak steril edilmis AkseBio preparati ve kontrol

olarak musluk suyu kullanilmistir.

AkseBio ve steril edilmis AkseBio tavsiye edilen sekilde 1/1000 oraninda su ile
seyreltilmis ve 2 gun ara ile fideliklere sulama suyu olarak uygulanmistir. Kontrol

grubuna sadece musluk suyu uygulanmustir.

26x°C sicaklik, %60+ nisbi nem ve 14 saatlik 1s1klanma periyoduna sahip iklim
odalarinda 20 guin siireyle yetistirilen bitkilerde bu siirenin sonunda her gruptan tesadifi
olarak segilen 10 adet bitkinin tim bitki yas agirligi, yaprak yas agirligi, yaprak kuru
agirhg, kok yas agirhgi, kok kuru agirhg, kok uzunlugu ve yaprak alanlar

olculmustar.

Yaprak aan degeri Olciminde Sheffield Universitesi, Karsilastirmali bitki

ekolojisi bolumu tarafindan gelistirilen bir bilgisayar programi kullanmlmustir.
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Butun denemeler tesadlf parselleri deneme desenine gore yapilmis, elde edilen

sonuglar LSD coklu karsilastirma testine gore degerlendirilmistir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. AkseBio Preparatindan Eterik Yag1 Parcalayan Mikroorganizmann

Izolasyonu

Icerigi Cizelge 3.1'de izah edilen A Besi ortam: pH seviyesi 7.2 seviyesinde
ayarlanarak 500 ppm eterik yag igerecek sekilde hazirlanmustir.

Bitki aktivator mikroorganizma, hazirlanan bes ortamina AkseBio
preparatindan bir 6ze yardimi ile tek koloni gizim teknigi ile asilanmig ve 25°C’ de 48
saat bekletilen ortamda bakteri kolonileri tespit edilmistir (Lederberg ve Lederberg,
1952).

Cizelge 3.1. Denemelerde kullanilan A besi ortaminin igerigi (Krieg ve Holt 1984)

Pepton 2049
K2SOu(anhidrat) 109

M gClo(annidrar) 149
Gliserin 10 ml/L
Agar 13649
Saf Su 1000 ml

3.2. Bakterinin Karbon Kaynagi Olarak Eterik Yag, Gliserin ve Carvacrol

Kullamlan Ortamda Y etistirilmes

A bes ortami agar igermeyecek sekilde ve karbon kaynagi modifiye edilerek
kullanilmigtir. Bakterinin karbon kaynag: farkli besi ortamlarinda yetistirilmesinde 3
farkli karbon kaynagi kullanmlmustir.

Denemelerde kullanilan karbon kaynaklar: ve besi ortamindaki miktarlar: sunlardir:
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1. Deneme: a) Gliserin 10 ml/L,
b) T.gpicata eterik yagi 500 mg/L
c¢) Carvacrol 500 mg/L
2. Deneme: @) Gliserin 10 ml/L
b) T.spicata eterik yagi 500 mg/L
¢) 5 ml/L Gliserin ve 250 mg/L T.spicata eterik yag: karigim.

Bakterinin besi ortamlarina asilanmasinda bakteri sayisi 3.9x10%/ml bakteri
olan bakteri stispansiyonu kullamilmistir. 125’ ser ml karbon kaynag: farkl: steril sivi
A bes ortamlarina ayri ayr1 yukarida izah edilen konsantrasyondaki stispansiyondan
1000 pl a1narak koyulmustur. Bu denemede kontrol olarak farkli karbon kaynaklari

iceren steril ortamlar kullamilmig fakat bakteri stispansiyonu ilave edilmemistir.

3.3. Bakterinin Yetistirildigi Karbon Kaynagina Bagh Olarak Urettigi
Urtinlerin ince Tabaka Kromotografis Yontemi ile Saptanmas ve

Fungitoksik Etkisinin Incelenmes

125 ml’lik ortamlar 144 saat boyunca bakterilerin gelisimi icin 26x°C de
cakalama aletinde 105 dev/dak hizda tutulmustur. 144 saat boyunca bakterilerin
farkli karbon kaynag iceren ortamlarda drettigi Urtnlerin takibi icin, inokule edilmis
ve kontrol ortamlarindan inokulasyondan sonra, 48., 96. ve 144. saatlerde (40’ ar ml)
numune aimstir. Numunelerin bakteri sayis/ml ve pH degerleri ol¢llmustir.
Bakteri sayisi tespiti spektrofotometrik yontemle (Shimadzu UV-160 A) 686 nm'’de
Olcllmusttr. Numunelerin pH seviyesi, seyreltilmis NaOH ve HCI kullamlarak 3
seviyesinde ayarlanarak, her pH ayarlanmis numuneden 8 ml dinmistir ve 1.5 m
etil asetat ilave edilmistir ve karistiricida karigtirnnlmistir. Daha sonra numuneler
9500 rpm’ de 20 dk. 5°C santrif(jj edilmistir (Burkhead vd 1995).

Santrifdj edilen numunelerden 400 pl etil asetat fazi zaman kaybedilmeden

adsorbent olarak, 20x20 cm ebatlarinda aiminyum tabakalar tzerine 0.2 mm
kalinlhiginda dokulmis Kieselgel 60 Fuxss (Merck, Aluminium sheets, Katalog no.
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1.05554) floresan indikatore sahip hazir TLC tabakalarina 1.0 cm araiklarla

verilmistir.

Her bir numunenin etil asetat fazi verilmis bu tabakalar 21x21x9 cm
ebatlarindaki kapali bir gelistirme kabini igerisine daha 6nce konulan mobil faz 100
ml kloroform : aseton (9:1) (Burkhead vd 1995) veyatoluen : etilasetat : formik asit
(5:4:1) (Janics&k ve M&hé 1997) cozicidinde 15 cm yukseklige kadar
gelistirilmistir.

Tabakalar yaklasik 60 dakika sliren gelistirme isleminden sonra, gelistirme
kabininden ¢ikarilmis ve tabakalardan ¢ozuctinin buharlasarak ugmasi beklenmistir.

Gelistirilen tabakalar Uzerindeki ayrilan fraksiyonlar 254 ve 365 nm UV 15181
(Vilber Lourmat CN-15LC) atinda gozlenmis ve 254 nm UV siginda goziken

lekeler kursun kalemle isaretlenmistir.

Daha sonra bu tabakalara Sulfirik asit-Metanol karigimi (1 ml Stlfurik asit +
19 ml Metanol) bir puskirtict yardim ile plskurtulmis ve tabakalar daha sonra
100°C’ deki bir etlive yerlestirilerek Gzerindeki lekeler gorinir hale gelinceye kadar
bekletilmistir. Bu deneme 3 tekerrirll olarak yapilmis ve bakterinin Urettigi
maddelerin ortalama Rf degerleri beirtilmistir (Wedge ve Nagle 2000).

Bakterinin yetistirildigi karbon kaynagina bagli olarak Urettigi Urtnlerin
fungitoksik etkisinin incelenmes igin kloroform : aseton ¢ozucusiinde gelistirilen
tabakalar gelistirme kabininden cikarilmigs ve ¢Ozucinin buharlasarak ugmasi
beklenmistir. Bu sirada petride PDA ortamlarinda 7 gun gelistirilmis Fusarium
moniliforme Sheldon'nin miselleri homojenizatdr (Janke& Kunkel, Ultra-Turrax
T25) kullanilarak 100 ml steril saf su igerisinde hasat edilmis ve bir tulbent ile
suzulerek agar pargalar: uzaklastirilmigtir. Kalan siizantt 100 ml’ ye tamamlanmisg
ve 0.5 gram dekstroz ilave edilmis ve iyice karistirilmistir. Daha sonra elde edilen
sispansyon plakalara puskirtilmustir. Stspansiyonun hazirlanmasi ve plakaara

puskirtilmes istenmeyen bulasmalarin engellenmesi amact ile eldiven kullamilarak
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yapilmustir. Paskurttict kullamlmadan 6nce %70'lik etanolle ve ardindan steril suile

yikanmuistir.

