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TURKIYE’DE YETISEN FARKLI KEKiK TURLERININ

ANTIMIKROBIYAL AKTIVITELERININ VE MOLEKULER
GENOTIPLERININ BELIRLENMESI

Sibel KEREM

HITIT UNIVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU
Ocak 2021

OZET

Bu ¢alismada, Labiatae tamilyasinin tiyeleri olan ve Turkiye’de kekik adiyla bilinen
Thymbra, Thymus ve Origanum cinslerine ait Thymbra spicata var. spicata L.,
Thymus vulgaris L., Thymus citriodorus (Schreb), Thymus cilicicus Boiss. & Bal.,
Origanum syriacum L., Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis,
Origanum onites L., Origanum saccatum P H. Davis, Origanum vulgare L. ssp.
gracile (C. Koch) Letswaart, Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) Letswaart ve
Kekik Cesit aday1 (Tekin, 2017) tirlerinin antimikrobiyal aktiviteleri ve genotipik
ozelliklerinin belirlenmesi hedeflendi. Soxhlet cihaziyla her bitkiden 3 farkli ¢oziict
(hekzan, etanol ve kloroform) ile 24 saat stiren ekstraksiyon iglemi sonucunda toplam
33 adet oziit elde edildi. Oziitlerin Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
auriginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 bakterilerine karsi antimikrobiyal etkinligi disk difiizyon
metodu kullanilarak belirlendi. Farkli kekik tirlerinden g farkli ¢oziict ile elde
edilen ozitler ti¢ farkli konsantrasyonda dort farkli bakteri iizerine uygulandiginda en
yiksek dizeyde antimikrobiyal etkinin S. aureus bakterisinde gozlendigi, ikinci
sirada ise F. facealis bakterisinde gozlendigi belirlendi. Cozici olarak kullanilan
etanol ve kloroform ile elde edilen oziitlerde antimikrobiyal etkili maddelerin

hekzana gore daha etkili olarak elde edildigi tespit edildi. ANOVA sonuglarinda
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sigma degerine gore antimikrobiyal aktivitelerinde etkinlik duzeyleri 7Thymbra
spicata var. spicata L., Thymus vulgaris L., Thymus citriodorus (Schreb), Thymus
cilicicus Boiss. & Bal., Origanum syriacum L., Origanum vulgare L. ssp. hirtum
(Link) Letswaart ve Kekik Cesit adayr (Tekin, 2017) tirlerinde anlamli bulunurken
Origanum minutiflorum O. Schwarz & P H. Davis,, Origanum onites L., Origanum
saccatum P.H. Davis, Origanum vulgare L. ssp. gracile (C. Koch) Letswaart,
turlerinde ise anlamli olmadig: tespit edildi. Kekik tirlerinin molekiiler genotipleri
10 ISSR primeri ile karakterize edildi. Elde edilen ozutlerin ¢ farkli
konsantrasyonda dort farkli bakteri iizerindeki antimikrobiyal etkileri ile ISSR
lokuslar1 arasinda Pearson korelasyon sonuglarn oldukg¢a giigli pozitif korelasyonlar
oldugunu gosterdi. ISSR isaretleyicileri dominant kalitim gostermelerinden dolay1 bu
sonuglar ileride yapilacak galigmalar i¢in 6n ¢alisma niteliginde olup kodominant
isaretleyiciler kullanilarak daha ileri diizeyde c¢aligmalarin yapilmasi konusunda da
tesvik edici nitelik gostermektedir. Ek olarak ISSR isaretleyicileri bu g¢alismada
analiz edilen kekik tiirlerini genel olarak cinslerine gore kiimeleme konusunda da
basarili olmustur. Sonug¢ olarak farkli kekik tirlerinin anitmikrobiyal aktiviteleri

bakiminda oldukga etkili olduklart gézlendi.

Anahtar Kelimeler: ISSR, PCR, Antimikrobiyal aktivite, 7hymus, Origanum,
Thymbra, Soxhlet, Disk difiizyon metodu
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DETERMINATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND MOLECULAR
GENOTYPES OF DIFFERENT THYME SPECIES GROWN IN TURKEY

Sibel KEREM

HITIT UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE STUDIES
January 2021

ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the antimicrobial activities and genotypic
characterization of the species Thymbra spicata var. spicata L., Thymus vulgaris L.,
Thymus citriodorus (Schreb), Thymus cilicicus Boiss. & Bal., Origanum syriacum L.,
Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis, Origanum onites L., Origanum
saccatum P.H. Davis, Origanum vulgare L. ssp. gracile (C. Koch) Letswaart,
Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) Letswaart ve Thyme variety candidate
(Tekin, 2017) who are blong to the genera Thymbra, Thymus and Origanum
respectively in the Labiatae family in Turkey. A total of 33 extracts were obtained as
a result of the 24-hour extraction process with 3 different solvents (hexane, ethanol
and chloroform) from each plant using the Soxhlet device. The antimicrobial activity
of the extracts against to Lshericia coli ATCC 25922, Pseudomonas auriginosa
ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC
29212 bacteria was determined using the disk diffusion method. When extracts
obtained from different thyme species with three different solvents were applied on
four different bacteria at three different concentrations, it was determined that the
highest antimicrobial effect was observed in S. aureus bacteria, and in the second
place was observed in F. facealis bacteria. It was found that antimicrobial active
substances were obtained more effectively than hexane in extracts obtained with
ethanol and chloroform used as solvents. Effectiveness levels in antimicrobial
activities according to sigma value in ANOVA results indicated that the

antimicrobial activities were significant in the species 7Thymbra spicata var. spicata
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L., Thymus vulgaris L., Thymus citriodorus (Schreb), Thymus cilicicus Boiss. &
Bal., Origanum syriacum L., Origanum vulgare L. subsp. hirtum (Link) Letswaart ve
Tyme Variety candidate (Tekin, 2017), while the antimicrobial activities were not
significant in the species Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis,
Origanum onites L., Origanum saccatum P. H. Davis ve Origanum vulgare L. ssp.
gracile (C. Koch) Letswaart. Molecular genotypes of thyme species were
characterized by using 10 ISSR primers. The Pearson's correlation results between
the antimicrobial effects of the extracts on four different bacteria at three different
concentrations and the ISSR loci showed very strong positive correlations. Since
ISSR markers show dominant inheritance, these results are preliminary studies for
future studies and also encourage further studies using more effective codominant
markers. In addition, ISSR markers were successful in clustering the thyme species
analyzed in this study according to their genus in general. As a result, it was
observed that different thyme species are highly effective in maintaining their anti-

microbial activities.

Keywords: ISSR, PCR, Antimicrobial activity, Thymus, Origanum, Thymbra,
Soxhlet, Disc diffusion method
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1 GIRIS

Yunan mitolojisinde Troyali Helen’in toprada disen gdzyaslarindan kekik ¢iktig
anlatilmaktadir. Eski Yunan’da kekik (Resim 1.1) asaleti ve cesareti temsil
etmektedir (Keykubat, 2016). Kekik bitkisinin kullanimi ¢ok eski tarihlere
dayanmaktadir (Baydar, 2006; Keykubat, 2016). Thymus’un Yunanca tutsulemek
veya cesaret anlamina gelen ‘thymon’ kelimesinden tlredigi dusunilmektedir.

Kekik, Bogazkody metinlerinde ‘hasil’ adiyla gegmektedir (Baydar, 2006).

Resim 1.1. Kekik bitkisi

5000 yil o6nce Sumerler, kekigi hastaliklarin tedavisi amaci ile kullandilar.
Mezopotamya’da kekik, mumyalama isleminde kullaniminin yani sira ilag olarak
kullanildi. Kekik ¢ok eski tarihlerden beri baharat ve tibbi ila¢ olarak kullanildi ve
glinimuzde de halen kullaniimaktadir. Bulasici hastaliklara karsi direng olusturmak
icin insanlara verildi ve bu sayede antiseptik 6zelliginden yararlanildi. Avrupa’da
kekigin insanlari veba hastaliindan koruduguna inanildi. Kekik, ev iglerinde tltsi
gibi yakildi, hastalarin bedenlerine sifa olsun diye kekik suyu struldd. Selerno Tip
Okulu’nda ise Dr. Trotula tarafindan sarapl kekigi ©kstren cocuklara verdigi
sOylenmektedir. 16. yy’da Avrupa’da kurutulan kekik vyastiklara doldurulur ve
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melankolige iyi geldigine inanilirdi. Bagka bir efsaneye gore de, Eski Yunan’da
yaglilarin zihinsel sagliklarini korumak i¢in kekik ¢ay1 ictigi soylenmektedir. Romali
askerlerin kekik banyosu yaparak enerji ve dayaniklilik kazandigr séylenmekteydi.
Osmanlt Devleti, kekigi cesitli hastaliklara gifa bulmak i¢in kullandi. Avrupa’da
kekik buglin cenazelerin yanina koyulmakta ve mezarlarina ekilmektedir. Ancak
batil bir inaniga gore evin bahgesinde kekik bulundurmanin cinleri eve getirdigine
inanilmaktadir. Liibnan’da biyiici kadinlar deneylerinde kekik tirlerini
kullanmaktadir. Karincalarin yuvalarinda bakterilere karst etkili olmasi i¢in  kekik
bulundurdugu soylenmektedir. Cocuklarin okullarinda basarili olmast i¢in kekik ve

zeytinyag ile hazirlanan soslarin yedirildigi bilinmektedir (Baydar, 2006).

Mutfaklarda, gorbalarda ve yemeklerde sos olarak kekik kullanilmaktadir. Ozellikle
et yemeklerinde baharat olarak kullanilir. Kozmetik sanayisinde ve farmakolojide
kullanilir. Sus bitkisi olarak bahge siislemelerinde kullanildigi bilinmektedir (Se¢men

ve ark., 2004; Akman ve ark., 2007; Yildiz ve ark., 2010).

Kekik, bir¢ok hastaligin tedavisinde alternatif olarak kullanilmaktadir. Saglik
acisindan faydalari su sekildedir: Antibakteriyel ve antiseptik etkiye sahiptir. Kurt
dusturacudir. Sinir sistemi bozuklugunda iyilestiricidir. Migren agrilarinda etkilidir.
Balgam soktiricudir. Karin agnlarinda etkilidir. Hazimsizligr giderir. Kronik
gastritte etkilidir. Asttimi iyilestirir. Bulantiyt ve mide agrilarini keser. Soguk
alginlig1, grip ve nezlede iyilestiricidir. Oksiiriik kesici ozelligi vardir. Kansizlig
giderir. Bobreklerdeki ve mesanedeki mikroplart oldirir. Ruhi bunalimlarda
yatistiricidir. Bas donmesini azaltir. Istahsizlign giderir. Akut ve kronik bronsiti
tyilestirir. Cilt yaralarinda ve yaniklarinda mikrop 6ldiriicidir. Dig agrilarini azaltir.
Cildin glzellesmesini saglar (Baydar, 2006, Kolafat¢ilar ve Kolafatgilar, 2010).
Mantarlara karsi1 bakterisit etkilidir. Uyuz ve bit i¢in kekik suyu viicuda surtlerek
kullanilir. Hayvanlardaki sap hastaliginda, insanlarda dis eti iltihabinda etkilidir
(Baydar, 20006).

Sentetik ilaglara ulasim zorlugu ve yan etkilerinin fazla olmasi insanlarn bitkisel
ilaglara yoneltmigtir. Bitkilerde bulunan sekonder maddeler sayesinde, bitkiler ilag

ozelligi gosterirler (Kolafatgilar ve Kolafatgilar, 2010). Bitkilerin bu 6zelligi birgok
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aragtirmacinin (Benli ve Yigit, 2005; Zengin ve Kirbag, 2006; Altundag, 2007,
Nalbanttagt ve Golci, 2009; Milad, 2018; Celik, 2019) dikkatini ¢ekti ve yaptiklar
caligmalarda bitkilerin mikroorganizmalar (bakteriler ve mayalar) iizerindeki

etkilerini incelediler.

Kekik iilkemiz i¢in ticarete konu olan énemli bitkilerden biridir. Metin ve ark. (2012)
tibbi bitkilerin ithalat ve ihracatina yonelik yaptiklar incelemeler sonucunda kekigin
dahil oldugu tbbi ve aromatik bitkiler arasinda en fazla ihracati yapilan bitkinin
kekik oldugunu, ihracat gelirinin yaklagik degerinin 225 216 000 dolar oldugunu ve
ihracat yapilan iilkelerin baginda Almanya, ABD ve Italya geldigini belirttiler. 5.982
ton ithal edilen kekigin karsiliginda 11 204 000 dolar 6dendigi ve kekik ithal edilen

tilkelerin baginda Fas, Cin ve Arnavutluk geldigini belirttiler.

Cizelge 1.1. Kekik Uretim Istatistikleri TUIK verileri (Anonim, 2020a)

Kekik

Yillar Alan Uretim
2003 - -

2004 52 500 7 000
2005 47 000 6400
2006 58 853 7979
2007 60 751 5350
2008 84 133 10 082
2009 84 957 12 329
2010 85 351 11 190
2011 77 707 10 953
2012 94 283 11 598
2013 89 137 13 658
2014 92 959 11 752
2015 104 863 12 992
2016 121 127 14 724
2017 121 472 14 477
2018 139 061 15 895
2019 157 074 17 965

Tirkiye’de yetistirilen kekik turlerine ait 2003 yili sonrast yillik tretim (ton) ve alan
(dekar) miktarlan Turkiye Istatistik Kurumundan alinan veriler (Cizelge 1.1) kekik

uretiminin ve yetistirilen alanlarin artma egiliminde oldugunu gostermektedir.
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Tiirkiye’de kekigin yetisme alanlari arasinda basta Izmir, Aydin ve Isparta olmak

tizere Harita 1.1°de de gosterilen illerimizi (Bozdemir, 2019) sayabiliriz.

Harita 1.1. Turkiye’de kekigin yetisme alanlari

Kekik tirlerinin botanik dzellikleri

Familya: Labiatae — Lamiaceae — Ballibabagiller — Dudaklilar

Labiatae familyasi Uyeleri genis alanda yayilis gosterir. En ¢ok yayilis gosterdigi
alan Akdeniz bolgesidir. Bu familyamin diinyada 200 cinsi vardir. Ulkemizde ise 45
cinsinin oldugu belirtilmektedir. Familya tiyeleri tek ya da ¢ok yillik otsu ve galimst,
nadiren aga¢ ve stolon bitki formlarindan olugmaktadir. Rakimi yiiksek yerlerde ve

karasal habitatlarda yetisebilmektedir.

Ticari agidan 6neme sahip turleri igermektedir. Bu tiirler igerigindeki aromatik yaglar
nedeniyle parfimeri sanayisinde, farmakolojide ve baharat olarak mutfaklarda
kullanilmaktadir. Ayrica sts bitkisi olarak kullanildigi gorilmektedir (Se¢men ve

ark., 2004; Akman ve ark., 2007; Yildiz ve ark., 2010).

Labiatae famiyasina ait bitkiler sistematik yonden (morfolojik olarak) yapt ve
ozelliklerine gore (Se¢men ve ark., 2004; Akman ve ark., 2007; Yildiz ve ark., 2010)
Cizelge 1.2°de 6zetlendi.



Cizelge 1.2. Labiatae tamilyasinin genel morfolojik 6zellikleri

YAPI OZELLIK

Govde: 4 koselidir.

Yaprak: Basittir. Stipulsuzdur. Karsilikli veya dairesel diziliglidir.
(igek: Cogunlukla zigomorftur. Iki eseyli ve iki dudaklidir.

Kaliks: Gamosepaldir. Yukarida 5 dige bolinmistiir.

Korolla: Gamopetaldir.

Meyve: Bir tohumlu genel olarak agilmayan nutlettir.

Stamen: Genellikle didinamdir. 2 veya 4 korollaya baglidir. Epipetaldir.
Stillus: Ginobaziktir.

Ginekeum:  Iki karpelden olusur. Birlesiktir. 4 lokulusludur (Segmen ve ark.,

2004; Akman ve ark., 2007; Yildiz ve ark., 2010).

Labiatae familyasinin tyeleri olan Origanum, Thymus, Thymbra ve Satureja
cinslerinin ayriminin belirlenmesinde vertisillastrumlarin diizenlenisi en 6nemli
belirleyicidir. Seksiyonlarda kaliks ve korolla seklinin yani sira brakte boyutu
onemlidir. Turlerde ise ayrnim; kaliks dudak ve dis sekli, yapraklar, govdedeki tiy
durumu, korolla ve brakte seklidir (Tasg, 2010).

Origanum cinsinin botanik ozellikleri ve sistematigi

Origanum L. cinsinin 21 tird Turkiye’de olmak tizere 30 tiri bulunmaktadir
(Akman ve ark., 2007). Origanum titleri ¢ok yilliktir. Otsu bitki formundadir. Giizel
kokulu olup ugucu yag igerirler. Karvakrol ugucu yaginda bulunan bir bilegiktir
(Yildiz ve ark., 2010). Origanum cinsine ait taksonomik kategoriler Cizelge 1.3°de

ve Origanum cinsinin genel morfolojik ozellikleri Cizelge 1.4’te 6zetlenerek verildi.
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Cizelge 1.3. Origanum cinsinin Davis (1982)’e gore taksonomik kategorileri (Fakili,

2010)

Divisio Spermatophyta
Subdivisio Angiospermae
Classis Dicotyledonae
Subclassis Dialypetalae
Ordo Tubiflorae
Familia Labiatae

Genus Origanum

Cizelge 1.4. Origanum cinsinin genel morfolojik 6zellikleri (L.)

YAPI OZELLIK

Govde: 4-koselidir, genellikle tiylidir ve yan dallar tasir. O. vulgare
hari¢ tim tirlerin govdeleri dik veya tirmanicidir. O. vulgare
govdesi topraga paralel uzanir.

Yapraklar: Bir kag tiirde sapsiz, digerler turlerde saplidir. Yaprak ayast boyut
ve sekil olarak ¢esitlidir. Donuk mavimsi ve yesil renklidir.

(ligekler: Govdeler ve dallar bir spika tasir. O. onifes ¢igekleri korimbozdur
ama genel olarak Origanum’larda ¢i¢cek durumu panikaldur.

Korolla: Mor, beyaz veya pembe renklidir. 2-dudaklidir, tst dudak
emarginat veya kisa 2-loplu, alt dudak 3-lopludur. Korolla tiipt
diiz veya sakkat olabilir.

Kaliks: Bu cinste kaliks cesitlilik gosterir: Uggensi veya nadiren de
akuminattir. Kaliksi 2-dudakli olan zigomorf turlerde kaliks
diginin bi¢imi farkli sekillerde olabilir. Damar sayist 10-13’tiir.

Stamen: Hemen hemen esit veya alt ¢ift daha uzun ve 4 tanedir.

Pistil: Stilus boy ve bi¢im bakimindan buyuk ¢esitlilik gosterir.

Meyve: Nutlet kiigtik, ovoid ve kahverengidir (Tag, 2010) .

Thymus cinsinin botanik ozellikleri ve sistematigi

Tyhmus L. cinsine ait diinyada 70 tar bulunur. Bu tirlerden 37 tanesinin Turkiye’de

bulundugu bilinmektedir. Cogunlugu endemik olan bu tiurler Anadolu’da yayilig

gostermektedir. Turler ¢ok yillik otsu veya kugiik c¢ali formunda gorilir. Daglik

alanlar ve kurak yerler habitatlaridir. Baharat ve ¢ay olarak tiketilir. Kekik yagi elde

edilir. Ugucu yaglarnin antioksidan ve antibakteriyel ozellikleri bulunur. Bu

yaglarda timol ve karvakrol bilegenleri bulunur (Se¢men ve ark., 2004, Akman ve
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ark., 2007; Yildiz ve ark., 2010). 7Thymus cinsine ait taksonomik kategoriler Cizelge
1.5°te verildi. Thymus cinsinin genel morfolojik ozellikleri ise 6zetlenerek Cizelge

1.6’da verildi.

Cizelge 1.5. Thymus cinsinin Davis (1982)’e gore taksonomik kategorileri (Fakili,

2010)
Divisio Spermatophyta
Subdivisio Angiospermae
Classis Dicotyledonae
Subclassis Dialypetalae
Ordo Tubiflorae
Familia Labiatae
Genus Thymus

Cizelge 1.6. Thymus cinsinin genel morfolojik 6zellikleri

YAPI OZELLIK

(igekler: Zigomorftur. 2 dudaklidir.

Stamen: Sayist 4 ve uzun flamentlidir.

Stilus: Uzundur.

Stigma: 2 lobludur.

Govde: 4 kose ve yuvarlak govdelidir.

Yapraklar:  Tam, kenarl, kirpiksi, tiyludur.

Kaliks: Silindirik veya ¢an seklinde 2 dudaklidir, 10-13
damarlidir.

Korolla: Mor, pembe, krem veya beyaz renkte olabilir.

Ovaryum: 2 karpelli ve 4 gozludur (Se¢men ve ark., 2004, Akman ve
ark., 2007).

Thymbra cinsinin botanik ozellikleri ve sistematigi

Baharat olarak kullaniminin diginda salata malzemesi olarak taze yapraklan
kullanilir. Cayr yapilarak tuketilir. Kultira yapilmaktadir (Se¢men ve ark., 2004,
Yildiz ve ark., 2010). 7Thymbra cinsine ait taksonomik kategoriler Cizelge 1.7°de

verildi.



Cizelge 1.7. Thymbra cinsinin yer aldig1 taksonomik kategoriler (Davis, 1982)

Divisio Spermatophyta
Subdivisio Angiospermae
Classis Dicotyledonae
Subclassis Dialypetalae
Ordo Tubiflorae
Familia Labiatae

Genus Thymbra

Yapraklar: Tam kenarl, kiigiik ve linear (seritsi) dir. Kaliks: 1ki loplu, basik ve tiip
seklindedir. Korolla: Mor, pembe rengindedir (Se¢gmen ve ark., 2004; Yildiz ve ark.,
2010).

Kekik bitkisinin kimvasal icerigi

» Ucgucu yag icerigi (0,75- 6,3 mg) (timol, timol metil eter, borneol, bornil asetat,

sineol, karvakrol, linalool)
» Flavonoidler (luteotin, tiyamin, apigenin, naringenin)
» Tanenler
» Glikozitler
» Act maddeler
» Regine (Baydar, 2006).
Glikozitler

Glikozitler, seker veya sekerlerin bagli bulundugu triterpen grubunda olan
bilesiklerdir. Insanlarda kalp kasi iizerine etkili olup hayvanlar i¢in toksiktir. Ates

dustrict ve agr kesici 6zelligi vardir (Kirict, 2017).



Terpenler

Sekonder trtinlerin en genis sinifin1 olusturan terpenler ya da terpenoitler genellikle
suda ¢oziinmez. Biyosentezleri Asetil-CoA ya da glikolitik ara trtinlerle gergeklesir

(Kirici, 2017).
Monoterpenler

Thujon, kamfor, mirsen, sitronellol, karvakrol, mentol ve sineol bilinen

monoterpenlerdendir (Kirict, 2017).

Seskiterpenler

Helanalin, antikanserojen; famesol, patojen saldirilarina kargt sentezlenen bir tir

seskiterpendir (Kirict, 2017).

Flavonoidler

Flavonoidler, bitkisel fenolik bilesiklerin en buyik grubudur. Hiucreleri,
antiradikallere karsi antioksidan olarak korurlar. Bakteri ve virlslerin tUremesini

inhibe ederler, kansere kargidirlar, kalp krizi riskini azaltirlar (Kirict, 2017).
Tanenler

Tanenler, tipta damarlar1 ve mukozay1 biziici 6zelligi nedeniyle basur, bademcik,
faranjit ve bazi deri hastaliklar igin olan ilaglarda kullanilir. Uziimsii meyveler ve
tiziim, bitkisel ¢aylar ve yenilen otlarda bulunan polifenolik antioksidanlar timor
olusumunu ve gelisimini 6nlemenin yaninda kalp hastaliklarint da 6nlemektedir.
Yuksek tanen iceren bitkiler acidir. Tanenler suda ¢oziinebilme 6zelligine sahiptir

(Kiric, 2017).
Eterik (ugucu) yaglar

Bitkilerde salgt dokulart (tuy gibi) tarafindan salgilanan maddeler kokunun
merkezini olusturur. Bu salgilanan maddeler eterik yaglardir. Kaynama noktalarinin

distk olmasi sebebiyle kolaylikla buharlagirlar. Bu 6zelligi sebebiyle ugucu yag adi
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verilmigtir. Giizel kokulu olmalari nedeniyle ‘esansiyel yaglar’ olarak adlandirilirlar.
Gil, lavanta, kekik gibi bitkiler bu 6zellikleri yoniinden kozmetikte, ilag sanayinde
ve gidalarda kullanilir. Ugucu yagin sekonder metabolit olmadigi sekonder metabolit
gruplarint igeren homojen bir ¢ozelti oldugu bilinmektedir. Ugucu yaglar;
monoterpenler, seskiterpenler ve siyanojenik heterezigotlar gibi azot veya kikuirt
iceren bilesikleri bunyelerinde tasir. Bitkilerin ugucu yag igerenlerine aromatik
bitkiler denir. Bazi bitki gruplarni ¢ok sayida aromatik bitki igerir. Lamiaceae
familyast bu gruba ornektir. Aromatik bitkiler ilag olarak kullanilmaktadir. Bu
ozelligi ugucu yaglarinda bulundurduklar etken maddeler sayesindedir. Ilag sanayisi
ugucu yag saflastirarak kullanmayi tercih eder. Ilacin daha etkili olmasimi saglamak
ve herhangi bir yan etkiye neden olmasi ihtimaline karst 6énlem almak i¢in etken

maddeleri saflagtirirlar (Ocakverdi ve ark., 2010).

Ekstraksivon Teknikleri

1. Soxhlet Ekstraksiyonu

2. Basingli Stvi Ekstraksiyonu

3. Mikrodalga-Destekli Sivi Ekstraksiyonu

4. Ses Dalgalari- Destekli Sivi Ekstraksiyonu

5. Superkritik S1vi Ekstraksiyonu (Buyuktuncel, 2012).

Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet cihazi, kat1 veya yar1 kati maddelerin solventler araciligiyla ekstraksiyonunu
saglar. Cihaz kisimlari Sekil 1.1°de gosterildi. Islem yapilacak ornek esktraktor
borusuna yerlestirilir. Hemen altinda bulunan solvent sisesine uygun solvent koyulur.
Isitma islemi solventin kaynama sicakligt dikkate alinarak biraz tizerinde olacak
sekilde 1sitilir. Solvent kaynamaya bagladiginda ¢ikan buharlar kondansore dogru
hareket edecektir. Sogutma gorevi yapan kondansorden buharlar yogunlagarak ¢ziitor
borusunda ornek iizerine damlayacaktir. Islemin bu sekilde (solvent, sifonlama

borusu hizasina gelene kadar) siirmesi beklenir. Sifonlama seviyesine gelen solvent
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sifonlama borusu ile solvent sisesine ¢oziinen maddelerle birlikte dokuliar. Bu islem
solventin tekrar buharlagmasiyla dongiiler halinde devam eder. Ektraksiyon siiresi 6
ila 24 saat arasinda degisebilir. Solvent hacimleri 100 -500 ml arasinda degiskenlik
gosterebilir. Genellikle organik ¢oziiciler veya karigimlar tercih edilir. Soxhlet cihazi
es zamanli olarak ekstraksiyon imkani verir. Cihazla ilgili karsilagilan problemler
genellikle cihaz borularinin temizligi ile alakali olmaktadir (Kellner, 2004,

Biytiktuncel, 2012).

Sekil 1.1. Soxhlet 6zitor cihazi (Buyiktuncel, 2012)

Baswngli Stvi Ekstraksiyonu

Kati ya da yart katt maddeleri, yiksek basing altinda su veya disik miktardaki
organik ¢oziiciilerle 6ziite etme yontemidir. Bu yontem basing sayesinde ¢oziciilerin
yiksek sicaklikta sivi olarak kalmasini saglayacak sekilde islem yapmay1
amaglayarak gelistirilmigtir. Coziiculert yuksek sicakliklara ¢ikararak maddenin
icindeki yapinin daha hizli ¢oziinmesi saglanirken maddelerin sicakligin etkisiyle
kimyasal baglarinin kirilarak ekstraksiyon verimi artirilir. Ancak yuksek sicaklik her
zaman verim artirict Ozellikte olmayabilir bazt maddelerin yapisinin bozulmasina

neden olur. Yitksek maliyet gerektiren bir tekniktir (Buytiktuncel, 2012).
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Mikrodalga-Destekli Solvent Ekstraksiyonu

Bu teknikte, iyonlarin iletimi ve dipol rotasyonu ile mikrodalganin molekiil iizerine
etkisi temel alinarak 1sitma yapilir ve bu islem teknigin temel prensibidir. Yuksek
frekansh elektromanyetik dalga olma 6zelligi gosteren mikrodalgalar, ¢oziictleri ve
dolayisiyla oOrnekleri 1sitir. Bu teknikte ¢ozicinin mikrodalga 1sinimini
absorblamasi, maddeyi c¢ozebilmesi gibi ozellikler yonunden degerlendirilerek,
uygun ¢oziicii se¢iminin yapilmast 6nemlidir. Islem sonrasi temizleme basamag
gerekir bunun nedeni 6rnegin ic¢indeki tim maddelerin Oziite olmasidir. Diigiik
miktarda solvent kullanabilme imkani veren, zaman agisindan avantajli (hizli) bir

tekniktir (Buyiiktuncel, 2012).
Ses Dalgalari-Destekli Sivi Ekstraksiyonu

Bu teknikte, 20 kHz uistiindeki frekanslarla 6rneklere akustik titresimler uygulanmasi
yontemin temelidir. Titresimler sayesinde sivida bosluklar (ufak kabarciklar) olugur.
Bu kabarciklar katt maddelerin sarsilarak partikiillerinin kopmasini saglar. Kat1 ve
sivi ekstraksiyonu i¢in kullanilir. Ultrasonik ekstraksiyon olarak da tanimlanan bu

teknik filtrasyon gerektirir. Zaman agisindan hizli bir tekniktir (Biyiiktuncel, 2012).
Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Superkritik akigkan, maddenin gaz veya sivi hallerinin ara formunu temsil eder ve
maddenin gaz ve sivi ozelliklerini bir arada bulundurur. Akiskan surekli olarak
ornegin i¢inden gegcirilerek verimli bir ekstraksiyon saglanir. Karbondioksit genelde
superkritik akigkan olarak kullanilir. Yiiksek maliyet gerektiren bir tekniktir. Zaman

acisindan avantajl bir tekniktir (Buytiktuncel, 2012).