Fungus slspansiyonu puskirtilmis olan  tabakaar, 25x22x9.5 cm
ebatlarinda %100 oraninda nem icgeren bir plastik kutuya yerlestirilmis ve 4 gin
25°C’'de karanlikta tutulmustur. Bu silrenin sonunda tabakalar cikarilmis ve
tabakalar tzerinde gelisme olmayan boélgelerin ortalama Rf degerleri belirlenmistir.

Y apilan bu calisma da 3 tekerrrlt olarak yuruttlmustar.

Bakterinin Urettigi  Urdnlerin, suphelendigimiz kimyasal maddelerle
karsilastirilmast icin gelistirme kabinine konulmadan evvel yapilan biitin islemler
tekrarlanmig ancak kontrol gruplari yerine metanolda hazirlanmis % 1'lik
Rosmarinic asid, Phenazine ve Indole-3-Asetik Asit ¢ozeltierinden 10 pl tabakaya
verilmistir. Daha sonra daha evvel anlatildigi gibi ¢Ozicide gelistirilmis, UV'de
gozlenmis ve Silfurik asit-Metanol ¢ozeltisi ile gorunur hale getirilmistir. Yapilan

bu ¢alismada 3 tekerrurlt olarak yurattlmusgtdr.

3.4. Bakterinin Yetistirildigi Karbon Kaynagina Gore Indol-3-asetik Asit
Uretiminin Tespiti

Bakterinin yetistirildigi karbon kaynagina bagli olarak indole-3-asetik asit
uretiminin tespitinde ve miktar tayininde Torres-Rubio vd (2000) izledikleri metod
degistirilerek uygulanmustir.

Indol-3-asetik asidin 1siktan etkilendigi ve yapisinin bozuldugu bilindigi icin

butun islemler los 1s1kta veya karanlikta yapilmistir (Glickmann ve Dessaux 1995).
Bolim 3.2'de anlatildig: gibi farkli karbon kaynaklarinda 144 ssat boyunca

gelistirilen bakterili ve bakterisiz ortamlardan 48., 96. ve 144. saatlerde numuneler
ainmis ve 9500 rpm’ de 20 dk. 5°C’ de santrifj edilmistir.
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Santrifdj edilen numunelerin dibe ¢oken kisimlar uzaklastirildi ve kalan sivi
kismdan 2 ml alinarak, 4ml igerigi ve hazirlamsi asagida belirtilmis olan Salkowski

reagent 2 ml’ lik numuneye ilave edilmistir.

Salkowski reagent; 2.03 g FeCls.6H>O 500 ml saf su igerisinde ¢Ozilerek ve
bu karisim 300 ml konsantre H,SOs (yogunlugu 1.840) ile karistirilarak
hazirlanmistir (Ehmann 1977).

Salkowski reagent ilave edilmis numuneler 30 dk sure ile karanlikta oda
sicakliginda bekletilmistir. 30 dk bekletilen numuneler 530 nm dalga boyunda
spektrometrede (Shimadzu UV-160 A) oOlgilmustur. Yapilan bu caisma da 3

tekerrdrlt olarak yarutalmuistdr.

Miktar tayininde Salkowski reagent’la yukaridaki gibi reaksiyona girmis
farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis sentetik indol-3-asetik asidin 530 nm'de

Olcllmesi ile hazirlanmig kalibrasyon kurvesi kullanidmastir.

3.5. Bakterinin Ydistirildigi Karbon Kaynagina Gore Kitinaz Aktivitesinin
Tespiti

Denemede karbon kaynagi olarak carvacrol (500 mg/L), gliserin (10 ml/L),
eterik yag (500 mg/L) ve gliserint+carvacrol (5 ml/L gliserin ve 250 mg/L carvacrol)
karisimi iceren sivi A bes ortamu kullamilmistir. Kontrol grubu olarak bakteri

asilanmamus ortamlar kullanilmastir.

Asilamay: takiben gelisen bakteri kilturlerinde 48, 96, 154 ve 240 saatlerinde

numune ainmis ve pH, bakteri sayisi ve kitinaz aktiviteleri 6lgllmustar.

Bakterinin gliserinli ortamda yetistirilmesi sirasinda ortamin pH’ ssmin zamanla
dustig bilindigi icin ve dusuk pH’ min kitinaz aktivitesine negatif etkide bulunabilecegi
dikkate alinarak gliserin iceren numune ikiye ayrilarak bir kismumn pH'st 7.00

duizeyinde ayarlanmistir.
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Besi ortamlarindan alinan numunelerin bir grubu 1.5 ml’lik Eppendorf tiplerin
icerisinde 9500 rpm’de 20 dk santrifuj edilmis ve boylelikle bakteri ve besi ortamu iki
ayr1 faz haline gelmistir. Ustte kalan besi ortam fazi, sonradan kullamimak tizere yeni

steril eppendorf tuplerine aktarilmistir.

Ustte kalan besi ortam: kismundan ayristirilan bakteri ¢okintuisii iceren tliplere,
ayrilan bes ortamu kadar steril saf su ilave edilmis, bakterilerin bu tlpte dagitiimast
(suspanse olmasi) saglanmus, tekrar santrifuj yapilmistir. Ustte kalan su tekrar
uzaklastirlarak bakterinin bes ortamindan ar1 olmasi garanti altina alinmistir. Son
olarak tekrar ayristirilan besi ortam miktar: kadar su eklenerek, yalniz bakteri fazi da

analizler i¢in kullanima hazir hale getirilmistir.

Kitinaz aktivitesinin 6lcimu icin Isaacson ve Webster (2002) izledigi yol
modifiye edilerek uygulanmustir. Kitinaz aktivitesinin temelini p-nitrophenol’ un,
p-nitrophenyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide (Sigma N-9376) substratindan enzim
aktivites: sonucu ayrilmasi ve 410 nm’'de meydana getirdigi absorbans degisimi
olusturmaktadir. Kitinaz aktivitesinin tespiti icin 1 mM substrat, solusyonu p-
nitrophenyl-N-acetyl-p-D-glucosaminide (Sigma N-9376)(0.34 mg/ml), 50 mM pH 6.7
Potasyum Fosfat tampon ¢Ozeltis icerisinde ¢ozulerek hazirlanmistir. Battun olgtmler
410 nm'de ThermoLabsystems firmasimn Multiskan Spectrum Eliza plate
okuyucusunda41°C 120 dakika inkubasyon yapilarak gergeklestirilmistir.

Eliza plate Uzerindeki bir grup cukurcuga 180 ul 1 mM substrat + buffer
soltisyon konulmus, bir gruba kontrol olarak sadece 180 pl buffer ilave edilmistir.

Bu cukurcuklarin 180 pl substrat igerenlerin bir grubuna 20 pl bakterili besi
ortami, bir gruba sadece su icerisindeki bakteri solisyonu ve bir gruba da sadece
bakterisi uzaklastirilmis bes ortam ilave edilmistir. Ayrica, kontrol gruplart 180 pl
substrat ve 20 pl bakteri asilanmamis bes ortamlarindan olusmaktadir.

Hesaplamalarda kullanilmak tzere geri plan (kor) olarak sadece 180 pl buffer ve
20 pl bes ortamu iceren gukurcuklar hazirlanmistir. Hesaplamalar Excel bilgisayar

programinda yapilmstir.
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4. BULGULAR

4.1. AkseBio Preparatinda Eterik Yag Parcalayan Mikroorganizmalarin Tams

Mikroorganizmanin tamst DSMZ ( Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH) firmas: tarafindan yapilmistir ve % 99.8 kesinlikle

Enterobacter gergoviae oldugu tespit edilmistir.

4.2. Bakterinin Karbon Kaynagi Olarak Eterik Yag, Gliserin ve Carvacrol

Kullamlan Ortamda Yetistirilmesine Bagh Olarak Urettigi Uriinlerin ince

Tabaka Kromatografis Yontemi ile Saptanmas ve Fungitoksik Etkisinin

incdenmes

Bakteri, bolum 3.2°de belirtildigi gibi karbon kaynaklari 1. deneme igin
hazirlanmis besi ortamlarinda yetistirilmis ve 48., 96. ve 144. sadtlerde ainan

numunelerden pH seviyes ve bakteri sayisi tespit edilmistir (Sekil 4.1, Cizelge 4.1 ve

Sekil 4.2).

12
10

pH seviyesi

SO N ~ OO 0

——EB
—=—GB
——CB

EK
—*—GK
—e— CK

48.

96. 144.

Zaman (saat)

Sekil 4.1. Bakterili ve bakterisiz ortamlarin zamana bagli olarak pH seviyelerindeki
degisim. Kisatmalar: EB, eterik yag iceren bakterili ortam, GB, dliserin
iceren bakterili ortam, CB, carvacrol iceren bakterili ortam, EK, eterik yag
iceren bakterisiz kontrol ortami, GK, gliserin igeren bakterisiz kontrol ortama,

CK, carvecrol iceren bakterisiz kontrol ortamu
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Cizelge 4.1. Bakterili ve bakterisiz deneme 1 ortamlarinda zamana bagli olarak pH
seviyelerindeki degisim. Kisaltmalar: Sekil 4.1'le aymdir. (sd=standart
deviation=standart sapma)

Zaman EB+ «d GB+« CB+ o EK+ « GK+ «d CK+x «d
48. Saat |8,37+0,051|6,32+0,024|8,05+0,016|7,15+0,012|7,12+0,018|7,16+0,026
96. Saat |9,95+0,025|5,00+0,026|8,91+0,014|7,16+0,016|7,16+0,016|7,19+0,021
144. Saat |9,14+0,016|5,62+0,028| 9,07+0,20 |7,18+0,014|7,14+0,017|7,18+0,022
_ 5
E g‘ 4 — \I//.
2 %3 —*EB
9) /\ —=—GB
(O]
k> /
© 1 i g
O
0
48 96 144
Zaman (saat)

Sekil 4.2. Karbon kaynagina bagli olarak zamana gore bakteri sayisindaki degisim.
Kisatmalar: Sekil 4.1'le aymidir
Bolim 3.3'de belirtildigi gibi bakterinin Urettigi Urinler 48. saatten itibaren,
mobil faz olarak kloroform : aseton (9:1) (Solvent A) kullanilarak TLC plakas: Gizerinde
tespit edilmistir.

144. saat sonunda bakterili ortamlardan karbon kaynag: olarak eterik yag iceren
ortam, gliserin igeren ortam ve carvacrol igeren ortamdan 245 nm UV siginda sirasi ile
0.32, 0.37 ve 0.31 Rf degerine sahip maddeler tespit edilmistir, kontrol gruplarinda ayni
Rf degerinde bir madde saptanmamustir (Sekil 4.3, Ok 2). Kontrol ortamlarinda ve
bakterili ortamlarda carvacrol 0.80 Rf degerine sahiptir (Sekil 4.3, Ok 1).
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Sekil 4.3. Deneme 1'e gore hazirlanmis ortamlarin, Solvent A’da gdlistirilmis
plakalarinin UV altinda goruntisi. Kisaltmalar: a) eterik yag iceren bakterili
ortam (EB), b) gliserin iceren bakterili ortam (GB), c) carvacrol igeren
bakterili ortam (CB), d) eterik yag igeren bakterisiz kontrol ortam (EK),
€) gliserin iceren bakterisiz kontrol ortami (GK), f) carvacrol iceren
bakterisiz kontrol ortam: (CK)

Bolim 3.3'de belirtildigi gibi 254 nm UV 15181 altinda kursun kalemle, gorilen
maddeler isaretlenmis ve TLC tabakalarina Fusarium moniliforme slispansiyonu

puskdrtilmustdr.

Bolim 3.3'de bdirtilen kosullarda 4 gin muhafaza edilen, tzerine fungus
sigpansiyonu puskirtilmus plakalar 254 nm UV 1siginda gdzlenmis ve fungusun
gelismedigi bolgelerin ortdlama Rf degerleri tespit edilmistir. Bakterili ortamlardan
karbon kaynagi olarak sirasi ile eterik yag iceren ortam, gliserin igeren ortam ve
carvacrol igeren ortamdan 254 nm UV isiginda sirast ile 0.49, 0.49 ve 0.49 Rf degerine
sahip fungitoksik etki gosteren maddeler tespit edilmistir (Sekil 4.4, Ok 2). Kontrol
ortamlarinda ve bakterili ortamlarda carvacrol bolgesinde (Rf 0.8) fungitoksik etki
gbzlenmistir (Sekil 4.4, Ok 1).
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Sekil 4.4. Uzerine fungus stispansiyonu puskirtilmis, deneme 1’ e gore hazirlanmis
ortamlarin, Solvent A’da gelistirilmis plakalarimn UV altinda gorintusi.
Kisaltmalar: @) EB, b) GB, c) CB, d) EK, €) GK, f) CK

Mobil faz olarak Solvent A kullamilarak gelistirilmis plakalara, ¢dzicinin
ugmasindan sonra Bolum 3.3'de belirtildigi gibi, Stlftrik asit-Metanol (1:19) karisimi
puskdrtilmustir. 100°C’de etiivde bekletilen plakalar Uzerinde bakterili ortamlarda
mevcut, ancak kontrol ortamlarinda bulunmayan maddeler tespit edilmis ve bakterinin
urettigi bu maddelerin ortalama Rf degerleri tespit edilmistir. Bakterili ortamlardan
karbon kaynagi olarak; eterik yag igeren ortam, gliserin igeren ortam ve carvacrol igeren
ortamdan sirasi ile 0.46, 0.51 ve 0.46 Rf degerine sahip maddeler tespit edilmistir (Sekil
45).



Sekil 4.5. Uzerine Sulfurik asit-Metanol karisimi plskirtiilmis, deneme 1'e gore
hazirlanmig ortamlarin, Solvent A’ da gdlistirilmis plakalarimn goranttsi
Kisdtmalar: a) EB, b) GB, c) CB, d) EK, e) GK, f) CK

Bolim 3.3'de bdirtildigi gibi kontrol grubu yerine kimyasal yapisi bilinen
maddeler konularak plakalar mobil faz olarak Solvent A kullamilarak gelistirilmis ve
daha sonra 254 nm UV 5181 atinda gbzlenmistir. Bakterinin Urettigi Grtnler ile

kimyasa yapisi bilinen maddeler iginde ayni Rf degerine sahip madde bulunamamistir
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Deneme 1'e gore hazirlanmis bakterili ortamlarin ve kimyasal yapisi bilinen
maddelerin, Solvent A’da gelistirilmis plakalarimn UV altinda gorantusi.
Kisaltmalar: a) EB, b) GB, c) CB, g) Rosmarinic acid, h) Phenazine, i) Indol-
3-asetik asit (IAA)

Bakteri, bolum 3.2°de belirtildigi gibi karbon kaynaklari 2. deneme igin
hazirlanmis besi ortamlarinda yetistirilmis ve 48., 96, ve 144. saatlerde ainan
numunelerden pH seviyes ve bakteri sayisi tespit edilmistir (Sekil 4.7, Cizelge 4.2 ve
Sekil 4.8).
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Sekil 4.7.

Bakterili ve bakterisiz deneme 2 ortamlarinda zamana bagli olarak pH
seviyelerindeki degisim. Kisaltmalar: EB, eterik yag iceren bakterili ortam,
GB, gliserin igeren bakterili ortam, EGB, eterik yag+gliserin karisimi igeren
bakterili ortam, EK, eterik yag iceren bakterisiz kontrol ortami, GK, gliserin
iceren bakterisiz kontrol ortami, EGK, eterik yag+gliserin karigimi igeren
bakterisiz kontrol ortam:

Cizelge 4.2. Bakterili ve bakterisiz deneme 2 ortamlarinda zamana bagli olarak pH

seviyelerindeki degisim. Kisaltmalar: Sekil 4.7 ile aymdir (sd=standart
deviation=standart sapma)

Zaman EB+ « GB+sd | EGB+sd | EKt« GK+s | EGK+«
48. saat | 8,53+0,070 | 5,10+0,020 | 7,31+ 0,290| 7,32+0,025 | 7,260,034 | 7,31+ 0,015
96. saat | 8,94+0,041 | 4,84+0,005 | 8,41+0,115 | 7,32+ 0,025 | 7,26+0,023 | 7,3+0,036
144. saat |9,44+0,072| 4,77 |8,95+0,055 | 7,31+0,017 | 7,26+0,023 | 7,310,036




~ 6
©
- =5
% \§>$4 /A//.
s 3 —=-GB
x v
0
1
0

48 96 144
Zaman (saat)

Sekil 4.8. Deneme 2 karbon kaynagina gore hazirlanmis ortamlarda bakteri gelisiminin
zamana gore degisimi. Kisaltmaar: Sekil 4.7 ile aynicir

Bolim 3.3'de belirtildigi gibi bakterinin Urettigi Urinler 48. saatten itibaren,
mobil faz olarak Solvent A kullanilarak TLC tabakas Uzerinde tespit edilmistir.