Antibivotik duvarlilik testleri

Kagit Disk Agar Difiizyon Yontemi — Disk Difiizyon Metodu

Kagit disk agar diflizyon yonteminde, kullanilacak olan test mikroorganizmalari,
yontemi uygulamadan once sivi kiltire alinmalidir (Temiz, 2008). Segici olmayan

katt bir besi yerine ekimi yapilan bakteriler 14-16 saatlik inkiibasyon sonucu %85’1ik
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serum fizyolojik ¢ozeltisine alinarak bakteri siispansiyonu hazirlanir. Bakterinin
kolay veya zor iremesine gore MHA veya MH-F besi yerleri kullanilir (Gtir, 2016).
Dokme plak yontemi ya da ylzeye yayma yontemi tercih edilmelidir. Yiizeye yayma
yonteminde steril agar bulunan bir besi yerine 6nceden hazirlanan sivi kiiltiirden iki
yontemle yayma yapilabilir. Steril olan bir pipetle agar tizerine 0,1 ml 6rnek koyulur
ve drigalski 6zesi yardimiyla agar tizerine yayilabilir ya da steril ekiivyon gubuk sivi
kiiltire batirilir ve agar tizerine yayilir. Ekim yapilan besi yeri oda sicakliginda 5-10
dk. beklemeye birakilir. Calismada kullanilacak steril kagit diskler antimikrobiyal
madde igeren ¢ozelti igine batirtlip bir siire maddeyi emmesi beklenir. Daha sonra
diskler ¢ozeltiden ¢ikarlir ve disklerden ¢ozeltinin fazlasi alinir. Bir pens yardimiyla
diskler, mikroorganizma ekimi yapilan besi yeri uzerine yerlestirilir. Yerlestirilen
disklerin tzerine hafifce bastirilir ve agar ile disk arasi tam temas saglanmig olur.
Kontrol diskleri de besi yerine yerlestirilir. Diskler arasi mesafenin uygunluguna
dikkat edilmelidir. Mikroorganizmalarin inkiibasyon kosullari dikkate alinarak petri
kutusu etiive kaldirilir. Inkiibasyon siiresi sonunda petri kutusunda olusan inhibisyon
zonlar1 incelenir. Inhibisyon zonu olusan bolgede hicbir koloni olmamalidir. Zon
icinde koloni gorilmesi inkiibasyon siiresiyle de alakali olabilir. Bu yizden 24 saat
ve 48 saat inktubasyon streleri sonunda ayri ayr1 degerlendirme yapilmalidir. Zon
capryla ¢ozelti arasinda dogrusal bir iligki olmayabilir. Cozeltinin agar lizerinde
yayilmast da etkendir (Temiz, 2008). Pseudomonas sp. Staphylococcus sp. ve
Enterococcus sp. 35+1 °C’de 16-20 saat inkiibe edilir. Inkiibasyon sonucu olusan
zon ¢aplan olguldikten sonra elde edilen veriler, EUCAST disk difiizyon sinir deger
tablolanyla karsilastirilarak bakteri, 6zgiil bir antibiyotik i¢in duyarli, direngli veya

orta duyarli olmak tzere kategorilere ayirilarak degerlendirilir (Giuir, 2016).

Minimum Inhibitor Konsantrasyon (MIK) Saptama Yontemleri: Sivi Diliisyon ve

Agar Diliisyon

Mikroorganizmanin tremesini gozle gortlebilen sekilde engelleyen en kiigiik
konsantrasyona ‘minimum inhibitér konsantrasyon’ denir. MIK testi tedavi igin
kantitatif sonu¢ almak, rutin testlerle test edilemeyecek mikroorganizmalar test

etmek ve yeni ilaglan kiyaslamak amaci ile uygulamir. Diliisyon yontemleri
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antibiyotiklerin MIK ve duyarliliklarini belirlemek i¢in kullamlir. Diltisyon testleri,
farkli konsantrasyonlarla seri sulandirimlar geklinde agar plakta veya buyyonda (sivi)

gerceklestirilir (Gir, 2016).

Sivt diliisyon yoénteminde oncelikle inokiiliim hazirlanir. Inokiiliim, taze kiltiirden
tek diigen bakteri kolonilerinin alinarak buyyon veya serum fizyolojik ¢ozeltisi i¢ine
homojen dagitilmasiyla hazirlanir. Bakteri yogunlugu McFarland bulanikligina gore
ayarlanir. Eger inokilim hazirlamak i¢in taze kultir yoksa ya da koloniler dogrudan
sispanse edilemeyecek ise buyyon kiltir yontemi uygulanir. Kiltir plagindaki
kolonilerden alinir ve ‘Triptik soy buyyon’ (4-5 ml kadar) bulunan tip i¢ine ekilir.
Tipler McFarland standardina ulagincaya kadar 2-6 saat inkiibasyona birakilir. Steril
serum fizyolojik ¢ozeltisi ya da sivi besi yeri eklenerek kultir istenilen McFarland
bulanikligina gore ayarlanir. Dilisyon yonteminde MH-sivi besi yeri kullanilir.
Kullanilmak istenilen antibiyotiklerin buyyonda yada steril suda ¢ift katlar seklinde
sulandirimlan yapilir. Makrodiliisyon igleminde cam tiipler, mikrodiliisyon igleminde
ise 96 kuyucuklu mikroplaklar kullanilir. Tuplerin ve plaklarin inkiibasyonu etiivde
saglanir. Sonuglar Gremenin varligina ya da yokluguna bakilarak belirlenir (Gtir,

2016).

Agar Dilisyon Yonteminde farkli antibiyotik konsantrasyonlart (seri sulandirimlar
seklinde) besi yerine karistirilirilarak besi yeri ile birlikte hazirlanir. MHA kullanilan
bu yontemde besi yeri plaklara dokilerek katilasmasi beklenir. Inokiliimler
hazirlanir ve McFarland bulamikligr ayarlamir. Replikatorler araciligiyla 32 ila 36
inokillum plaklara aktarilir. Plaklar inkiibasyona birakilir (35+2 °C’ta 16-20 saat).
Uremenin olmadigt en diisiik konsantrasyona sahip antibiyotik degeri MIK degeri

olarak kaydedilir (Gir, 2016).

Molekiiler Isaretleyiciler (Molekiiler Markorler)

Markor, bir DNA parcast ya da bir gen bolgesidir. Molekiler markor teknikleri
polimorfik bolgelerin saptanmasini saglar. Molekiiler markorler, DNA’da meydana
gelen hatalardan (nokta mutasyonlari, insersiyon, delesyon ve replikasyon hatalart)

olusur ve notraldirler.  DNA’nin  kodlanmayan bolgelerinden olusup  bitki
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gelisiminden ve cevresel etmenlerden etkilenmezler (Yorgancilar ve ark., 2015).
Bitkilerde genotip ve akrabalik iliskilerinin belirlenmesi, istenilen o6zellikteki
bitkilerden olusturulan melez bireylerin tanisi, belirte¢ yardimiyla seleksiyonla
istenilen ozellikte birey olusturma, genoma 6zgii-spesifik bolgelerdeki belirteglerin
belirlenmesi, tohum 1slahiyla herbisit ve hastalik direnci olusturulmast, iiriin ve yag
miktar artigint saglama, besin degerini artirma, strese dayanikliligi artirma, biiytime
oranini artirma gibi 6zellikler kazandirmak amaciyla molekiler markorler bitki 1slah

caligmalarinda sik¢a kullanilmaktadir (Kanlitepe ve ark., 2010).

Molekiiler markorlar genetik markerlarin DNA tabanli tipine 6rnektir (Yorgancilar
ve ark., 2015). Analiz metotlarina gore (Filiz ve Kog, 2011) temeli hibridizasyon
teknigine dayanan ilk markor sistemi RFLP 'dir (Yorgancilar ve ark., 2015).  AFLP,
SSR (tekrar dizileri, mikrosatellit), RAPD ve ISSR PCR temeline dayanan molekiiler
markorlerdir (sekil 2.2) (Yorgancilar ve ark., 2015). Bunun diginda molekiler
markorler gen aksiyonuna bagli olarak kodominant ve dominant markorler olarak

ayrilir (Filiz ve Kog, 2011).
ISSR

Iki mikrosatellit arasinda kalan bolgelerin ikili, tiglii, dortlii ve besli tekrarlanan
niikleotitlere sahip primerlerle gogaltilmasi, teknigin temelini olusturur. PCR ile
uretilen uUrtnler etidyum bromir ile boyanarak agaroz jelde goriintilenir. Primer
tasarimi i¢in dizi bilgisi gerektirmez. Genetik haritalama, taksonomi ve genetik
benzerlik gibi ¢aligmalarda kullanilan bir yontemdir (Filiz ve Kog, 2011; Yorgancilar
ve ark., 2015). ISSR markorleri dominant markérlerdir ancak kodominant markor
olarak homozigotluk ve heterezigotlugu anlamak i¢in de kullanilabilir. Teknik kolay
uygulanmast ve hizli olmasi nedeniyle olduk¢a avantajlidir. (Yorgancilar ve ark,,
2015). ISSR teknigi genetik gesitlilik ¢aligmalarinda tekrarlanabiliriligi yiksek ve
ekonomik ag¢idan uygun olmasi nedeniyle diger markorlere gore daha iyi bir

belirtectir (Ng ve Tan,2015).



Molekiler markorler

RAPD (RandomAmpHfied
Polymorphic DNA

SSR(Simple Sequence

_ r Repeat
Polimeraz Zincir

Reaksiyonuna (PCR)

Davali Markorler) AFLP (Amplified
Fragment Lengtli
Polymorphism)

ISSR (Inter Siinple
Sequence Repeat

Sekil 2.2. Kullanilan teknige gore molekuler markdrler
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2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Benli ve Yigit (2005) caligmalarinda 7. vulgaris bitkisinin antimikrobiyal etkisini
arastirdilar. Sekiz farkli ¢oziici: Metanol, aseton, etil asetat, dimetilsiilfoksit
(DMSO), kloroform, etanol, distile su ve %5’lik tween karigimi ve distile su ile
hazirlanan 6zitleri kullandilar. Ekstratlart elde etmek i¢in toz haldeki bitkiden ikiger
g tarttilar, ayrt erlenler i¢inde 20 ml ¢ozlcu igine alarak 12 saat oda sicakliginda
beklettiler. Disk difiizyon yontemi ve damlatma yontemi olmak tizere iki ayri metot
kullandilar. Bu 6ziitleri on dort mikroorganizma uzerinde denediler. F. faecalis
ATCC 29212, E. gallinarum CDC-NJ-4, E. coli ATCC 25922, Bacillus subtilis
bakteri suslari (Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bakteriyoloji
Laboratuvar kultir koleksiyonundan), Saccharomyces cerevisiae, Shigella, Candida
albicans 845981, E. coli, C. crusei ATCC 6258, Streptococcus pyogenes ATCC
19615, S. aureus ATCC 29213, Listeria monocytogenes ATCC 7644, P. aeruginosa
ATCC 27853 C. albicans 90028 suslart tizerinde denediler. Sekiz farkli ¢ozgen ile
hazirladiklar1 6zutlerin i¢ine diskleri atarak otoklavda 15 dk. 121 °C’ta sterilligini
sagladiktan sonra petri kutusuna, dort farklt 6zit emdirilen disklerden yerlestirdiler
ve 37 °C’ta bir gin inkibe ettiler ve sonu¢ olarak ozitlerin on dort
mikroorganizmadan sadece B. subfilis uizerinde etkili oldugunu saptadilar. Disk

difizyon ve damlatma metodunda birbirine paralel sonuglar elde ettiler.

Kirsat ve ark. (2009) Origanum acutidens (Hand.-Mazz.) Achillea teretifolia Wild.,
Stachys lavandifolia Vahl, var. lavandifolia, Nepataitalica L., Mentha spicata L.
subsp. spicata’nin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek i¢in ¢alistilar. Metanol ile
hazirladiklart bitki ozitlerini C. albicans FMC 17, C. globrata ATCC 66032, P.
aeruginosa DMS 50071 SCOTTA, S. aureus COWAN 1, Klebsiella pneumoniae
FMC 5, B. megaterium DSM 32, Epidermophyton sp. ve Trichophyton sp.’ye karsi
disk difizyon metodu ile incelediler. Bitki ozitlerinin mikroorganizmalarin
geligmelerini farkli oranlarda engelledigi ve bazt mikroorganizmalar tizerinde ise etki

etmedigi sonucuna vardilar.

Nalbanttagt ve Golcii (2009) aragtirmalarinda Kahramanmarag yoresine ait iki farkli

kekik tirtiniin aralarinda bulundugu 18 farkli bitkinin antimikrobiyal etkinligini
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incelediler. Thymus serpyllum L., Origanum bargylii L., Salvia officinalis L.,
Hypericum perforatum L., Citrus limonum L., Juglans regia L., Sideritis syriaca L.,
Laurus nobilis laure L., Ocimum basilicum L., Linum usitatissium L., Lavandula L.,
Viyola odorata L., Myrtus communis L., Allium sativum L., Mentha piperita L.,
Anthemis nobilis L., A. cepa L., Rhus coriaria L. turlerini kullandilar. Bitkilerden
kuru olarak 5 g bitki 6érnegini 100 ml saf su ile ¢ozdurdiler ve oda sicakliginda 30
dk., 60 dk., 90 dk. ve 120 dk. bekleme siirelerinde beklettiler ve ¢ozeltinin sivisindan
1 ml alip etiivde suyunu ugurarak bu sicakliklarda su ortamina verdigi madde
miktarlarint belirlediler. Ayni islemleri 25 °C’ta etanol, 80 °C’ta etanol ve 100 °C’ta
su, ¢ozicu ortamlarinda ve sicakliklarinda tger kez tekrarladilar. Mikroorganizma
olarak F. gallinarum CDC-NJ-4, B. subtilis, E. coli ATCC 25922, E. faecalis ATCC
29212, S. cerevisiae, C. crusei ATCC 6258, C. albicans 84598, E. coli suslarini
kullandilar. Antimikrobiyal etkiyi belirlemek i¢in disk diftizyon yontemini
kulandilar. E. coli tizerinde tim ozitlerin etkili oldugu ve disk difiizyon metodunda
en fazla inhibisyon zonu veren oOziitlerin H. perforatum o6ziti (19 mm), A. sativium
ozuti (15 mm), Origanum bargylii 6zuti (13 mm) ve A. cepa 6ziti (10 mm) oldugu

sonucuna ulagtilar.

Zengin ve Kirbag (2006) Elazig halkinin tibbi amaglarla kullandiklan bitkilerin
antimikrobiyal 6zelliklerini tespit etmek amaciyla ¢aligma yaptilar. Caligmalarinda
Thymus kotschyanus Boiss & Hohen var. glabrescens Boiss., Bunium paucifolium
DC. var. paucifolium, Linum nodiflorum L., Centauria kurdica Reichart., Echium
italicum L., Rheum ribes L. Taraxacum revertens G. Hagl., Salvia verticillata L.
subsp. amasiaca (Frey & Barnma) Barnm, Verbascum varians Freyn & Sind.
Ranunculus constantinopolitanus (DC), bitkilerinden 20 g (toz halde) tartarak 150 ml
kloroform ile rutin yontemlerle, 6zitler elde ettiler. Kuruyana kadar ¢oziictsini
ucurduklart 6zitleri sonrasinda DMSO’da ¢ozdirdiler. Arastirmada B. megaterium
DSM 32, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa DSM 50071, B. subtilis IMG 22, K.
pneumonia FMC 5, L. monocytogenes SCOTTA, Proteus vulgaris FMC 1, S. aureus
COWAN 1 bakteri tirleri ile C. albicans FMC 17 maya turini kullandilar. Disk
difizyon yontemini kullanarak o6zitlerin antibakteriyel etkinliklerini saptamaya

caligtilar. Bitki 6zitlerinin kullanilan bakteri ve maya tiirleri tizerinde farkli oranlarda
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antimikrobiyal etkiye sahip olduklarimi gordiler. Ayrica 7. kotschyanus var.
glabrescens oziti B. subtilis digindaki mikroorganizmalarin gelismeleri farkl
oranlarda etkiledigini (12-20 mm aras1) belirttiler. Bu bitki 6zitint en fazla K.

pneumonia’ya karst etkili buldular.