144. saat sonunda bakterili ortamlardan karbon kaynag: olarak eterik yag iceren
ortam, gliserin iceren ortam ve eterik yag+gliserin karisimi i¢eren ortamdan 254 nm UV
is1ginda sirast ile 0.26, 0.38 ve 0.36 Rf degerine sahip maddeler tespit edilmistir, kontrol
gruplarinda ayni Rf degerinde bir madde sgptanmamustir (Sekil 4.9, Ok 2). Kontrol
ortamlarinda ve bakterili ortamlarda carvacrol 0.8 Rf degerine sahiptir (Sekil 4.9, Ok 1).



Sekil 4.9. Deneme 2'e gore hazirlanmis ortamlarin, Solvent A’da gelistirilmis
plakalarinin UV altinda goruntisi. Kisaltmalar: a) eterik yag iceren bakterili
ortam (EB), b) gliserin igeren bakterili ortam (GB), j) eterik yag+gliserin
karisimi iceren bakterili ortam (EGB), d) eterik yag igeren bakterisiz kontrol
ortami (EK), e) gliserin iceren bakterisiz kontrol ortami (GK), k) eterik
yag+gliserin karisimi igeren bakterisiz kontrol ortami (EGK)

Bolim 3.3'de belirtildigi gibi 254 nm UV 15181 atinda kursun kalemle, gorilen
maddeler isaretlenmis ve TLC tabakalarina Fusarium moniliforme slispansiyonu

puskdrtilmustdr.

Bolim 3.3'de bdirtilen kosullarda 4 gin muhafaza edilen, tzerine fungus
sigpansiyonu puskirtilmus plakalar 254 nm UV 1siginda gdzlenmis ve fungusun
gelismedigi bolgelerin ortalama Rf degerleri tespit edilmistir. Bakterili ortamlardan
karbon kaynag: olarak sirasi ile eterik yag iceren ortam, gliserin igeren ortam ve eterik
yag+gliserin karisim igeren ortamdan 254 nm UV isiginda sirast ile 0.56, 0.52 ve 0.61
Rf degerine sahip fungitoksik etki gosteren maddeler tespit edilmistir (Sekil 4.10, Ok 2
ve Sekil 4.11). Kontrol ortamlarinda ve bakterili ortamlarda carvacrol bolgesinde (Rf

0.8) fungitoksik etki gozlenmistir (Sekil 4.10, Ok 1).



Sekil 4.10. Uzerine fungus siispansi yonu piiskiirtil mils, deneme 2’ e gore hazirlanmis ortamlarin, Solvent
A’dagdlistirilmis plakalarimn UV altinda gorunttsil. Kisaltmalar: Sekil 4.9 ile aynmidir

Sekil 4.11. Uzerine fungus siispansi yonu piiskiirtil mils, deneme 2’ e gore hazirlanmis ortamlarin, Sol vent
A’dagdistirilmis plakaarimn normal 1s1k altinda gérinttsi
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Bolim 3.3'de bdirtildigi gibi kontrol grubu yerine kimyasal yapisi bilinen
maddeler konularak plakalar mobil faz olarak Solvent A kullamilarak gelistirilmis ve
daha sonra 254 nm UV 5181 atinda gbzlenmistir. Bakterinin Urettigi Grtnler ile
kimyasa yapisi bilinen maddeler iginde ayni Rf degerine sahip madde bulunamamistir
(Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Deneme 2 e gore hazirlanmis bakterili ortamlarin ve kimyasal yapisi bilinen
maddelerin, Solvent A’da gelistirilmis plakalarimn UV altinda gorunttsi.
Kisaltmalar: @) EB, b) GB, j) EGB, g) Rosmarinic acid, h) Phenazine,
i) Indol-3-asetik asit (IAA)

Bir sonraki asama olarak daha detayli analiz igin Bolum 3.3'de bdirtildigi gibi
mobil faz olarak toluen : etilasetat : formik asit (5:4:1) (Solvent B) kullamlarak
tabaka ar gelistirilmistir.

Bakterili ortamlardan karbon kaynag: olarak eterik yag iceren ortam ve eterik

yag+gliserin karisimi iceren ortamdan 254 nm UV 1s1ginda sirasi ile 0.63 ve 0.62 Rf
degerine sahip maddeler tespit edilmistir, kontrol gruplarinda aym Rf degerinde bir
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madde saptanmamigtir (Sekil 4.13, Ok 2). Kontrol ortamlarinda ve bakterili ortamlarda
carvacrol 0.89 Rf degerine sahiptir (Sekil 4.13, Ok 1).

Sekil 4.13. Deneme 2'e gore hazirlanmis ortamlarin, Solvent B’de gédlistirilmis
plakalarinin UV atinda goérunttisi. 8 EB, b) GB, j) EGB, d) EK, €) GK,
k) EGK

Daha sonra plakalara Bolum 3.4'de igerigi belirtilmis olan salkowski reagent
puskurtilmis ve bakterili ortamlarda mevcut olan, ancak kontrol ortamlarinda
bulunmayan maddeler tespit edilmis ve bakterinin Urettigi bu maddelerin ortalama Rf
degerleri tespit edilmistir. Eterik yag iceren ortam ve eterik yag+gliserin karisimi igeren
ortamdasirast ile 0.63 ve 0.62 Rf degerine sahip maddeler tespit edilmistir (Sekil 4. 14).



Sekil 4.14. Uzerine Salkowski reagent plskirtiimis, deneme 2'e gbre hazirlanmis
ortamlarin, Solvent B’ de gelistirilmis plakalarimn gorinttsi. Kisaltmalar:
a) EB, b) GB, j) EGB, d) EK, e) GK, k) EGK

Bolim 3.3'de bdirtildigi gibi kontrol grubu yerine kimyasal yapisi bilinen
maddeler konularak plakalar mobil faz olarak Solvent B kullamilarak gelistirilmis ve
daha sonra 254 nm UV 5181 atinda gbzlenmistir. Bakterinin Urettigi Grtnler ile
kimyasa yapisi bilinen maddelerden indol-3-asetik asit (IAA) aym Rf degerine (0.62)
sahip bulunmustur (Sekil 4.15 ve Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Deneme 2'e gore hazirlanmis bakterili ortamlarin ve kimyasal yapisi bilinen maddelerin,
Solvent B'de gdlistirilmis plakalarimn UV atinda goriintiisi. Kisaltmalar: @) EB, b) GB,
j) EGB, g) Rosmarinic acid, h) Phenazine, i) Indol-3-asetik asit (IAA)

Sekil 4.16. Deneme 2'e gore hazirlanmis bakterili ortamlarin ve kimyasal yapisi bilinen maddelerin,
Solvent B’de gelistirilmis plakalarinin normal 151k altinda gérintiisi
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Daha sonra plakalar Gzerine sllfurik asit-metanol  (1:19)  karisimu
puskdrtilmustir. 100°C’ de ettivde bekletilen plakaar tzerinde eterik yag igeren ortam,

eterik yag+gliserin karigimi igeren ortam ve IAA aym Rf degerine (0.62) sahip
bulunmustur (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Uzerine Siilfurik asit-Metanol karisimi plskirtilmis, deneme 2'e gore
hazirlanmig bakterili ortamlarin ve kimyasal yapisi bilinen maddelerin,

Solvent B’ de gelistirilmis plakalarinin gorintisi. Kisaltmalar: Sekil 4.15'le
aynichr

Son olarak eterik yag iceren bakterili ortamdan ve eterik yag+gliserin igeren
bakterili ortamdan alinan numuneler ve farkli konsantrasyonlarda IAA igeren
numuneler ayni plakalarda gelistirilmistir. Gelistirilen bu plakalar 254 nm UV 15181
altinda incelenilerek, mukayese edilmistir (Sekil 4.18).

51



Sekil 4.18. Farkli konsantrasyonlarda IAA’min ve bakterinin Urettigi indole un
karsilastirmasi. a) EB, j)EGB
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4.3. Bakterinin Yetistirildigi Karbon Kaynagina Gore Indol-3-asetik Asit
Uretiminin T espiti

Bakteri, bolum 3.2'de belirtildigi gibi
hazirlanmis besi ortamlarinda yetistirilmis ve 48. 96. ve 144 sagtlerde ainan
numunelerden pH seviyesi (Cizelge 4.3, Sekil 4.19), bakteri sayisi/ml (Sekil 4.20) ve
indol miktari/ml (Cizelge 4.4) tespit edilmistir.

karbon kaynaklart 1.deneme igin

Cizelge 4.3. Karbon kaynagina bagli olarak ortamlarin pH’larinin zamanla degisimi.
Kisdtmalar: EB, eterik yag iceren bakterili ortam, GB, gliserinigeren
bakterili ortam, CB, carvacrol igceren bakterili ortam, EK, eterik yag
iceren bakterisiz kontrol ortami, GK, gliserin igeren bakterisiz kontrol
ortami, CK, carvacrol iceren bakterisiz kontrol ortami (sd=standart
deviation=standart sapma)

Zaman EB+ d GB+ «d CB+xd EK+ GK+« CK+ «d
48. Saat | 8,28+0,11 | 4,83+0,04 | 8,31+0,12 | 7,17+0,01 | 7,14+0,01 | 7,18+0,01
06. Saat | 8,95+0,38 | 4,54+0,01 | 8,78+0,09 | 7,16+0,01 | 7,14+0,01 | 7,17+0,01
144. Saat | 9,47+0,19 | 4,52+0,03 | 9,48+0,17 | 7,17+0,01 | 7,15+0,01 | 7,17+0,01
10
A_%‘ﬁ ——EB
rI - » — —=—GB
; 6 ——CB
& a4l ol = . EK
:'Q:. 2 —¥— GK
—e— CK
0
48 96 144
Zaman

Sekil 4.19. Karbon kaynagina bagl: olarak ortamlarin pH’ [arimin zamanla degisimi.
Kisatmalar: Cizelge 4.3 |e ayrmdir
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Sekil 4.20. Karbon kaynagina bagli olarak ortamlardaki bakteri sayisimn zamanla

degisimi. Kisaltmalar: Cizelge 4.3'le aymdir

Cizelge4.4. Karbon kaynagina bagli olarak ortamlardaki indol miktarimn zamanla
degisimi (mg/ml). Kisaltmalar: Cizelge 4.3'le aymdir (sd=standart
deviation=standart sapma)

Indol miktary (mg/ml)

Zaman EB+ sd GBt « CBx« EK+sd | GKxsd | CKx «d
48.Saat | 0,0107+0,0004 0 0,0121+0,0008 0 0 0
96.Saat | 0,0204+0,0016 0 0,0205+0,0022 0 0 0
144.Saat| 0,0197+0,0013 0 0,0192+0,0013 0 0 0

Bakteri, bolum 3.2'de belirtildigi gibi

karbon kaynaklart 2.deneme igin

hazirlanmis besi ortamlarinda yetistirilmis ve 48. 96. ve 144 saatlerde ainan
numunelerden indol miktar/ml (Cizelge 4.5) tespit edilmistir. pH seviyesi (Cizelge 4.2.,
Sekil 4.7), bakteri sayisi/ml (Sekil 4.8) bdlim 4.2’ deki analiz sirasinda belirtilmistir.

Karbon kaynaklar

2.deneme

icin  hazirlanmus,

bakterili

ve bakterisiz

ortamlardan ainan numunelerde Salkowski reagent uygulamasi sonucu indol miktarina

gore renk degisimi Sekil 4.21' de gosterilmistir.




Cizelge 4.5. Karbon kaynagina bagli olarak ortamlardaki indol miktarinin zamanla
degisimi (mg/ml). Kisaltmalar: EB, eterik yag iceren bakterili ortam, GB,
gliserin iceren bakterili ortam, EGB, eterik yag+gliserin karigimi igeren
bakterili ortam, EK, eterik yag iceren bakterisiz kontrol ortami, GK,
gliserin igeren bakterisiz  kontrol ortami, EGK, eterik yag+gliserin
karisimi igeren bakterisiz kontrol ortami (sd=standart deviation=standart

sapma)
Indol miktari (mg/ml)
Zaman EB+ «d GB+ «d EGB+ «d EKtsd | GK+sd EGKx«
48. Saat |0,008+0,0011 0 0,007%0,0016 0 0 0
96. Saat |0,0143+0,0013 0 0,0180+0,0028 0 0 0
144. Saat 0,0158+0,0005 0 0,0650+0,0162 0 0 0

Sekil 4.21. Karbon kaynaklari 2.deneme icin hazirlanmis bakterili ve bakterisiz
ortamlardan alinan numunelerde Salkowski reagent uygulamasi sonucu
indole miktarina gore renk degisimi. a) Gliserinli bakterisiz kontrol,
b) eterik yagli bakterisz kontrol, c) eterik yag+gliserinli bakterisiz
kontrol, d) gliserinli bakterili ortam, e)eterik yagl bakterili ortam,
f) eterik yag+gliserinli bakterili ortam
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4.4. Bakterinin Yetistirildigi Karbon Kaynagina Gore Kitinaz Aktivitesinin Tespiti

48. saat sonunda elde edilen sonuglar incelenilince (Cizelge 4.6) bakteri iceren
ortamlarda kitinaz aktivitesi tespit edilmistir ancak bakteris uzaklastirilmis ortamlarda
(gliserin harig) dustk bir kitinaz aktivitesi gozlenmistir. Sadece bakterisi uzaklastirilmig

gliserinigeren ortamdakitinaz aktivitesi bulunamamustir.

96. saat sonunda elde edilen sonuclar incelendiginde (Cizelge 4.6) ancak bu
zamandan itibaren bakterisi uzaklastirilmis ortamda kitinaz enzimi oldugunu goriyoruz,
bakteri iceren ortamlarda kitinaz aktivitesi devam etmektedir. Sadece gliserin igeren
bakterisi uzaklastirllmig ortam harig, diger tim bakteris uzaklastirilmis besi
ortamlarinda kitinaz aktivitesinin yukseldigi gozlenmistir. Bu besi ortamlar: igerisinde
en yuksek absorbans degerine bakterili veya bakterisi uzaklastirilmis gliserintcarvacrol
iceren ortam ulagsmustir. Daha sonra sirasi ile bakterili veya bakterisi uzaklastirilmis
eterik yag iceren ortam ve bakterili veya bakterisi uzaklastirilmis carvacrol igeren ortam

ulasmustir.

154. saat ve 240. saat sonunda elde edilen sonuglar incelenilince (Cizelge 4.6)
bakteri iceren ortamlarda kitinaz aktivitesi tespit edilmistir. Sadece gliserin igeren
bakterisi uzaklastirllmis ortam hari¢ diger tim bakterisi uzaklastirilmis besi
ortamlarinda kitinaz aktivitesinde yikselme tespit edilmistir.

Sonug olarak dlgiim yapilan tim zamanlarda (48. 96. 154. ve 240. saat) gliserin
iceren bakterisi uzaklastirilmis ortam harig, bakterili veya bakterisi uzaklastirilmis tim
ortamlarda kitinaz aktivites gbzlenmistir. Butin Olgimlerde en yiksek kitinaz
aktivitesine (bakterili veya bakterisi uzaklastirilmis) gliserintcarvacrol iceren ortam

ulasmustir.