Okmen ve ark. (2017) baharat olarak kullamlan bitkilerin antimikrobiyal ve
antioksidan etkisini arastirdilar. Calismada 4 adet baharat kullandilar. Bunlar
Origanum majorana, Thymus serpyllum, Coriandrum sativum, Crocus sativus’dur.
Bitkilerden metanol ve etanol ile soxhlet aparatini kullanarak oziit elde ettiler.
Oziitleri clevenger aparatina alarak ugucu yaglarim elde ettiler. Mikroorganizmalar
Salmonella typhimurium RSKK 19, E. coli ATCC 11229 ve L. monocytogenes
ATCC 7644 ve C. albicans RSKK 02029’dur. Disk difiizyon metodunu ve MIK
yontemini kullandilar. Calisma sonuglar arasinda kekik tiruyle ilgili 7. serpyllum
baharatlarinin metanol ve etanol ozitleri C. albicans RSKK 02029’a karst
antibakteriyel etki gosterirken, O. majorana *nin (7 mm) L. monocytogenes ATCC

7644’e kars1 antibakteriyal aktivite gosterdigi sonucuna vardilar.

Ertirk ve ark. (2010) kekik ve nane ugucu yaglarinin, klinik olarak 6nemli olan
bakteriler ve mayalar izerindeki antimikrobiyal etkilerini kargilastirmali olarak
aragtirmay1 amagladilar. 12 Gram + bakteri, 8 Gram - bakteri, 1 mikobakteri ve 7
maya susuyla calistilar. Kekik ve nane ugucu yaglarini ticari olarak temin ettiler.
Antimikrobiyal etkiyi saptamak i¢in disk difiizyon yontemini kullandilar. Tim
deneyleri iki kez tekrarladilar. Sonuglara gore ticari kekik ve nane ugucu yaglarinin
birgok mikroorganizmaya karst antimikrobiyal etkilerinin oldugunu gordiler.
Ozellikle kekik ugucu yagimin P. aeruginosa disindaki test edilen diger
mikroorganizmalarin tamaminda giglii antimikrobiyal etki gosterdigini soylediler.

Bu yaglara kars1 Candida turlerini en hassas mikroorganizmalar olarak belirlediler.

Cantag (2014) “K.K.T.C.’de Dogal Olarak Yetisen Thymus ve Origanum Cinslerinin
Ugucu Yaglarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri’’ adli yiksek lisans tez ¢aligmasinda
Thymus capitatus, Origanum syriacum ve Origanum majorana tirlerinin clevenger
aparati ile 100 g 6rnek + 11 distile su ile (3 saat boyunca) hidrodistilasyon yontemini

kullanarak ugucu yaglarini elde etti. Stenotrophomonas maltophilia ATCC 17666, S.
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aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, B. cereus ATCC 10876, P. aeruginosa
ATCC 27853 bakterileri ve maya formunda C. albicans ATCC 90028
mikroorganizmalart Uzerinde, elde edilen ugucu yaglari denedi. Disk difiizyon
metodu ve mikrodilisyon yontemini kullanarak antimikrobiyal aktiviteyi belirledi.
Bakterilerin en digik ve en yuksek inhibisyon zonlart ve minimum inhibisyon
konsantrasyonu degerlerinin sirastyla 6,33-81,66 mm ile 0,03-0,0009 ul/ml arasinda
degistigini gordi. Farkli lokalitelerden toplanan bitki érneklerine ait ugucu yaglarin,
test edilen mikroorganizmalar tzerinde olusturduklari antimikrobiyal etkilerinde
farkliliklar gordi. Calisma sonuglarina gére ugucu yaglarin P. aeruginosa’ya kargi en
az, C. albicans’a karst en fazla etkili oldugunu gozlemledi. Bitki ugucu yaglari
arasinda en fazla antimikrobiyal aktiviteyi 7. capitatus ve Origanum syriacum’da, en

az antimikrobiyal aktiviteyi ise O. majorana’da gordi.

Celik (2019) “‘Vankomisin Direngli Enterokoklara (VRE) Karst Bazi Ugucu
Yaglarin Antibakteriyel Aktiviteleri’” isimli yiksek lisans tez caligmasinda kekik,
defne yapragi, igde, adagayi, tar¢in, biberiye, ¢orekotu, nane, maydanoz ve thlamur
bitkilerini kullandi. Bitkilerden 30 ml 6ziit elde etmek i¢in soxhlet cihazinda 10 g
bitki + 200 ml ¢oziicii ile 8 saat boyunca islemi sirdiirdii. Islemde etanolii ve hekzani
coziici olarak kullandi. Elde ettigi c¢ozicisi iginde olan ozitlerden rotary
evaporatorde ¢ozicilerin kaynama noktasina gore buharlastirarak kuru oziitler elde
etti. Ozitleri daha sonra DMSO’da cozdiirerek kullanima hazirladi. Ahi Evran
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvarindan L.
monocytogenes ATCC 19111, E. faecalis ATCC 29212, E. aerogenes ATCC 13048,
P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213, B. subtilis ATCC 23857, B.
cereus ATCC 14579, E. coli ATCC 25922, Shigella dysenteriae ATCC 11835, P.
mirabilis ATCC 29906, Aeromonas hydrophila ATCC 7966 suslarini temin ederken
Ahi  Evran Universitesi Egitim ve Arastirma Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvarindan VRE E. faecium, VRE1, VRE2, VRE3, E. faecalis VRE ATCC
51299 suglarini temin ederek calismasinda kullandi. Antimikrobiyal aktivitenin
belirlenmesi i¢in ¢alismasinda agar kuyu yontemini ve disk difiizyon yontemini
kullandi. llave olarak MIK belirledi. Kekik 6ziitiiniin 5 VRE’nin dordii iizerinde orta

dereceli antibakteriyel etki gosterdigini belirledi. GC-MS analizleri yapilan
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ekstraktlarin DMSQO’da ¢ozdurilerek seyreltilmesiyle, bilesenleri baskiladig ve daha

az bilesen ortaya ¢ikmasina neden oldugu sonucuna vardi.

Milad (2018) “Kastamonu’da Kiltiire Edilen Bilyal1 Kekik (Origanum onites L.) ve
Tibbi Adagayr’min (Salvia officinalis L.) Antimikrobiyal Aktivitesinin Incelenmesi’’
isimli yuksek lisans tez ¢alismasinda O. onites L. ve Salvia officinalis L. bitkilerinin
antimikrobiyal aktivitesini, Gram + (B. subtilis, E. faecium, E. faecalis, E. durans, L.
monocytogenes, L. innocua, K. pneumoniae, S. aureus ve S. epidermidis) ve Gram -
(F. aerogenes, E. coli, S. enteritidis, S. infantis, S. kentucky, S. typhimurium, Serratia
marcescens, P. aeruginosa ve P. fluorescens) patojen bakteri suglari ile bir adet
patojen mantar (C. albicans) susuna karsi clevenger cihazi kullanarak su buhari
distilasyonu yontemiyle ugucu yag elde etti ve MIK testi ile antimikrobiyal
aktivitelerini belirledi. Calismanin sonuglarina gore bilyali kekik ugucu yaginin en
diustik miktart olan 0,195 pl/ml dozu uygulanan tiim mikroorganizmalar tzerinde
durdurucu etki gosterdigini ortaya ¢ikardi. Bilyali kekik uc¢ucu yaginin 0,195
ul/mI’nin hem bakterisidal hem fungusidal etkili oldugunu séyledi. Ayrica ¢aligmada

ucucu yaglarin fitokimyasal igerigini GC-MS analizi ile belirledi.

Kog¢ (2012) “‘Bazi Bitki Ekstrelerinin Antimikrobiyal, Antioksidan ve Sitotoksik
Etkileriyle, Kanserli Dokularda Adenozin Deaminaz Enzimi Uzerine Etkisi>> isimli
doktora tez ¢aligmasinda kekik tirtintinde arasinda bulundugu farkli bitkilerle ¢alisti.
Bu bitkiler: L. albus, P. kurdica, C. sativum, T. spicata var. spicata ve H.
calycinum 'dur. Antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik aktiviteleri belirlemek
amaciyla bitkilerden etanol ve metanol ozitleri elde etti. 50 g bitki + 500 ml
¢oziicliyli oda sicakliginda ve karanlikta 7 giin bekletti. Oziitleri Wattman NO:1 filtre
kagidindan siizerek evaporatorde 50 °C’de kuruttu. Oziitleri kullanacag zaman bes
farkli konsantrasyon olacak sekilde dimetilsiilfoksit (DMSQO) igerisinde ¢ozdiirdi.
Sterilizasyon i¢in milipor filtreden gegirdi. Oziitlerin antimikrobiyal aktivitelerini
belirlemek i¢in B. subtilis ATCC 29213, B. cereus NRLL B-3008, S. aureus ATCC
6538, E. coli ATCC 35218, E. coli ATCC 25922, E. facealis ATCC 29212, P.
vulgaris NRRL B-123 ve P. aureginosa ATCC 27853 adli patojen standart bakteri
suglan ile C. albicans ATCC 10231 ve C. tropicalis ATCC 13803 adli mayalar
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kullandi. 50, 100, 150, 200 ve 250 mg/ml’lik 7. spicata var. spicata bitkisinin etanol
ve metanol 6zitlerini hazirladi. Farkli konsantrasyonlarin her bir mikroorganizmaya

kars1 farkl etkiler gosterdigi sonucuna ulagti.

Altundag (2007) “Labiatae Familyasina Ait Bazi Endemik Tiirlerin Onemli Bitki
Patojeni Bakteriler Uzerine Antimikrobiyal Etkisinin Arastirilmast” isimli yiiksek
lisans tez ¢alismasinda Labiatae familyasinin endemik tiirleri arasinda olan Sideritis
erytrantha Boiss. & Heldr. apud Bentham subsp. erytrantha, Origanum minutiflorum
O. Schwarz & P. H. Davis, Salvia tchihatcheffii (Fisch. & Mey.) Boiss., Satureja
wiedemanniana (Lalem.) Velen. ve Thymus sipyleus Boiss. subsp. sipyleus
bitkilerinin ugucu yaglarinin antimikrobiyal etkisini bitki patojeni yirmi bakteriye
karst denedi. Yontem olarak ugucu yag elde etmede hidrodistilasyon yolunu,
antimikrobiyal aktivite belirlemede kuyu agar yontemini kullandi. Denemelerini in
vitro kosullarda besi ortami kullanarak yapti. Ugucu yaglarin olusturduklar
inhibisyon zon caplart 0-54 mm arasinda degisti. Ugucu yaglarin MIK degerlerini en
dustk 125 pg/ml, en yuksek ise >500 pg/ml buldu. O. minutiflorum bitkisi ugucu
yaginin bitki patojeni bakteriler tizerinde en 1yi antibakteriyel etkinlige sahip oldugu

sonucuna ulagtt.

Celen (20006) ¢alismasinda 7. cilicicus, T. Canoviridis (tuylu ve tiysiuz), 7. comptus
ve 1. revolutus turlerinin toprak usti kistmlarindan hidrodistilasyonla elde ettigi
ucucu yaglarin, L. aerogenes NRRL 3567, E. coli ATCC 25292, P. vulgaris NRRL
123, L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC 6538, P. aeruginosa ATCC
27853, Serratia marcescens, C. albicans, Alternaria brassicola, Aspergillus niger,
A. flavus, Penicillium expansum’a karst antibakteriyel ve antifungal aktivite
etkinliklerini belirledi. Bu ugucu yaglarin kimyasal bilesenlerini GC ve GC/MS ile
belirledi. Antimikrobiyal aktivite i¢in agar disk diftizyon ve broth diliisyon yontemini
kullandi. Biuitiin ugucu yaglarin test bakterileri ve C. albicans lizerinde Uremeyi
durdurucu etkisinin oldugunu ancak mikrofunguslara karst zayif antifungal etki

gosterdigini belirledi.
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Althunibat ve ark. (2016) c¢alismalarinda 7. capitatus 'un bilesenlerinden timol ve
karvakroliin antibakteriyel aktivitesini degerlendirdiler. Kurutulmus yapraklardan
soxhlet aparatiyla 15 g bitkiden etanol kullanarak 24 saat oziite ettiler. Timol ve
karvakrol maddelerini normal faz kolon kromatografisi kullanarak izole ettiler.
Yaprak ekstresindeki timol ve karvakroliin antibakteriyel aktivitesini dort bakteri
susuna karsi test etmek igin agar disk difiizyonu ve MIK yontemini kullandilar.
Yaprak ozitinin test edilen tiim bakteri suslarina karst genis bir spektrumda
antibakteriyel aktivite gosterdigini buldular. P. aeruginosa’nin en duyarli bakteri
oldugu sonucuna vardilar. Saflastirilan bilesiklerin Oziitten nispeten daha giiglu
antibakteriyel aktivite sergiledigini soylediler. Timol fraksiyonu karvakrolden daha
glicli antibakteriyel aktivite gosterdigini ve timol fraksiyonunun 0,005-0,008 mg/ml
arasinda degisen MIK degerleri sergilerken, karvakrol fraksiyonunun 0,007-0,008

mg/ml arasinda degisen MIK degerleri sergiledigini belirttiler.

Joma (2018) “Thymbra spicata L. var. spicata (Zahter) Bitki Oziitlerinin DNA
Koruyucu Aktivitelerinin ve Stenotrophomonas maltophilia Uzerine Etkilerinin
Aragtirllmasi’ isimli yuksek lisans tez ¢alismasinda basingli solvent ekstraksiyon
yontemini kullanarak ¢ikardigr  ozitlerin S, maltophilia bakterisine karst
antimikrobiyal etkilerini ve DNA koruyucu potansiyelini ¢alisti. 10 g zahter tizerine
150 ml solvent ekleyerek oziit elde etti. Farkli solventlerle ayrt ayn oziitler elde etti.
Antimikrobiyal aktivite tespiti i¢in disk diflizyon yontemini kullandi. Zahter
ozutlerinin DNA’y1 UV ve oksidatif stres etkilerinden koruma potansiyellerini
belirlemek i¢in pBR322 plazmid DNA’s1 (vivantis) kullandi. Plazmid DNA’sina
H202 ve UV uygulayarak oziitlerin varliginda DNA’y1 hasara ugratti. %1,5’lik
agaroz jelde yuriterek jel gorintileme cihazinda gortintilledi. Aragtirma sonucunda
su ve metanol ozitlerinin bakteri tizerinde etkili oldugunu saptadi ve DNA koruyucu

aktivite yoniinden iyi sonuglar verdigini agikladu.

Althunibat ve ark. (2009) yaptiklart ¢alismada 7. capitatus L. bitkisinin yaprak ve
saplarindan ayr olarak su, etanol, hekzan ve diklorometan ¢oziiciilerini kullanarak ti¢
farkli yontemle ekstraksiyon yaptilar. Birinci yontem olarak bitki 6rneklerinin (15 g),
distile su ile 15 dakika 1sitilmasi ve sizilmesiyle (0,2- 0,45 pum por ¢aplt siringa

filtreden gegirdiler.) sulu ekstraksiyon, ikinci yontemde 15 g bitki 6rnegini etanol,
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diklorometan ve hekzan ¢oziicileriyle ayri olarak 24 saat soxhlette oziite ettiler ve
evaporatorde kuruttular, tiginct yontemde clevenger aparati kullanarak 3 saat buhar
damitma yoluyla ekstraksiyon yaptilar. Filtrasyondan sonra susuz sodyum sulfat
tizerinde kurutulan yag dolapta sakladilar. Test bakteri suslan olarak E. coli, F.
aerogenes ve S. aureus’u kullandilar. Antimikrobiyal aktiviteyi disk difiizyon
metodu kullanarak belirlediler. Sonu¢ olarak yaprak o6ziitinin saplarin 6zitiinden
daha gug¢li antimikrobiyal aktivite gosterdigini, etanol 6ziitiniin en yiiksek etkiye
sahip oldugunu, en hassas bakterinin P. aeruginosa oldugunu ve yapraklardan elde
edilen ugucu yag ozitiiniin, yapraklardan etanol 6zitiinden daha iyi sonug verdigini
yaptiklart ¢aligma sonucunda buldular. Tek yonli ANOVA ve post hoc ¢oklu

karsilastirma testleriyle (Schefte) gruplar arasindaki farklari incelediler.