Eterik yagli ortamlarda pH seviyesinin bazik yonde kaydigi, gliserin igeren

ortamlardapH seviyesinin asidik yonde kaydig: tespit edilmistir.

Kontrol ortamlarinda o6lgim zamanlarimin  hi¢  birinde kitinaz  aktivitesi

Ssaptanmamugtir.
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Cizelge 4.6. Bakterinin kitinaz aktivitesine gore absorbans degerindeki degisim. Bakterinin kitinaz aktivitesinin
incelenmesi icin numune alinmast zamanina kadar yetistirildigi Karbon kaynaklari Cizelgenin Sol
kenarinda belirtilmistir, Muameleler 6l¢lim zamaninin altinda bildirilmistir. Kisaltmalar: Bakteri, sadece
bakteri iceren muamele, Be.O, bakterisi uzaklastirilmis besi ortami, Bak+BeO, bakteri ve bes
ortam, GliCarvacrol, gliserint+carvacrol karisimi iceren ortam, pH.D.Gli, pH dizenlemes yapilmig
gliserinli ortam

48.Saat
Bakteri Be.O Bak+Be.O Bak+Be.O pH Seviyes
Eterik 0,376 0,072 0,454 8,067
Gliserin 0,294 0,004 0,409 5,310
pH.D.Gli 0,392 0,002 0,394 7177
Carvacrol 0,257 0,099 0,3%4 8,107
GliCarvacrol 0,490 0,048 0,565 6,853
96.Saat
Bakteri Be.O Bak+Be.O Bak+Be.O pH Seviyes
Eterik 0,296 0,411 0,745 8,603
Gliserin 0,277 0,011 0,267 4,657
pH.D.Gli 0,276 0,025 0,370 7,303
Carvacrol 0,207 0,359 0,628 8,773
GliCarvacrol 0,389 0,796 1,024 8,503
154.Saat
Bakteri Be.O Bak+Be.O Bak+Be.O pH Seviyes
Eterik 0,253 0,395 0,775 9,333
Gliserin 0,419 0,026 0,409 4,733
pH.D.Gli 0,437 0,067 0,605 7,183
Carvacrol 0,176 0,463 0,669 9,340
GliCarvacrol 0,443 0,935 1,357 9,150
240.Saat
Bakteri Be.O Bak+Be.O Bak+Be.O pH Seviyes
Eterik 0,302 0,484 0,927 9,483
Gliserin 0,532 0,055 0,496 4,717
pH.D.Gli 0,549 0,097 0,767 7,153
Carvacrol 0,216 0,567 0,907 9,407
GliCarvacrol 0,542 1,018 1,527 9,520
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45. Bakterinin Toprak Kokenli Baz Fungal Patojenlere Olan Antagonistik

Etkisinin Belirlenmes.

Bakterinin R. solani’ye etkisi incelendiginde; eterik yag, gliserin ve bakteri
iceren ortamda fungusun hi¢ gelisemedigini goriyoruz. Aym grubun bakteri igermeyen
kontrol grubunda ise az bir engelleme goziikmektedir. Engelleme durumuna gére daha
sonra sirasi ile eterik yag ve bakteri iceren grup ve gliserin ve bakteri igeren grup
gelmektedir. Bu gruplarda eterik yag iceren kontrol grubu ve gliserin igeren kontrol
grubu ile kiyasamnca bakterinin etkis istatistiki olarak onemli ¢cikmaktadir (Cizelge
4.7.) (Sekil 4.22).

SeKil. 4.22. Rhizoctonia solani denemesi. Kisaltmalar: @) Normal PDA kontrol grubu,
b) Eterik yagli bakterisiz kontrol grubu, c) Gliserinli bakterisiz kontrol
grubu, d) Eterik yag ve gliserinli bakterisiz kontrol grubu, €) Eterik yag ve
bakterili ortam, f) Gliserinli bakterili ortam, g) Eterik yag ve gliserinli
bakterili ortam
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Mikroskopta yapilan gozlemler eterik yagin, R. solani’ nin morfolojik yapisinda
bozulmalara yol actigint gostermistir (Sekil 4.22 ve Sekil 4.24).

Sekil 4.23. Normal Rhizoctonia solani misellerinin mikroskoptaincelenmesi

Sekil 4.24. Eterik yag iceren ortamda Rhizoctonia solani misellerinin mikroskopta
incelenmesi
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Bakteri iceren ortamda ise bakterinin, R. solani’nin miselleri etrafinda
bulundugu ve kitini parcaladigi gozlenmistir (Sekil 4.25 ve Sekil 4.26).

Sekil 4.25. Bakteri iceren ortamda Rhizoctonia solani misellerinin mikroskopta
incelenmesi

Sekil 2.26. Bakteri iceren ortamda Rhizoctonia solani misellerinin mikroskopta
incelenmesi
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Bakterinin F. moniliforme'ye etkisi denendiginde bakterili gruplarin kontrol
gruplarina kiyasla gelismeyi idatistiki olarak (P<0.05) Onemli derecede gelismeyi
engelledigi gozlenmistir (Cizelge 4.7).

Bakteri iceren gruplar kendi iclerinde kiyaslaminca en yiiksek engellemeye eterik
yag ve gliserin iceren grup, daha sonra sadece gliserin igeren grup ve sonra da eterik yag
iceren grup sahiptir (Sekil 4.27).

Kontrol gruplar1 kendi iclerinde incelenilince sadece eterik yagin engelleyici

etkisi gozlenmektedir.

SeKil. 4.27. Fusarium moniliforme denemesi. Kisaltmalar: @ Norma PDA kontrol
grubu, b) Eterik yaglh bakterisz kontrol grubu, c) Gliserinli bakterisiz
kontrol grubu, d)Eterik yag ve gliserinli bakterisiz kontrol grubu,
e)Eterik yag ve bakterili ortam, f) Gliserinli bakterili ortam, g) Eterik yag
ve gliserinli bakterili ortam
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Bakterinin S. sclerotiorum’a etkisi denendiginde fungusun bakterili ortamlarda
ve kontrol gruplarindan eterik yag iceren grup ve gliserin igeren grupta gelisemedigi
gOzlenmistir. Ancak eterik yag ve gliserin igeren kontrol grubununda Normal PDA
kontrol grubu kadar iyi gelistigi tespit edilmistir (Cizelge 4.7).

Bakterinin P. capsici’ye etkisi denendiginde bakteri iceren gruplarin kontrol
gruplarina kiyasla istatistiki olarak (P<0.05) 6nemli derecede gelismeyi engelledigi
gOzlenmistir. Bakteri igeren gruplar kendi iclerinde kiyaslamnca gelismeyi engelleme
bakimindan eterik yag, gliserin igceren grubun en yiksek misel ¢ap azaltic: etkisi oldugu
gOzlenmigtir. Daha sonra sirasi ile eterik yag iceren grup ve gliserin igeren grup
gelmektedir (Cizelge 4.7)(Sekil 4.28).

Kontrol grubu gelismeyi engelleme bakimindan incelenilince eterik yag: igeren
grupta misel gap azaltici etki gbzlenmistir, daha sonra eterik yag, gliserin igeren kontrol
grubu gelmektedir.

Sekil 4.28. Phytophthora capsici denemesi. Kisaltmalar: Sekil 4.27 ile aynidir
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Cizelge 4.7. Bakterinin toprak kokenli bazi fungal patojenlere olan antagonistik etkisinin istatistiki incelenmes (sd=standart

deviation=standart sapma)

Misel Capr (mm) *

Eterik yag- | Gliserin- E(t;elrlgér)lﬁg Eterik yag- | Gliserin- E(t;eIrI;I;)I/sg Normal
FUNGUSLAR Bakteri +sd | Bakteri+sd . Kontrol+sd | Kontrol+sd PDA LSD
— (EB) (GB) Bakteri +sd (EK) (GK) Kontrol+sd K ontr ol
(EGB) (EGK)
. . . 29.0+4.73 0 33.7+3.89 | 76.6+0.89 | 51.8+11.97 77.0
Rhizoctonia solani 22.2+7.45D c-D E C A B A 7.5201
F . it 6.6+9.03 2.2+1.48 0 24.3+8.32 | 52.5+3.80 | 47.5+8.40 | 43.6+8.24 8.9589
usarium moniliforme C C C B A A A \
. . 0 0 0 15.4+34.4 0 61.6+34.4 77.0
Sclerotinia sclerotiorum B B B B B A A 25.952
. 5.4+0.65 18.6+4.23 1.5+1.17 19.5+2.73 | 43.6+1.98 | 26.6+1.88 | 42.0+1.83
Phytophthora capsici D C E C A B A 3.036

* Ayni siraiginde farkl harfle gosterilen gruplar arasinda fark LSD (P<0.05) testine gore dnemli bulunmustur.




4.6. Bakterinin Bitki Aktivator i Olarak Etkinliginin Belirlenmes

TUm bitki yas agirligi bakimindan AkseBio uygulanmis grup, steril edilmis
AkseBio uygulanmis grup ve kontrol grubu arasinda istatistiki olarak (P<0.05)
farkliliklar mevcuttur, en yiksek bitki yas agirligina AkseBio uygulanmis grup
ulagsmustir (Cizelge 4.8) (Sekil 4.29).

Sekil. 4.29 Sdatalik bitkilerinde bitki gelismesindeki farkliliklar. @) Aksebio
uygulanmis grup, b) Steril edilmis Aksebio uygulanmis grup, c)Kontrol
grubu (muduk suyu)

Yaprak yas agirligi bakimindan seril edilmis AkseBio uygulanmis grup ve
kontrol grubu arasinda istatistiki olarak (P<0.05) bir fark bulunmamstir ancak AkseBio
uygulanmas grup ile steril edilmis AkseBio uygulanmis grup ve kontrol grubu arasinda
istatistiki olarak Onemli (P<0.05) farkliliklar gozlenmistir ve en yuksek yas agirliga
AkseBio uygulanmis grup sahiptir (Cizelge 4.8) (Sekil 4.32).



Yaprak kuru agirligi bakimindan steril edilmis AkseBio uygulanmis grup ve
kontrol grubu arasinda istatistiki olarak (P<0.05) bir fark bulunmamstir ancak AkseBio
uygulanmus grup ile steril edilmis AkseBio uygulanmis grup ve kontrol grubu arasinda
istatistiki olarak dnemli (P<0.05) farkliliklar gozlenmistir ve en yiksek kuru agirliga
AkseBio uygulanmis grup sahiptir (Cizelge 4.8) (Sekil 4.33).

Kok yas agirligi bakimindan steril edilmis AkseBio uygulanmig grup ve kontrol
grubu arasinda idatistiki olarak (P<0.05) bir fark bulunmamustir ancak AkseBio
uygulanmis grup ile steril edilmis AkseBio uygulanmis grup ve kontrol grubu arasinda
istatistiki olarak ©6nemli (P<0.05) farkliliklar gozlenmistir ve en yuksek kok yas
agirligina AkseBio uygulanmis grup sahiptir (Cizelge 4.8) (Sekil 4.34).

Kok kuru agirligr bakimindan steril edilmis AkseBio ve AkseBio uygulanmisg
grup arasinda istatistiki olarak (P<0.05) bir fark bulunmamistir ancak kontrol grubuyla
bu iki grup arasinda istatistiki olarak dnemli (P<0.05) bir fark mevcuttur ve en yiksek
kuru agirliga bu iki grup sahiptir (Cizelge 4.8).

Bitkilerin kok uzunluklar1 bakimindan AkseBio uygulanmis grup ve steril
edilmis AkseBio uygulanmis grup arasinda istatistiki olarak (P<0.05) bir fark mevcut
degildir ancak kontrol grubu ile karsilastirilinca en uzun kok uzunluguna bu iki grup
sahiptir (Cizelge 4.8) (Sekil 4.30).

Yaprak alam bakimindan steril edilmis AkseBio uygulanmis grup ile kontrol
grubu arasinda istatistiki olarak (P<0.05) bir fark bulunamamistir ancak AkseBio
uygulanmus grup ile steril edilmis AkseBio ve kontrol grubu arasinda 6nemli (P<0.05)
bir fark mevcuttur ve en genis yaprak alamna AkseBio uygulanmis grup sahiptir
(Cizelge 4.8) (Sekil 4.35). Sekil 4.31' de gruplar arasindaki fark agiktir.
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Cizelge 4.8. Salatalik bitkisine AkseBio, Steril edilmis AkseBio ve Kontrol (musluk suyu) uygulamasi sonucunda elde edilen verilerin
istatistiki incelenmesi. (sd=standart deviation=standart sapma)

* AkseBiotsd Steril AkseBiotsd Kontrol+sd LSD
Tim Bizg}b\i{ﬁ)ﬁ“"g‘ 1,93+0,33 A 137+0,14 B 1,16+0,15B 0,223
Yapraé‘g/\g‘i"‘fkﬁg“"g‘ 03323240037 A | 0,20629+0,036 B | 0,18963+0,034 B 0,034
Yapra‘?g';;wifg‘r"g‘ 0,03589+0,008 A | 0,02573+0,006 B | 0,02411+0,005 B 0,005
Kok Yas Agirhg (g/itki) | 0,09278+0041A | 005495:0,024B | 0,02988+0,008 B 0,026
Kok Kuru Agirhg (g/bitki)| 001602400049 A | 0,01576:0,0028 A | 0,00896+0,0022 B 0,0036
Kok Uzunlugu (mm/bitki) 144,6+45,9 A 145+23,2 A 99,6+31,2 B 28,99
Yaprak Alan Degeri 204546+34313 A | 1699,53+21583 B | 1725,03+265,17 B 228,69
(mm*/yaprak)

* Ayni siraicinde farkli harfle gosterilen gruplar arasinda fark LSD (P<0.05) testine gore 6nemli bulunmustur.



5. TARTISMA

Kuramsa bilgilerde bolim 2.1'de bdirtildigi gibi kekik eterik yaginmn

funguslara ve bakterilere antimikrobiyal etkinligi vardir.

Bu antimikrobiyal 6zellik mikroorganizmalarin hiicre yapilarinda degisiklige
sebep olarak etkisini gostermektedir (Ultee vd 1999, Aras ve Usai 2001, Burt ve
Reinders 2003).

Dogada cesitli bitkilerin eterik yaglarint ve bu eterik yaglarin komponentlerini
parcalayan mikroorganizmalar oldugu bildirilmistir (Harder ve Probian 1995, Savithiry
vd 1998, Pavlostathis ve Misra 1999, Keudell vd 2000, Heyen ve Harder 2000, Harder
vd 2000, Schwammle vd 2001) ancak bu ¢alismalardan elde edilen sonuglarin tarim

alaninda kullanimina rastlanmlmamistir.

Yapilmis olan bu calismada eterik yagi ve eterik yagim pargalayan bir
mikroorganizma aym anda kullanilmis ve bitki patojeni funguslara etki mekanizmas

incelenilmistir.

Bu amagla Bolum 3.2'de belirtildigi gibi bakteri farkli karbon kaynaklariyla
yetistirilmis ve bu yetistirme sonucunda yapilan mobil faz Solvent A ile gelistirilmis
TLC calismaarinda, bakterinin eterik yag, gliserin ve carvacrol’u parcalayarak
fungitoksik maddeler Urettigi UV atinda tespit edilmistir (Sekil 4.4 ve 4.10). Bu
maddeler yapisi geregi UV 1s1ginda goziikmemekte ancak Sulfurik asit: Metanol (1:19)
karigimi puskirtilince gorilebilmektedir (Sekil 4.5) ve sirasi ile 0.46, 0.51 ve 0.46 Rf
degerleri vermektedir. Bu maddelerin Rf degerleri arasinda az bir fark vardir ve bakteri
yetisirken gliserinli ortamin pH’sim asidik yonde, eterik yagli ve carvacrol’ lu ortamin

pH’ sint bazik yonde degistirmektedir.