Demirkol ve Ertirk (2019) yaptiklant calismada kekik bitkisinin aralarinda
bulundugu 50 adet baharat bitkisinden elde ettikleri oziitlerin antimikrobiyal
aktivitelerini test ettiler. Ayrica antioksidan aktivitelerini galistilar. Oziitleri elde
ederken oOrnekleri, etanol ¢oziiciisii ile oda sicakliginda 5 giin, sonrasinda ise +4
°C’ta beklettiler. Oziitleri 0,45 um capli membran filtreden siizerek steril ettiler.
Oziitlerin ¢oziicisiini buharlastirdilar. Oziitlerin antimikrobiyal etkinligini B. cereus,
L. monocytogenes, S. aureus, E. coli, S. typhimurium, P. vulgaris, P. aeruginosa, C.
albicans ve A. niger tirlerine kars1 disk diflizyon ve agar seyreltme metodu ile test
ettiler. Sonug olarak bu bitkilerin antimikrobiyal aktivite agisindan belirgin farklar
tagidigini ve Gram + bakterilerin Gram - bakterilerden daha toleransli oldugunu
belirttiler. S. typhimurium en hassas bakteri, B. cereus’un ise en direngli bakteri

oldugu sonucuna ulagtilar.

Ozcan ve ark. (2015) galismalarinda Origanum vulgare L. subsp. hirtum (Link) L. ve
Thymbra spicata L. var. spicata turlerinin antimikrobiyal etkilerini aragtirdilar. Test
mikroorganizmalar olarak A. hydrophila ATCC 7965, B. cereus FMC 19, B. subtilis,
E. coli DM, E. coli O157: H7 VT (N), K. pneumoniae FMC 5, Mycobacterium
smegmatis RUT, P. mirabilis BC 3624, S. aureus Cowan 1 ve Yersiniae
enterocolitica tirlerini kullandilar. Ekstraksiyon yontemi olarak soxhlet ve ultrasonik

su banyosu metotlarin1 kullandilar. 10 g bitki 6rnegini farkli ¢oziictlerin belirli
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oranlarinda olusturulan karigimlan ile 5 saat boyunca soxhlet ile ekstrakte ettiler.
Yine bitki 6rneklerini, farkli oranlarda farkli ¢oziiciilerden olusturduklar karisimlarla
ultrasonik su banyosunda 2 saat boyunca isleme tabi tuttular. Antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesi igin agar difiizyon yontemini kullandilar. Istanbul kekigi
ozutlerine karst en hassas bakteriler B. cereus FMC 19, B. subtilis ve M. smegmatis
RUT en direngli bakteri ise £. coli O157:H7°dir. Karabas kekik oziitlerine karst M.
smegmatis’i en hassas bakteri olarak, Y. enterocolitica’y1 en direngli bakteri olarak
gozlediler. Istanbul kekigi esktraktlarinin karabas kekigi oziitlerine oranla daha giiclii

etki gosterdigini belirttiler.

Tung ve ark. (2019) vyaptiklari c¢alismada farkli bitki tirlerinin  6zitlerinin
antimikrobiyal etkilerini arastirdllar. Muscari neglectum, Punica granatum,
Tussilago farfara, Taraxacum officinale, Wisteria sinensis, Syringa vulgaris,
Cyclamen coum, Chaenomeles speciosa, Ornithogalum umbellatum, Allium siculum,
Viburnum tinus ve Eryngium bithynicum tirlerinden ozitler elde ettiler. 10 g bitki
150 ml metanol ¢oziiciisi ile 8 saat ekstraksiyon yaptilar. Evaporatérde oziitlerin
¢oziicillerini ugurdular. Oziitlerin antimikrobiyal aktivite tayini igin disk difiizyon
metodunu kullandilar. 0,5 McFarland bakteri yogunlugunda, steril disklere (6 mm)
10 pl 6zut uyguladilar. MHAda bu diskleri denediler.

Tanhag (2019) “ Farkli Endemik Origanum Taksonlarinin SSR ve SRAP Markorleri
ile Genetik Cesitliliginin Belirlenmesi ve Bazi Gidalardaki Enzim Aktiviteleri
Uzerinde Etkilerinin Arastirilmast’” isimli yitksek lisans tez galismasinda Origanum
cinsine ait bitki tirlerinde molekiiler markorleri kullanarak bitkiler arasindaki genetik
cesitliligi belirledi. Origanum cinsi i¢in gelistirilmis olan SSR (simple sequence
repeat) ve SRAP (sequence-related amplified polymorphism) markoérlerini kullandi.
Isaret lokuslarinda ortalama polimorfik bilgi igerigi degerini (PIC) 0,2785, NJ
(Neighbor Joining) ile kiimeleme analizi minimum degerini 0,127 ve maksimum
degerini 0,882 olarak buldu. O. syriacum L. subsp. bevanii ve O. majorana L.’ nin
birbirine en uzak iki tir olarak bulurken, O. vulgare L. subsp. hirtum (Link.) (L.) ve

O. onites L. tirlerini birbirine en yakin tirler olarak tespit etti.
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Cetin (2018) calismasinda . majorana L. bitkisinin genetik karakterlerini
belirflemek amaciyla RAPD yontemini kullandi. Kiitahya Hekim Sinan Sifali Otlar
Aragtirma Merkezinden temin ettigi tohumlar in vifro kosullarda ¢imlendirdi. Mikro
cogaltim yoluyla ¢ogaltti. 14 haftalik bitkilerden elde ettigi genomik DNA’y1 10
bazlik 8 RAPD primeri ile analiz etti. 8 primerden 6’sinda bantlar gorildigini ifade
etti. RAPD analizlerinin sonucunda monomorfik bantlar elde etti ve mikro ¢ogaltim

yoluyla tiretilen bitkilerde polimorfizm saptanmadigini belirtti.

Kuyuk (2018) “‘Turkiye’de Yetisen Carthamus L. Cinsine Ait Turlerde Genetik
Cesitliligin Molekiiler Yontemlerle Karakterizasyonu’ isimli yiksek lisans tez
caligmasinda farkli lokasyonlardan toplanan Carthamus L. tirlerine ait 10
popiilasyonda toplam 100 bitki 6rneginde genetik ¢esitliligi 20 UBC ISSR primeri
kullanarak belirledi. Bu primerlerden 12’sinin skorlanabilir ve polimorfik sonuglar
verdigini ifade etti. ISSR isaretleyicilerin 287 lokus turettigini ve lokus diizeyinde ise
genetik  cesitliligin - H1=0,216 dizeyinde oldugunu tespit etti. Carthamus
popilasyonlar arasinda genetik ¢esitlilik oraninin yiiksek oldugunu belirtti. Cluster
analizleri i¢cin UPGMA yontemini kullandi ve popiilasyonlarin yabani turler ve kiltiir

formlarinin ayr ayri gruplandiklarini tespit etti.

Yasak (2017) ‘‘Baz1 Fasulye Genotipleri Arasindaki Genetik Cesitliligin SSR ve
ISSR Markirlaryla Belirlenmesi’” adli yitksek lisans tez ¢aligmasinda fasulye tirleri
arasindaki genetik iliskiyi arastirdi. 5 SSR primerinden 53 ve 8 ISSR primerinden 28
adet polimorfik bant elde etti. Polimorfik bant sayist ortalama SSR tekniginde 6,63,
ISSR tekniginde 5,6 olarak saptarken polimorfizm orani ortalamasinit SSR tekniginde
%95,00, ISSR tekniginde %81,20 oldugunu saptadi. ISSR tekniginde ortalama PIC
degeri 0,70, SSR tekniginde 0,86 olarak tespit etti.

Mancak (2013) ‘‘Altinbag Grubu Kavunlarin Diger Kavunlarla Akrabalik
Miskilerinin Morfolojik ve Molekiiler Yontemlerle Arastirilmasi’” adli doktora tezi
caligmasinda 83 kavun genotipinde akrabalik iliskisini belirflemeye ¢alisti. Morfolojik
ve molekiller karekterizasyon arastirmast yapti. Morfolojik agidan 70 ozellik
yoninden inceledi. 76 adet ISSR primeriyle 4 genotipte 6n tarama ¢aligmast yapti ve

sonu¢ veren 21 ISSR primeri secti. Kimeleme ve diger analizleri NTSYS
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(Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System, Version 2.0) adli paket

program ile yapti.

Najaphy ve ark. (2015) calismalarinda 7hymus spp. olan T. daenensis, T.
kotschyanus ve T. vulgaris turlerine ait 13 ekotipin molekiler karakterizasyonunu 20
ISSR primeri kullanarak yaptilar. Caligmalarinda tohumlardan in vitro kosullarda
bitkileri trettiler. 20 ISSR primerinin 334 fragment urettigini ve bunlardan 325’inin

polimorfik oldugu sonucuna ulastilar.

Jedrzejczyk (2018) calismasinda Origanum L. °nin farkli doért tord ile farkli Gg
alttirini temsil eden 10 bitki 6rneginin molekiiler karakterizasyonunu 33 ISSR

primeri ile ¢aligti. Bunlardan 17 ISSR primerinin sonug verdigini belirtti.

Rahimmalek ve ark. (2009) calismasinda Iran’da yetisen 7. daenensis’in farkli
bolgelerinden toplanan 17 popiilasyon i¢in 20 ISSR primeri kullanarak genetik
polimorfizmi belirlemeyi amagladilar. Sonug olarak 256 bant olustugunu ve bunlarin

228’inin polimorfik bantlar oldugunu belirttiler.

Bu tez ¢aligmasinda;

1. Turkiye’de yetisen farkli kekik tirlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi

2. Farkli ¢oziiciilerin (etanol, hekzan ve kloroform) antimikrobiyal etkin maddelerin
ozutlenmesinde etkileri arasinda farklilik var midir?

3. Elde edilen 6zutlerin ¢alismada kullanilan mikroorganizmalar tzerinde etkileri
arasinda farklilik var midir?

4. Elde edilen oziitlerin antimikrobiyal aktivitelerinin Gram + ve Gram - bakteriler
tizerinde etkileri arasinda farklilik var midir?

5. Antimikrobiyal aktivitelerde gozlenen farkliliklarda ¢oziiciiye, mikroorganizma
veya bitki tiriine gore anlamli varyasyon var midir?

6. ISSR analizleriyle elde edilen lokuslar ile oziitlenen Oziitlerin antimikrobiyal
aktiviteleri arasinda bir korelasyon var midir? Istatistiksel olarak énemli midir?

hedeflerinin gergeklestirilmesi planlandi.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitki tiirleri

Calismada kullanilan bitki turleri Diyarbakir’da bulunan T.C. Tarim ve Orman
Bakanligt Gap Uluslararast Tarimsal Arastirma ve Egitim Merkezi Mudurligin’de
caligan Ziraat Mithendisi Dr. Fethullah Tekin tarafindan temin edildi. Calismada
kullanllan 11 numarali 6rnek Dr. Fethullah Tekin’in Origanum onites L. ve
Origanum syriacum tirlerini ¢aprazlayarak gelistirdigi bir kekik ¢esit adayidir.
Caligsmada kullanilan bitki materyali ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de verildi. Metin

icerisinde bitki 6rneklerinin sadece tiir adlarinin kisaltmalart kullanilacaktir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan bitki materyalinin Latince ve Tirkge adlar ile
ornek kod numaralari (OK: Ornek kodlart)

OK  Latince tir adlar Tiirkge adlart
1. Thymbra spicata var. spicata L. Karabas kekik, zahter
2. Thymus vulgaris L. Adi Kekik
3. Thymus citriodorus (Schreb) Limon kekigi
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. Kilgik kekigi
5. Origanum syriacum L. Hababa
Origanum minutiflorum O. Schwarz &  Yayla kekigi, Sutciiler kekigi
> P H. Davis veya Toka kekigi
7. Origanum onites L. Bilyal1 kekik, Izmir kekigi
8. Origanum saccatum P H. Davis Tahtac1 kekigi
Origanum vulgare L. ssp. gracile (C. Kus zemulu
> Koch) Letswaart
Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link)  Istanbul kekigi, kara kekik
1o letswaart
11. Kekik Cesit aday1 (Tekin, 2017)

Thymbra spicata var. spicata L.: Mor veya pembe renkli ¢igekli ve kiicik cali
formundadir. 40 cm’ye kadar boylanabilir. Ulkemizde Orta ve Dogu Anadolu disinda
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kalan bolgelerde gorilir. Kayalik, kiregli topraklarda yetisir (Segmen ve ark., 2004;
Yildiz ve ark., 2010).

Thymus vulgaris L: Cigekleri pembe veya mor renktedir. 25-30 cm’ye kadar
boylanabilir ve kahverengi govdedir. Canakkale florasinda dogal olarak bulunur

(Anonim, 2020b).

Thymus citriodorus (Schreb): Genellikle c¢igekleri pembe renklidir. 20-40 cm
arasinda boylanabilir ancak kiltiire alindigt i¢in yetistigi bolgeye gore farkliliklar
gorulebilir (Katar ve ark., 2019). Yan ¢alimsi ve ¢ok yilliktir. Thymus pulegioides
ve Thymus vulgaris turlerinin melezi olan bir tirdiir. Giiney Avrupa’da dogal yayilig

gosterirken Akdeniz havzasinda kaltira yapilir (Katar ve ark., 2019).

Thymus cilicicus Boiss. & Bal.: Cok yillik kiigik calilardir. Yiksekligi 70-2000
arasindaki kayalik veya cakilli arazilerde yetisir. Ulkemizde Adana, Antalya, Hatay,

Igel, Mugla ve Karaman illerinde rastlanir (Anonim, 2019).

Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. Davis: Beyaz c¢iceklidir. Temmuz-
Agustos aylart arast ¢igeklenir. 35 cm’ye kadar boylanabilen c¢alimsi formdadir.
Yuksekligi 1500-1800 m olan kayalik ve kiregli yamaglar habitatlaridir. Guneybatt
Anadolu, nadiren de Dogu Akdeniz bolgesinde yayilis gosterir. Endemik bir tardiir
(Tas, 2010).

Origanum onites L.. Cigekleri beyaz renklidir. Mart-Agustos aylar arasi ¢i¢ceklenme
donemidir. 65 cm’ye kadar boylanabilir. Yuksekligi deniz seviyesinden 1400 m
kadar olan genellikle kiregli yerler, tasl tepeler ve kayalik yamaglar, bazen de kismi1
golgede yetisir. Bat1 ve Gliney Anadolu dahil olmak tizere Dogu Akdeniz’de yayilis
gosterir (Tag, 2010).

Origanum saccatum P H. Davis: Pembe ¢iceklidir. Temmuz—Agustos aylart arasinda
cigeklenir. 80 cm’ye kadar boylanabilen ¢alimst bir tirdir. Yetisme yiksekligi 1000
m’ye kadardir. Kalkerli kayalar ve yamaglar, bazen Pinus koruluklari habitatlaridir.
Giiney Anadolu’da nadiren de Dogu Akdeniz bolgesinde yayilis gosterir. Endemik
bir tirdiir (Tasg, 2010).
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Origanum syriacum L.: 90 cm’ye kadar boylanabilir. Mayis-Ekim aylari arasinda
ciceklenir. Yuksekligi 200-2700 m olan kalkerli kayalar ve yamaglarin kismen golge
yerlerinde yetisebilir. Guney Anadolu, Dogu Akdeniz bolgesinde yayilis gosterir
(Tas, 2010).

Origanum vulgare L. ssp. gracile (C. Koch) Letswaart: Dogu Anadolu bdlgesinde
yetisir (Tas, 2010). Mor, pembe veya beyaz ciceklidir. 10 cm’ye kadar boylanabilir.
Cok yilhk otsu formdadir. Mayis-Ekim aylari arasi giceklenme dénemidir. Kayalik
yamaclar ve kuru tepeler, kalkerli ve kalkersiz topraklar, kozalakli ya da karisik
koruluklar, makiliklerin kismi golgesi genellikle habitatlaridir. Yetisme yiiksekligi O-
2500 m arasinda degisir (Tas, 2010).

Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) Letswaart: Grek oregano ya da Yunan
kekigi olarak bilinir. Akdeniz bdlgesinde endemiktir hemen hemen diinyanin her
yerinde yetistirilmektedir ve en degerli kekik olarak kabul edilmektedir. Tirkiye’de
Bati ve Guney Anadolu bolgesinde yetisir (Tas, 2010).

3.1.2. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan bakteri suslarinin adlari Cizelge 3.2’de verildi. Metin icerisinde

mikroorganizmalarin sadece tir adlarinin kisaltmalari kullanilacaktir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

SN Mikroorganizmalar

1 Escherichia coli ATCC 25922

2. Enterococcusfacealis ATCC 29212

3 Pseudomonas aeruginosa ATCC 2753

4. Staphylococcus aureus ATCC 29213
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Escherichia, 2-6 gm uzunlugunda ve 1,1-1,5 gm genisliginde, kicuk kamgili, Gram

- fakdltatif veya anaerobik, cubuk seklindedir. Escherichia genellikle hcre
ylzeyinin her tarafinda kamcilari vardir, hareketlidir ve karbonhidratlardan
fermentasyonla gaz Uretir. Dogdada yaygin olarak bulunur. E. coli tiri temel
arastirmalarda ve biyoteknolojide model organizma olarak yaygin olarak kullanilan
bakteri turtdar. E. coli ayrica insan bagirsak sisteminin normal florasinin en yaygin
uyesidir (Leung ve Gallant, 2014). Baz turler patojeniktir ve gastroenterit, menenjit
ve yara enfeksiyonlarina neden olabilir. Bazi E. coli serotipleri, kanli ishal veya
hemolitik-tremik sendromla sonuglanan toksinler tretebilir. VVankomisine direngli E.
coli (VRE), hastane enfeksiyonun en yaygin nedenlerinden biridir ve tim
enfeksiyonlarin % 20'sini olusturur (Buckle, 2015).

E. faecalis fakultatif anaerofilik bakteridir. En iyi Greme sicakhgi 35 °C dir. Laktik
asit bakterileridir ve fermente urtinlerde bulunur. Gram + bakterilerdir (Diken, 2016).
E. faecalis, normalde bir bagirsak kommensali olmasina ragmen, idrar yolu
enfeksiyonlari, endokardit, bakteremi ve yara enfeksiyonlari dahil olmak Gzere
bircok ciddi insan enfeksiyonunun sik gorilen bir nedenidir. E. faecalis'in neden
oldugu hastaliklar arasinda en yaygin olani idrar yolu enfeksiyonlaridir ve her yil
yaklasik 110.000 vakadan sorumludur ve bunlarin ¢ogu hastane kaynakli
hastaliklardir. E. faecalis enfeksiyonlari, bircok Gram + enfeksiyon icin son care
olan vankomisin de dahil olmak Uzere bir¢ok antibiyotige sik diren¢ gdstermeleri

nedeniyle tedavisi 0zellikle zahmetli olabilir (Kau ve ark., 2005).

P. aeruginosa, Gammaproteobacteria'nin bir iyesi olan Pseudomonadaceae ailesine
bagh bir tirdir. Gram -, cubuk seklinde, sporsuz ve tek flagellumlu bir bakteridir.
Sedefli bir gorinime ve (zim veya tortillaya benzer bir kokuya sahiptir. P.
aeruginosa 25 ° C ile 37 ° C arasinda iyi blyir ve 42 ° C'ta buylyebilme yetenegi
onu diger bircok Pseudomonas turinden ayirmaya yardimci olur. P. aeruginosa,
cesitli cevresel kosullar altinda yasama yetenegine sahip bir mikroorganizmadir
(Weihui ve ark., 2015). Sadece bitkilerde ve hayvanlarda degil, ayni zamanda
insanlarda da hastaliga neden olur. P. aeruginosa, icin konak¢l organizmanin

savunmasindaki zayifliklardan yararlanarak bir enfeksiyona neden olabilir. Aslinda,
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P. aeruginosa, firsatgl bir insan patojenidir. Bakteri, zarar goérmemis dokulara
neredeyse hi¢ bulasmaz, ancak bagisiklik yetmezligi durumunda herhangi bir dokuyu
istila edebilir. P. aeruginosa, Ozellikle siddetli yanik, tuberkiloz, kanser ve AIDS
hastalarinda idrar yolu, solunum sistemi, dermis, yumusak doku, bakteremi, kemik

ve eklem, mide bagirsak ve kanda enfeksiyona neden olur (Min ve Xuefeng, 2015).

S. aureus, kok seklinde olan ve "tzim salkimi” benzeri olarak tanimlanan kiimeler
halinde dizenlenme egiliminde olan Gram + bakterilerdir (Gram boyama ile mor
renkte boyanir). Bu organizmalar aerobik veya anaerobik olarak (fakiltatif) ve 18 °C
ile 40 °C arasindaki sicakliklarda buyuyebilir. S. aureus, ¢ok cesitli klinik belirtilere
neden olan 6nemli bir bakteriyel insan patojenidir (Lowy 1998). Enfeksiyonlar hem
toplumdan edinilen hem de hastaneden edinilen ortamlarda yaygindir ve MRSA
(Metisiline Direngli S. aureus) gibi coklu ilaca direncli suslarin ortaya c¢ikmasi
nedeniyle tedavi yoOnetimi zor olmaya devam etmektedir (Centers for Disease
Control and Prevention, 2003; Boucher and Corey, 2008). S. aureus ¢evrede bulunur
ve ayni zamanda ¢ogu saghkh bireyin deri, mukoza zarlarinda (¢cogunlukla burun
bolgesi) ve normal insan florasinda da bulunur (Lowy, 1998). S. aureus normalde
saglikli ciltte enfeksiyona neden olmaz; ancak kan dolasimina veya i¢ dokulara
girmesine izin verilirse, bu bakteriler potansiyel olarak cesitli ciddi enfeksiyonlara
neden olabilir (Lowy, 1998). iletim tipik olarak dogrudan temastan yapilir (Taylor,
2020).

3.2.  YOntem

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar ve hangi amagclarla kullanildiklart EK 1°de

verildi.
3.2.1. DNA izolasyonu yapilisi

DNA izolasyonu Dog. Dr. Ozlem Ozbek tarafindan modifiye edilen Kidwell ve
Osborn (1992) protokoliine gore yapildi. DNA izolasyonu icin kuru bitki yapraklari
kullanildi. Orneklere ait kuru yapraklar havan yardimiyla toz haline gelinceye kadar
ogutilerek hazirlandi. Ogutiilen bitki tozlari esit miktarlarda 2 ml’lik Eppendorf

tlplerine numaralandirilarak konuldu. Diger taraftan ©énceden hazirlanan 65 °C
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sicakliginda DNA izolasyon ¢ozeltisi (A, B, C ¢ozeltilerinden olusan karigim EK 2)
ezilmis yaprak tozlarinin bulundugu Epenndorf tiiplerine 1 ml eklendi. Tiip dibinde
topaklanma olmamasi i¢in tiiplere vorteksleme islemi yapildiktan sonra tipler iki
tiplik arasinda sikica paketlenerek yan yatik sekilde calkalamali inktbatore
yerlestirildi ve 65 °C’ta, 70 rpm’de, 1 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra, tiplere 1000 ul kloroform izoamil alkol (24:1) eklenerek tamamlandiktan
sonra 15 dakika nazik¢e elde ters-yiiz edildi. Bu igslemden sonra 4 °C’ta 12000
rpm’de 15 dk. santrifijleme islemi yapildi. Santrifiij sonrast siipernatant steril temiz
tiplere konuldu. Tuplere 1000 pl kloroform izoamil alkol (24:1) eklendikten sonra
15 dk. elde ters-yiz edildi ve 4 °C’ta 12000 rpm’de 15 dk. santrifiijleme islemi
yapildi. Tekrar sipernatant i¢inde hacminin iki kati kadar -20 °C’ta bekletilen
%100’lik etil alkol ve 225 ul 1 M’lik NaCl ¢ozeltisi bulunan steril temiz tiiplere
alindi ve tiipler hafifge ters-yliz edildi. Tupler -20 °C’ta 30 dk. bekletildikten sonra,
4 °C’ta 12000 rpm’de 15 dk. santrifijjleme iglemi yapildi. Bu asamadan sonra
sipernatant atildi. Pelletlerin tGizerine -20 °C’ta bekletilen %70’lik etanolden 200 ul
eklendi ve -20 °C’ta 30 dk. bekletildi. Bu islemin ardindan 4 °C’ta 12000 rpm’de 3
dk. santrifijleme iglemi yapildi, stipernatant atildi ve alkol kalintilarinin uzaklagmast
icin oda sicakliginda, 5-10 dk. kurumasi i¢in bekletildi. Pelletlerin tzerine
buyiikliklerine gore 50-100 ul 1XTE ¢ozeltisi eklendi ve oda sicakliginda birakildi.

Tamamen ¢oziinen DNA’lar daha sonra kullanilmak tizere +4 °C’ta sakland.
3.2.2. Soxhlet cihaziyla 6ziitleme yontemi

Soxhlet yontemiyle 6ziit elde etmek igin 3’lii Soxhlet cihazi kullanildi. Ilk olarak
bitki 6rnekleri havanda ogutiildii. Ogiitillen bitki yapraklarindan her bir tiir icin {ig
farkli ¢oziicu ile dziutleme islemi i¢in 30’ar g tartildi ve filtre kdgitlarina konularak
ozitor borularina yerlestirildi (Resim 3.1). Analizlerde kullanilan hekzan, kloroform
ve etanol ¢ozicilerinin her birinden ayrt ayri 300 ml olguldi. Coziciler ayrn bir
sekilde balon jojelere konuldu. Soxhlet cihazi aparatlart yerlerine takildi ve cihazin
151 ayar ¢oziicillerin kaynama sicakligi dikkate alinarak ayarlandi. Oziitér borusuna

geri damitmayla biriken ¢oziiciiniin sifonlama yapip yapmadigr kontrol edilerek 20-
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30 dakikada bir sifonlama yapacak sekilde ayarlandi. Ekstraksiyon islemi 24 saat

stirede gerceklestirildi ve bu siirenin sonunda cihaz manuel olarak kapatildi.

Resim 3.1. Soxhlet 6zutor cihazi (3’10 Resim 3.2. Soxhlet o6zltleme islemi

balon) sonrasl ¢ozlclsu  belli bir seviyeye
gelene kadar uzaklastirilan ve balon
jojede kalan 6zut

Cikan ozutlerin ¢ozuculeri, 6zut yaklasik 30 ml kalana kadar yine Soxhlet cihazinda
en dusuk sicakhikta uzaklastirildi (Resim 3.2) ve balonda kalan 6zitler falkon
tlplerine alinip kullanilincaya kadar +4 °C’ta bekletildi. Ayni islem tim bitki tlrleri
ve ¢Ozuculer icin gercgeklestirildi. Falkon tuplerdeki 6zdtler 2000 rpm’de 1 dakika
santrif(ij edildi ve Ozltteki tortular dibe ¢okturildu. Santriflij sonrasi 6zutlerin temiz
ve sivi olan kismi siyah siselere alindi ve kalan ¢ozucu isitict yardimiyla tamamen
uzaklastirildi. Siselerin dibinde kalan tortular kullanilincaya kadar +4 °C’ta saklandi.
Antimikrobiyal analizler igin 6zt tortularini igeren siselerin igine hangi ¢6zlcl
(etanol, hekzan ve kloroform) ile 6zutlendi ise ayni ¢ozictden 5 ml ¢ozicu eklendi
ve homojen hale gelince steril kabin iginde steril olan 0,22 gm capindaki
mikrofiltreden suzildi. Bazi durumlarda 5 ml ¢6zliinme icin yeterli olmadiginda 5 ml
daha ekleme yapilarak, homojenligi saglamak ve kati partikilleri dibe ¢coktiirmek igin
2500 rpm’de 10 dk. santriftij edildi. Supernatant temiz tiiplere alindi ve 3000 rpm’de
15 dk. daha santrifij islemine tabi tutuldu. Sipernatant 0,22 gm capindaki
mikrofiltreden suzulebilir hale getirildi. Sterilligi saglanan 6rnekler kapakli cam
siselerde (steril) ve +4 °C’ta saklandi. Calismada 11 farkli kekik turd igin 3 farkli
¢ozicu (hekzan, kloroform, etanol) kullanilarak toplamda 33 adet 6zt elde edildi.
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3.2.3. Disk difiizyon testi yapilisi

Bauer-Kirby yontemini temel alarak EUCAST tarafindan gelistirilen standart disk
difizyon yontemi ve Turk Mikrobiyoloji Cemiyeti Dergisindeki anlatimi referans

alinarak uygulandi. Disk difiizyon islemi;

» Bakteri suispansiyonu hazirlanmasi,
» Bakterilerin MHAya ekimi,

> Oziitlerin disklere emdirilmesi,

» Disklerin plaklara yerlestirilmesi

» Etiive yerlestirme agsamalarindan olusur.

Calismanin her agsamasi sterilligi saglamak amaciyla alevin yaninda gergeklestirildi.
Bakteri ekim stispansiyonu hazirlanmasi i¢in laboratuvarda daha onceden hazirlanan
ve sterilize edilen fizyolojik tuz ¢ozeltisi (0,9 M NaCl-saf su karigimi) (EK 2) steril
cam tiplere = 5 ml kadar konuldu. Bir giin 6nceden hazirlanan kati besi yerinde
(nutrient agarda) (EK 3) bulunan bakteri kolonilerinden steril 6ze yardimiyla alind1.
Tip kenarinda alinan bakteri kolonileri ezildi ve kargimin homojen olmast igin
vortekslenerek stspansiyon hazirlandi. Yogunlugu, McFarland ayart 0,5 olacak
sekilde ayarlandi. Steril ekiivyon ile siispansiyona batirilip bakteri alindi ve daha
onceden hazirlanan MHA plagina (EK 3) homojen bir sekilde, yayma teknigiyle
ekildi. Disklere emdirilmesi planlanan oziitler igin steril standart bos antibiyotik
diskler kullanildi. Temiz ve bog steril bir plak lzerine steril standart bos diskler
yerlestirildi. Disklerin tzerine o6zitlerden 15, 20 ve 25 ul dozlart damlatildi ve
emdirildi (Resim 3.3). Disklerin kurumasi i¢in 5-10 dk. siireyle beklendi ve ekim
yapilan plaklara bitki tiirlerine ait kod numaralari, ¢éziicii adi, uygulanan doz miktar
ve bakteri isimleri yazildi. Yayma yontemi ile ekimler yapildiktan sonra, bir pens
yardimi ile diskler besi yerine numaralarina gore yerlestirildi (Resim 3.4). Disklere,

pens ile hafifce bastirilarak besi yere tutunmasi saglandi ve diigmeleri 6nlendi.
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Resim 3.3. Standart bos antibiyotik disklere 6zutlerin emdirilmesi

Resim 3.4. Ozt emdirilmis disklerin bakteri ekimi yapilan plaklarin Gzerine
yerlestirilmesi

Mikroorganizmalar Gzerinde 6zitlerin antimikrobiyal aktivitelerini gozlemlemek ve
cozuculerin de antimikrobiyal aktiviteye etkilerinin olup olmadigini anlamak igin
negatif kontrol olarak ayni petrilerde kontrol grubu kullanildi. Kontrol i¢in kullanilan
disklere sadece ayni dozda c¢ozucu emdirilip kuruduklarinda ayni petrilere
yerlestirildi. Bu islemden sonra inkiibasyon icin petriler 24 saat sireyle etlivde 37
°C’ta bekletildi. Olusan zonlar cetvel yardimiyla 6lgtlerek sonuclar kaydedildi. Zon
caplari olgilemeyecek kadar buyuk ya da birbirine kaynasmis olan zonlar
oOlgllmeyerek deneyler tekrar edildi. Optimizasyon ¢alismalarina gore zon gaplari
tahmin edilerek disk yerlestirme islemi buna gore yapildi. Tim uygulamalar iki

kopya halinde tekrarlandi.
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3.2.4. Polimeraz zincir reaksiyonlari (PZR) (Polymerase Chain Reaction, PCR)

hazirlanmasi

ISSR i¢in Wolfe ve ark. (1998) nin protokolii uygulandi. Molekiiler karakterizasyon
icin 6rnekler 30 UBC (University of British Columbia) ISSR (Inter Simple Sequence
Repeats) primeri ile tarand: ve skorlanabilir sonuglar treten 10 primer analizler i¢in

kullanildi. Bu primerlerin adlarn ve dizi bilgileri Cizelge 3.3te verildi.