Daha sonra yapilan indol andizi ve kitinaz enzimi aktivitesi sonuclari da
gliserinli ortamda yetisen bakterinin bu maddeleri Uretmedigini gostermistir. Bu veriler
bize bakterinin eterik yag1 parcalarken farkli, gliserini parcalarken farkli metabolik
islemlerden gegirdigi yolundaipucu saglayabilir.
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Solvent A ile yapilan calismalar bakterinin Urettigi tUm metabolitleri
gostermemektedir. Ozellikle bakterinin bitki aktivatori olarak etki gostermesinde gorev
aldigindan siiphelenilen indol-3-asetik asit Solvent A ile yapilan ¢calismalarda TLC de
gelistirilememektedir (Sekil 4.6) bu bakimdan mobil faz Solvent B ile degistirilerek
caligmalara devam edilmis ve bakterinin eterik yag iceren ortamlarda Urettigi Grinler ile
indol-3-asetik asit’le ayni Rf degerinde (0.62) tespit edilmistir.

Daha sonra bakterinin Urettigi Grtinin indol-3-asetik asit oldugundan emin olmak
icin icerigi daha evvelden belirtilmis indikator Salkowski reagentla reaksiyona girmesi
ve renk degisikligi incelenilmistir (Sekil 4.21).

Bolim 3.4'de belirtildigi gibi bakterinin Urettigi IAA miktar1 tayin edilmeye
calisiimis ve ortamdaki bakteri sayisi ve pH seviyesine de bagli olarak, 144 saat
sonunda eterik yagli ortamda 0.0158 mg/ml, carvacrol’lu ortamda 0.0192 mg/ml ve

eterik yag+gliserin karigimi igeren ortamda 0.065 mg/ml IAA Urettigi tespit edilmistir.

Bakterinin yetistirildigi karbon kaynagina gore kitinaz aktivitesinin tespiti
sonucunda elde edilen sonuglar bolim 4.5°de bakterinin fungal patojenlere olan
antagonistik etkisinin belirlenmes sonuglariyla uyumlu sonuglar elde edilmistir ve

bakterinin kitinolitik enzimler Urettigi tespit edilmistir.

Bakterinin 240 saatlik gelismes incelendiginde 48. saatte diisiik enzim aktivitesi
tespit edilmistir, 96. saatten itibaren ortamda Onemli duzeyde kitinolitik enzim
biriktigini gozliyoruz, (Gliserinli ortam hari¢) bakteri ortamdan uzaklastirilinca
enzimlerin tek baslarina substrati pargaladiklar: tespit edilmistir. 96.saatten 240. saat
sonuna kadar (gliserinli ortam hari¢) bakterisi uzaklastirilmis ortamlarda enzim tespit
edilmistir (Cizelge 4.6). Eterik yagli bakteriden ari ortam, carvacrol’lu bakteriden ari
ortam ve gliserintcarvacrol karisimi igeren bakteriden ari ortamda tespit edilen
absorbans degerleri ve aym ortamlarin sadece bakteri iceren ortamlarimin absorbans
degerlerinin toplam, belirtilen ortamlarin bakterili olanlarina (Cizelge 4.6, Bak+Be.O)
yakin degerler gostermektedir. Bu sonucun eldesinde ortamda birikmis enzimler ve

bakterinin aktif olarak Urettigi enzimlerin etkisi oldugunu syleyebiliriz.
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Gliserin parcaanmasi sonucu ortam pH’ sicmin diistik olmasinin enzim aktivitesini
etkileyebilecegini dustinerek pH seviyeleri 7.00 civarinda numuneler hazirlanmig ancak
bu numunelerde enzim aktivites tespit edilmemistir. Ancak ortamdan gliserin

uzaklastirilmas: durumunda bakteri kitinolitik enzimler Gretmektedir.

Gliserinli ortamda bakterinin kitinolitik enzimler Uretmemesinin sebebi olarak
gliserini pargalamak icin farkli bir metabolizma yaptig: distnulebilir.

Bolim 4.5'de elde edilen sonuglara gore bakterinin toprak kokenli fungal
patojenlere etkis incelendiginde ortamda mevcut olan eterik yagin tek basina antifungal
etkisi oldugu tespit edilmistir ancak bakterinin bulunmasi durumunda etkinin arttig
gorulmistur. Mikroskopta yapilan incelemeler bakterinin dzellikle R. solani’nin kitin
yapisint pargalacigini  gostermistir, bu da bakterinin kitinolitik enzimler Urettigi
konusunda delil teskil etmektedir.

Bakterinin S. sclerotiorum a etkisi denendiginde bakterili ortamlarda ve eterik
yag iceren kontrol grubu ve gliserin igeren kontrol grubunda gelisme gbzlenmemistir
ancak eterik yag ve gliserin karisimi igeren kontrol grubunda norma PDA kontrol
grubu kadar iyi gelistigi tespit edilmistir. Bu sonucun eldesinde distik miktarda eterik
yagin Sclerotinia igin uyarici etkis oldugu ve fungusun kisa sirede adgpte oldugu
dusundlebilir.

Bakterinin bitki aktivatori olarak etkinliginin belirlenmes sonucunda, icerisinde
eterik yag ve canli bakteri igeren AkseBio uygulanmis grupta, bitkinin gelismesinin,
steril AkseBio uygulanmis grup ve kontrol grubuna kiyasla istatistiki olarak onemli
diizeyde etkiledigi tespit edilmistir. Ozellikle yaprak yas agirligi, yaprak kuru agirligi,
kok yas agirhg:r ve yaprak alant Olglimlerinde gelismeyi arttirici etki barizdir. Bu
sonucun eldesinde daha evvel bolum 4.3'de tespit edilen bakterinin indol-3-asetik asit
Uretiminin etkis oldugu disundlebilir.
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6. SONUC

Yasadigimiz ¢agda, hastalik ve zararlilarla micadelede kimyasallara alternatif
¢Ozumler aranmaktadir. Bu ¢ozimler arasinda bitkilerden elde edilen yaglar oldukca

Umit verici sonuglar gostermektedir.

Y erytiziinde mevcut olan bitin organik ve inorganik maddeler pargalanma ve

donisuim dongust igerisinde yer almaktadir.

Bu yapilan calismada “AkseBio” isimli, igerigini T. spicata ugucu eterik yagi,
bitkisel yaglar ve bitki ©zleri olusturan preparatin dogada mikrobiyolojik olarak
parcalanmast sonucunda olusan maddeler ve olusan bu maddelerin bitki patojeni

funguslara etkisi tespit edilmistir.

Eterik yag1 veya carvacrol’u karbon kaynagi olarak kullanan bakterinin TLC
yontemi kullanilarak fungitoksik etkiye sahip metabolit Uretimi ve indol-3-asetik asit
Uretimi tespit edilmistir. Ayrica eterik yagin, bakterinin, funguslarin yapisindaki kitini
parcalayici kitinolitik enzim Gretimine olumlu etkide bulundugu da tespit edilmistir.

Sonug olarak, gegmis yillarda bélimiimizde yapilmis olan ¢alismalardan elde
edilen verilerin ve bu ¢alismadan elde edilen verilerin is1ginda “AkseBio” preparatinin
topraga uygulandig: andan itibaren eterik yagin antimikrobiyal etkinligi ile ortamdaki
potansyel fungal patojenleri azaltarak, bakterinin gelisimi lehine bir ortam hazirladigim

soyleyebiliriz.

Bu ortamda bakteri, kekik yagim pargalayarak hem gelisimine devam etmekte,
hem de ortama kitinolitik enzimler ve indol-3-asetik asit salgilamaktadir. Salgilanan
kitinolitik enzimlerle bitki fungudara karsi korunmakta ve indol-3- asetik asit
Uretimiyle bitki gelisimi tesvik edilmektedir.

Bu calisma, bu konuda yapilan tlkemizdeki ilk caligmayr temsil etmektedir.
Mevcut bilgiler dahilinde “AkseBio” preparatimin gelistirilmesi ile, pratikte bu preparati
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kullananlarin daha bilingli bir yaklasimla sonug alip, sentetik tarim ilact kullanmminin

minimum diizeyde tutulmasi ve daha kaliteli ve bol drtin alinmasina yardimci olunabilir.
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