Cizelge 3.3. Caligmada kullanilan UBC primerlerin adlar ve dizi bilgileri

SN PN PRIMER DIZiSI (5°—3’)
1 UBC 808  AGA GAG AGA GAG AGA GC
2 UBC 810  GAG AGA GAG AGA GAG AT
3 UBC 817 CAC ACA CAC ACA CAC AA
4 UBC 818 CAC ACA CAC ACA CAC AG
5 UBC-825 ACA CAC ACACACACAC
6 UBC 826  ACA CAC ACA CAC ACA CC
7 UBC 827  ACA CAC ACA CAC ACA CG
8 UBC829  TGT GTG TGT GTG TGT GC
9 UBC 853 TCT CTC TCT CTC TCT CRT
10  UBC-865 CCGCCG CCGCCGCCG CCG

Bir PCR reaksiyonu (20 pl) i¢cin PCR bilesenleri son hacimde; 10x 7aq DNA
polimeraz tampondan 1x, 25 mM MgClz’den (Fermantas) 3 mM, 10 mM dNTP’den
0,2 mM, 10 mM primer’den (UBC) 0,2 uM, Tagq DNA polimerazdan (500U/ ul) 0,15
U olacak sekilde ve dH2O ile hacim 19 ul’ye ulasana kadar eklendi. Her bir PCR
reaksiyonuna 1 pl DNA (10-50 nm) eklenerek reaksiyon hacimler 20 pl’ye
tamamlandi. PCR reaksiyonlart Thermo marka bir thermalcycler cihazla

gerceklestirildi.

PCR termal programi 94°C’ta 1,5 dk. 1 dongi baslangi¢ denatiirasyonu, 35 dongi
94°C’ta 1 dk. denatiirasyon, 55°C’ta 30 s primer baglanma (annealing) ve 72°C’ta 2

dk. sentez (extention) ve 1 dongl 72°C’ta 5dk. son uzama (final extention) olacak
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sekilde programlandi. Primer baglanma sicakligi farkli olan primerler i¢in programda

ayarlamalar yapild1.

Cogaltilan PCR urtnleri %1,3’1tk agaroz jelde (EK 2) DNA ladder (GeneDirex, 100
bp ile birlikte 80 V 60 mA akim uygulanan elektroforez cihazinda 1-1,30 saat arasi
DNA ladder bantlar1 tam olarak ag¢ilana kadar yurutildi. Elektroforez igsleminden
jellerin gortintiileri jel goriintilleme cihaziyla (GEN-BOX SDR Bio-Imaging System)
gorintilendi ve 1s1k kaynag olarak UV kullanilarak fotograflart ¢ekildi.
Degerlendirmeler Image Quant (Total Lab) yazilim programi ve fotograflar

tizerinden yapilarak skorlama islemi yapildi.
3.2.5. Verilerin istatistiksel analizi

Bu c¢aligmada 11 farkli kekik tiiriinden ti¢ farkli ¢oziict (etanol, hekzan ve kloroform)
ile antimikrobiyal madde igeren 6zut izolasyonu yapildi ve dort farklt bakteri
tizerinde disk difiizyon yontemiyle iki kopya seklinde uygulandi. Antimikrobiyal
maddenin inhibisyon zon ¢aplar cetvel ile 6l¢iildii ve ortalamalart alindi. Elde edilen
bu ham verileri degerlendirebilmek icin ¢esitli istatistiksel analizler yapildi. Farkli
bitki turlerinden farkli c¢oziicilerle elde edilen oziitlerin bakteriler tzerindeki
antibakteriyel etkileri arasinda varyasyon olup olmadigt ANOVA yoéntemiyle SPSS
(ver. 21) yazilim programiyla analiz edildi. Analizler i¢in iki alternatif hipotez
kuruldu, bunlar, Ho = Farkli kekik tirlerinden t¢ farkli ¢oziicii ile elde edilen
ozutlerin antimikrobiyal inhibisyon zonlarnt ¢aplar arasinda farklilik yoktur. A1 =
Farkli kekik turlerinden u¢ farkli ¢oziici ile elde edilen &zitlerin antimikrobiyal

inhibisyon zonlar ¢aplar arasinda farklilik vardir.

Calismada kullanilan 11 farkli kekik tirtiniin genotipleri ISSR isaretleme sistemiyle
analiz edildi. PCR analizleri i¢in kullanilan 10 primerle iretilen ISSR lokuslar ile
antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplar arasindaki iliski Pearson korelasyon testi ile

analiz edildi.

ISSR skorlari ile elde edilen ham veriler PopGen (ver. 3.2) ile analiz edilmek iizere
binary veri formatina donusturildi. Binary veri formatina gore eger bant var ise (1)

yok ise (0) olarak kabul edilir. PopGen (ver. 3.2) populasyon genetigi analiz
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programt ile kekik turlerinde gozlenen alel sayist (m.), etkili alel sayist (#7ca) ve
genetik cesitlilik (4) dizeyi Nei’ye (1972) gore analiz edildi. Bitki tirleri arasinda

hesaplanan genetik uzaklik degerlerine gore bir dendrogram olusturuldu.

Bu ¢alismadaki tiim istatistiksel analizler Dog. Dr. Ozlem OZBEK tarafindan yapildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1.  Disk difuzyon test sonugclari

Kekik tlrlerinden G¢ farkh ¢ozucu (etanol, hekzan ve kloroform) ile elde edilen
Ozutlerin  bakteriler  Gzerindeki  disk diflizyon yontemi  uygulamalarinin
antimikrobiyal etkinlik sonuclari Cizelge 4.1-4.9°da verildi. Etanollin ¢ozlcu olarak
kullanihip farkli kekik tirlerinden elde edilen 6zitlerden antibiyogram disklerine 15
pl hacimde 6rnek uygulandiginda ortalama inhibisyon zon caplari 3,5-47,5 mm
arasinda degismektedir. En yiksek zon ¢api T. vulgaris'ten elde edilen 6zt ile S.
aureus bakterisinde gozlendi. En dustk zon ¢api T. citriodorus, O. minutiflorum ve
O. saccatum ile E. coli'de, O. vulgare ile P. auriginosa'da ve Kekik gesit adayi
(Tekin, 2017) ile E. facealis'te tespit edildi (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Etanoliin ¢oziict olarak kullanilip farkli kekik tirlerinden elde edilen
Ozltten 15 pl hacimin disk difiizyon uygulamasi sonucu elde edilen
ortalama antimikrobiyal inhibisyon zon caplari (K: Kontrol)

Etanol (15 pl)

Orneklerin Latince adi S. aureus E.facealis P. auriginosa E. coli
1 Thymbra spicata var. spicata L. 40 19,5 8,5 10,5
2. Thymusvulgaris L. 475 21 8,5 9
3. Thymus citriodorus (Schreb) 45 18 9 3,5
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 22 0 0 0
5. Origanum syriacum L. 30 15 0 10
6. Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H.
g 29 15 0 3,5
Davis
7. Origanum onites L. 35 17,5 7 7
8. Origanum saccatum P.H. Davis 28 11,5 7 3,5
9. Origanum vulgare L. ssp.gracile (C. Koch
g 9 P-9 ( ) s 15,5 35 7.5
Letswaart
10. Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link
o g P (Link) 24,5 115 0 1
letswaart
11.  Kekik Cesit aday (Tekin, 2017) 20 3,5 0 0

0 0 0

K 0
*Kima reride giterilen derer enyikeskve endlsk ol iface ediyar

Etanoliin ¢Ozucu olarak kullanithp farkli kekik ttrlerinden elde edilen Ozutlerden

antibiyogram disklerine 20 pl hacimde 6zt uygulandiginda ortalama inhibisyon zon
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caplart 4-50 mm arasinda degismektedir. En yiksek zon capi T. vulgaris’ten elde
edilen 6zt ile S. aureus bakterisinde gozlendi. En distk zon ¢api T. citriodorus ve

O. minutiflorum ile E. coli’de gozlendi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Etanollin ¢oziicl olarak kullanthp kekik turlerinden elde edilen 6zitten
20 pl hacimde disk diflizyon uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
antimikrobiyal inhibisyon zon caplari

Etanol (20 pl)

Orneklerin Latince adi S. aureus E.facealis P. auriginosa E. coli
1 Thymbra spicata var. spicata L. 35 20 14,5 12
2. Thymusvulgaris L. 50 26,5 12 10,5
3. Thymus citriodorus (Schreb) 43 22 11,5 4
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 20 0 16 0
5. Origanum syriacum L. 32 16,5 11 10
6. Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H.
i 29 15,5 11 4
Davis
7. Origanum onites L. 37 18,5 11 45
8. Origanum saccatum P.H. Davis 32 10,5 11 8,5
9. Origanum vulgare L. ssp.gracile (C. Koch
X g P-9 ( ) 305 15 1 9,5
Letswaart
10. Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link)
32,5 13,5 9,5 10,5
letswaart
11.  Kekik Cesit aday (Tekin, 2017) 26,5 0 0 0

K 0
*Kima reride giterilen derer enylkeskve endlsk ol iface ediyar

Etanoliin ¢ozucu olarak kullanithp farkli kekik ttrlerinden elde edilen 6zutlerden
antibiyogram disklerine 25 pl hacimde 6zt uygulandiginda ortalama inhibisyon zon
caplar 4-35,5 mm arasinda degismektedir. En yiksek zon capi T. vulgaris’ten elde
edilen 0zit ile S. aureus bakterisinde gozlendi. en dustik zon ¢api T. cilicicus ile P.

auriginosa ve E. coli’de belirlendi (Cizelge 4.3).

Hekzanin ¢Ozicu olarak kullanithp farkli kekik tirlerinden elde edilen 6zutlerden
disklere 15 pl hacimde 6zt uygulandiginda ortalama inhibisyon zon caplari 24 - 3,5
mm arasinda degismektedir. En yliksek zon ¢api O. onites’ten elde edilen 6zt ile S.
aureus bakterisinde gozlendi. En dlsuk zon gapi T. spicata ile E. facealis’te tespit
edildi (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.3. Etanoliin ¢ozuci olarak kullanihip kekik turlerinden elde edilen 6ziitten

25 [il hacimin disk diflizyon uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
antimikrobiyal inhibisyon zon caplari

Etanol (25 7I)

Orneklerin Latince adi S. aureus E.facealis P. auriginosa E. coli
1 Thymbra spicata var. spicata L. 30 17,5 13 12
2. Thymus vulgaris L. 35,5 17,5 9,5 6
3. Thymus citriodorus (Schreb) 32,5 14,5 9 9
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 14,5 9 4 4
5. Origanum syriacum L. 25 14 9 10
6. Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. 25 15 6 5

Davis
7. Origanum onites L. 34,5 17,5 9,5 9
8. Origanum saccatum P.H. Davis 22 12 6,5 9
9. Sertlsgva\llr;::; vulgare L. ssp.gracile (C. Koch) 26,5 175 10 95
10 Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) 285 1 5 105

letswaart
11. Kekik Cesit adayi (Tekin, 2017) 18,5 8 9,5 0

*Nrmzll< rerke giterilen dalprer enyiksskve endigk e rf;bedyr

Cizelge 4.4. Hekzanin ¢Ozicu olarak kullanilip kekik tirlerinden elde edilen 6zltten
15 |il hacimin disk difizyon uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
antimikrobiyal inhibisyon zon caplari

Hekzan (15 7I)

Orneklerin Latince adi S. aureus E.facealis P. auriginosa E. coli
1 Thymbra spicata var. spicata L. 13 3,5 0 0
2. Thymus vulgaris L. 6 0 0 0
3. Thymus citriodorus (Schreb) 55 0 0 0
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 0 0 0 0
5. Origanum syriacum L. 4 0 0 9
6. Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. 35 0 0 0
Davis
7. Origanum onites L. 24 4.5 0 7
8. Origanum saccatum P.H. Davis 16 0 0 0
9. S;‘tlsgvz;r;:rn; vulgare L. ssp.gracile (C. Koch) 29 0 0 9
10 Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) 16,5 5 0 1
letswaart
11. Kekik Cesit adayi (Tekin, 2017) 11 0 0 0
K 0 0 0 0

*Kirmizi renkle gosterilen degerler en yiilksek ve en disik degerleri ifade ediyor
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Hekzanin ¢Ozicu olarak kullanithp farkli kekik tirlerinden elde edilen 6zutlerden
disklere 20 pl hacimde 6rnek uygulandiginda ortalama inhibisyon zon caplari 3,5-
26,5 mm arasinda degismektedir. En ylksek zon capi O. vulgare ssp. hirtum’dan
elde edilen 0zut ile S. aureus bakterisinde gozlendi. En disuk zon ¢api O. onites ile
E. coli'de belirlendi (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Hekzanin ¢ozicu olarak kullanthp kekik tlrlerinden elde edilen 6zUtten
20 pl hacimin disk difizyon uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
antimikrobiyal inhibisyon zon caplari

Hekzan (20 pl)

Orneklerin Latince adi S. aureus E.facealis P. auriginosa E. coli
1 Thymbra spicata var. spicata L. 13 10 0 0
2. Thymus vulgaris L. 10,5 0 0 0
3. Thymus citriodorus (Schreb) 17 0 0 0
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 7 0 8 0
5. Origanum syriacum L. 15,5 0 0 4
6. Origanurr.1 minutiflorum O. Schwarz & 15,5 0 0 0
P.H. Davis
7.  Origanum onites L. 30 10 4,5 3,5
8. Origanum saccatum P.H. Davis 4 5 0 0

Origanum vulgare L. ssp.gracile (C.
9. 20,5 9,5 0 11,5
Koch) Letswaart

Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link)

10. 26,5 12 8,5 6,5

letswaart
11. Kekik Cesitaday! (Tekin, 2017) 9 0 0 0

K 0
*Kima reride giterilen derer enyikeek ve endligk ot ifeck ediyar

Hekzanin ¢ozict olarak kullanithp farkli kekik tirlerinden elde edilen 6zutlerden
disklere 25 pl hacimde 6rnek uygulandiginda ortalama inhibisyon zon caplari 3,5-
17,5 mm arasinda degismektedir. En yiksek zon ¢api O. vulgare ssp. hirtum’dan
elde edilen 6zt ile S. aureus bakterisinde gozlendi. En duistik zon capr  kekik cesit
adayi’ndan elde edilen dzitle (Tekin, 2017) ile S. aureus'ta gozlendi (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Hekzanin ¢Oziicu olarak kullantlip kekik turlerinden elde edilen 6zitten

25 pl hacimin disk diflizyon uygulamasi sonucu elde edilen ortalama
antimikrobiyal inhibisyon zon caplari

Hekzan (25 pl)

Orneklerin Latince adi S. aureus E.facealis P. auriginosa E. coli
1 Thymbra spicata var. spicata L. 9 7,5 4 8,5
2. Thymus vulgaris L. 9 0 0 0
3. Thymus citriodorus (Schreb) 8,5 0 0 0
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 4 0 0 0
5. Origanum syriacum L. 8 4 0 4,5
Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H.
6. . 7 0 0 0
Davis
7. Origanum onites L. 18 7 0 7,5
8. Origanum saccatum P.H. Davis 10,5 8,5 0 8
Origanum vulgare L. ssp.gracile (C. Koch
9. o : o ( ) 13 9 0 45
Letswaart
Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link
10, ~rteanumvig p- hirtum (Link) 17,5 135 4 13
letswaart
11. Kekik Cesit adayi (Tekin, 2017) 8,5 0 0 0

55 0 0

K 35
*Kima reride giserilen derer enyikeek ve endlgk ot ifeck ediyar

Kloroformun ¢6ziicu olarak kullanthp farkh kekik turlerinden elde edilen 6zutlerden
antibiyogram disklerine 15 pl hacimde 6rnek uygulandiginda ortalama inhibisyon
zon caplari 3,5-50 mm arasinda degismektedir. En ylksek zon ¢api T. vulgaris’ten
elde edilen Ozit ile S. aureus bakterisinde gdzlendi. En dusiik zon capi O. onites ve

O. saccatum ile E. coli’de tespit edildi (Cizelge 4.7).

Kloroformun ¢o6zicl olarak kullanilip farkli kekik tirlerinden elde edilen 6zutlerden
antibiyogram disklerine 20 pl hacimde 6rnek uygulandiginda ortalama inhibisyon
zon caplari 3,5-50 mm arasinda degismektedir. En ylksek zon ¢api T. vulgaris’ten
elde edilen Ozut ile S. aureus bakterisinde gozlendi. En dustk zon c¢api O. vulgare .

ssp. hirtum ile P. auriginosada elde edildi (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.7. Kloroformun c¢ozucu olarak kullanilip kekik tirlerinden elde edilen

Ozutten 15 pl hacimin disk difuzyon uygulamasi sonucu elde edilen
ortalama antimikrobiyal inhibisyon zon caplari

Kloroform (15 pl)

Orneklerin Latince adi S. aureus E.facealis P. auriginosa E. coli
1 Thymbra spicata var. spicata L. 32,5 21,5 0 10,5
2. Thymus vulgaris L. 50 27,5 0 0
3. Thymus citriodorus (Schreb) 30 17 0 0
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 0 0 0 0
5. Origanum syriacum L. 14,5 9,5 7 4
6. Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. 145 12 0 8

Davis
7. Origanum onites L. 26 11,5 0 3,5
8. Origanum saccatum P.H. Davis 25 0 0 3,5
9. E;‘tlsgvz\ilr;:z vulgare L. ssp.gracile (C. Koch) 25 115 8 8
10, Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) 285 95 0 9

letswaart
11. Kekik Cesit adayi (Tekin, 2017) 11 0 0 0

K 0
*Kima reride giterilen derer enyikeskve end sk ol iface ediyar

Cizelge 4.8. Kloroformun ¢oziict olarak kullanilip kekik turlerinden elde edilen
6zutten 20 pl hacimin disk difizyon uygulamasi sonucu elde edilen
ortalama antimikrobiyal inhibisyon zon caplari

Kloroform (20 pl)

Orneklerin Latince adi S. aureus E.facealis P. auriginosa E. coli
1 Thymbra spicata var. spicata L. 29 16 11,5 12
2. Thymus vulgaris L. 50 34,5 4,5 0
3. Thymus citriodorus (Schreb) 50 19 4 0
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 7 0 18 0
5. Origanum syriacum L. 18,5 14,5 4,5 9
6. Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. 20 165 5 8,5
Davis
7. Origanum onites L. 36,5 16 4,5 4
8. Origanum saccatum P.H. Davis 33 11,5 0 0
9. Sg;g;;::; vulgare L. ssp.gracile (C. Koch) 2 15 8,5 95
10 Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) 255 125 4 105
letswaart
11. Kekik Cesit adayi (Tekin, 2017) 26,5 0 0 0
K 0 0 0 0

*Kirmizi renkle gosterilen degerler en yiiksek ve en diisiik degerleri ifade ediyor
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Kloroformun ¢6ziicu olarak kullanthp farkli kekik turlerinden elde edilen 6zutlerden
antibiyogram disklerine 25 |il hacimde 6rnek uygulandiginda ortalama inhibisyon
zon caplan 3,5-39,5 mm arasinda degismektedir. En yuksek zon ¢api T. vulgaris’ten
elde edilen 0zit ile E. facealis bakterisinde tespit edildi (Cizelge 4.9). En dusik zon
capt T. spicata var. spicata, T. cilicicus, O. minutiflorum, ve O. onites ile P.
auriginosa’da gozlenirken T. citriodorus ile E. coli’de, T. cilicicus ile S. aureus’ta ve

Kekik cesit adayi (Tekin, 2017) ile E. facealis’te gozlendi.

Cizelge 4.9. Kloroformun ¢Oziici olarak kullanilip kekik turlerinden elde edilen
Ozltten 25 |il hacimin disk diflizyon uygulamasi sonucu elde edilen
ortalama antimikrobiyal inhibisyon zon caplari

Kloroform (25 ")

Orneklerin Latince adi S. aureus E.facealis P. auriginosa E. coli
1 Thymbra spicata var. spicata L. 15 17 3,5 13,5
2. Thymus vulgaris L. 25 39,5 0 10
3. Thymus citriodorus (Schreb) 16,5 20,5 0 3,5
4. Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 3,5 0 3,5 0
5. Origanum syriacum L. 7,5 11,5 0 11
Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H.
6. . 9,5 12,5 3,5 10,5
Davis
7. Origanum onites L. 10 14,5 3,5 5
8. Origanum saccatum P.H. Davis 0 9,5 0 8
Origanum vulgare L. ssp.gracile (C. Koch
9. o ¢ P-9 ( ) 16 1 4 10
Letswaart
ori I L. ssp. hirt Link
10. riganum vulgare p. hirtum ( ) 16 1 0 1
letswaart
11. Kekik Cesit adayi (Tekin, 2017) 12 3,5 0 0

4,5 0 0

K 0
*Kima reride giterilen derer enyikaeekve endlsk o ifacke ediyar

Kekik tlrlerinden g farkh ¢ozuct (etanol, hekzan ve kloroform) ile elde edilen
Ozutlerin  bakteriler Gzerindeki disk diflzyon yoéntemi uygulanmalarinin
antimikrobiyal ativitelerinin sonuglarini gosteren gorseller Resim 4.1°de 15 |il,
4.2°de 20 |il ve Resim 4.3’te 25 |[il igin verildi.
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Resim 4.1. Kekik turlerinden etanol ile elde edilen oziitlerin 15 ul uygulamasinin Z.
coli (A), P. aeruginosa (B), E. facealis (C) ve S. aureus (D) bakteri
suglar tizerindeki antimikrobiyal aktivite sonuglarindan 6rnekler
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Resim 4.2. Kekik tlrlerinden etanol ile elde edilen 6zdtlerin 20 pl uygulamasinin E.
coli (A), E.facealis (B), P. aeruginosa (C) bakteri suslari ve S. aureus
(D) bakteri suslari Gzerindeki antimikrobiyal aktivite sonuclarindan
ornekler

Resim 4.3. Kekik turlerinden etanol ile elde edilen 6zutlerin 25 pl uygulamasinin E.
coli (A), E. facealis (B), P. aeruginosa (C) bakteri suslari ve kloroform
ile elde edilen Ozitlerin S. aureus (D) bakteri suslari (zerindeki
antimikrobiyal aktivite sonuclarindan érnekler
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Farkli kekik tirlerinden ¢ farkli ¢ozici ile elde edilen ozitler ¢ farkli
konsantrasyonda dort farkli bakteri tizerinde disk difiizyon yontemiyle uygulandi.
Sonuglart  her  bir  ¢oziicinin  antimikrobiyal etkisini  kendi  i¢inde
degerlendirdigimizde; etanol ile elde edilen o6ziitlerin ti¢ farkli konsantrasyonda (15
ul, 20 pl ve 25 pl) uygulanmast sonuglarint karsilagtirdigimizda en yitksek dizeyde
antimikrobiyal etki S. auwreus bakterisinde gozlenirken ikinci sirada yuksek
antimikrobiyal aktivite F. facealis bakterisinde gozlendi. Antimikrobiyal aktivitelerin
uygulanan farkli hacimlere gore buytik bir farklilik gostermeden yaklagik diizeylerde
oldugu tespit edildi. Etanol ile elde edilen o6zitlerin U¢ farklt hacimde
uygulanmasinin P. auriginosa ve E. coli bakterilerinde 6nemli bir antimikrobiyal
aktiviteye sahip olmadigi gozlendi. Ayrica 7. cilicicus bitkisinden elde edilen
oziutinl5 ul hacimde uygulanmasinda sadece S. aureus bakterisi izerinde etki ettigi

belirlendi.

Hekzan ile elde edilen o6zutlerin ti¢ farkli konsantrasyonda (15 ul, 20 pl ve 25 ul)
uygulanmast sonuglarint karsilagtirdigimizda en yuksek dizeyde antimikrobiyal
etkinin S. aureus bakterisi tizerinde etkili oldugu ikinci sirada yiiksek diizeyde etkiyi
E. facealis bakterisinde gosterdigi ancak bunun da dizeyleri S. aureus’taki etkileri ile
karsilagtirildiginda oldukg¢a diisiikk oldugu tespit edildi. P. auriginosa ve E. coli
tizerinde antimikrobiyal etkilerinin neredeyse yok denecek kadar disiik diizeylerde
oldugu gozlendi. Bunlarin yani sira, hekzanla elde edilen 6zutlerin uygulandiklar
hacimlere gore 15 ve 20 pl hacimlerde yuksek antimikrobiyal etki gozlenirken 25 pl

hacimde uygulandiginda antimikrobiyal etkinin azaldig: tespit edildi.

Kloroform ile elde edilen 6zutlerin ¢ farkli konsantrasyonda (15 pl, 20 ul ve 25 ul)
uygulanmast sonuglarini karsilasgtirdigimizda en yiksek dizeyde antimikrobiyal etki
S. aureus bakterisinde gozlenirken ikinci sirada yiiksek antimikrobiyal aktivite F.
Jacealis bakterisinde gozlendi. Klroformla elde edilen oziitlerin S. aureus ve F.
facealis bakterisinde F. facealis bakterilerinde uygulanan hacimleri arttikga
antimikrobiyal etkilerinin kademeli olarak azaldigi da belirlendi. Buna karsin P.
auriginosa ve L. coli tizerinde antimikrobiyal etkilerinin uygulanan hacim arttik¢a

(20 pl ve 25 pl) arttigr gozlenirken, 15 ul hacimdeki uygulamada antimikrobiyal
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etkinin olduk¢a minimal dizeyde ve birkag Ornekten elde edilen o6ziitin

uygulamalarinda oldugu gozlendi.

Akin ve Saragoglu (2008) 7. spicata L. var. spicata bitkisinin distilasyon yontemiyle
elde ettikleri ugucu yagint S. aureus ATCC 25923, E. faecalis RSKK 97008, B.
cereus ATCC 17778, E. coli ATCC 29998, Salmonella cholerasuis ATCC 14028,
Steptococcus mutans NCTC 10449 ve Sarcina lutea ATCC 9341 suslarina, yaklagik
25 pl dozunda ve disk difizyon yontemini kullanarak denediler ve sonug¢ olarak
bakteriler sirasiyla ‘25 mm’, ‘etkisiz’, ‘42 mm’, ‘15 mm’, ‘25 mm’, ‘Greme yok’ ve

‘Ureme yok’ seklinde buldular.

Joma (2018), 7. spicata L. var. spicata bitkisinin su, metanol ve hekzan ile ¢ikardig
ozutleri, disk difiizyon metodu ile S. maltophilia susu izerinde, 20 ul olarak denedi
ve sonu¢ olarak sirasiyla; 16 mm, 23 mm ve 10 mm zon ¢api olustugunu
caligmasinda belirtti. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar Akin ve Saragoglu (2008) ve
Joma (2018)’nin sonuglant ile karsilastinldiginda elde edilen antimikrobiyal

aktivitelerin oldukga yiiksek oldugu ifade edilebilir.

Ertiirk ve arkadaglari (2010) Akova ve Kardelen firmalarindan satin aldiklant kekik
ucucu yagini, 8 Gram - bakteri, 12 Gram + bakteri, 1 mikobakteri ve 7 maya
susundan olugsan mikroorganizmalar tizerinde 15 pl olarak, disk difiizyon metodu ile
denediler ve sonu¢ olarak P. aeruginosa ATCC 27853 susu hari¢ tim

mikroorganizmalarda gl¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirttiler.

Benli ve Yigit (2005) 7. vulgaris bitkisinden hazirladiklart 6zitlerin igine bos
diskleri attilar ve otoklavlayarak diskleri disk difiizyon yonteminde kullandilar. Test
mikroorganizmalar1 arasinda bu c¢alismada da c¢alisilan E. faecalis ATCC 29212, F.
coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27853 suslarinin dahil oldugu 14
mikroorganizma ile c¢alistilar. B. subfilis hari¢ mikroorganizmalar {izerinde

antimikrobiyal bir etkinin gorilmedigini belirttiler.
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4.2. ANOVA sonuclan

ANOVA sonuglarina gore H, hipotezi red edilmis ve H; hipotezi kabul edilmistir.
Cunkiic ANOVA verilerine gore 11 farkli kekik turiinden ug¢ farkli ¢oziicu ile elde
edilen ozitlerin ti¢ farkli hacimde dort bakteri lizerine uygulanmalar1 sonucunda
antimikrobiyal aktiviteler arasinda farkliligin 6énemli ve anlamli oldugu gozlend:.
Sigma degerine gore antimikrobiyal aktivitelerinde etkinlik diizeyleri 7. spicata L.
var. spicata, T. vulgaris, T. citriodorus, 1. cilicicus, O. syriacum, O. vulgare ssp.
hirtum ve kekik c¢esit adayr (Tekin, 2017) tirlerinde anlamli bulunurken O.
minutiflorum, O. onites, O. saccatum ve O. vulgare ssp. gracile tirlerinde ise anlaml

olmadig tespit edildi (Cizelge 4.10 ).

Cizelge 4.10. Farkl: kekik turtinden tg¢ farkli ¢oziict ile elde edilen 6zutlerin Gg farkl
hacimde dort bakteri tizerine uygulanmalari sonucunda tespit edilen
antimikrobiyal aktivitelerin ANOVA sonuglart (S*: Toplamlarin
karesi, df: Serbestlik derecesi, M? Ortalamanin karesi, F: Kritik
deger, p: Sigma)

SN Orneklerin Latince ach S? df M2 F p
1 Thymbra spicata var. spicata L. 14,36 24,00 0,60 2,99 0,03
2 Thymus vulgaris L. 11,98 18,00 0,67 247 0,03
3 Thymus citriodorus (Schreb) 11,81 18,00 0,66 235 0,04
4 Thymus cilicicus Boiss. & Bal. 8.80 10,00 0,88 2,84 0,02
5 Origanum syriacum L, 12,21 19,00 0,64 2,37 0,04
6 Origanum minutiflorum O. Schwarz & P.H. 816 1900 043 082 0.66

Davis
7 Origanum onites L. 11,64 23,00 0,51 1,24 0,36
Origanum saccatum P H. Davis 11,14 19,00 0,59 1,73 0,14
9 Origanum vulgare L. ssp. gracile (C. Koch) 1231 22.00  0.56 171 0.16
Letswaart

10 Origanum vulgare L. ssp. hirtum (Link) 1556 21.00 074 1037 0,00

letswaart

11 Kekik Cesit aday1 (Tekin, 2017) 9,34 10,00 0,93 3,23 0,01

*p<0,05 dnemlilik derecesinde

4.3. ISSR PCR analiz sonuclari

Calismada kullanilan 11 farkli kekik turtiniin molekiiler karakterizasyonlar igin
ISSR PCR yontemi kullanildi. PCR analizlerinde 10 ISSR primeri 170 lokus uretti,
bunlarin 163 (%95,88) tanesi polimorfik 7 (%4,22) tanesi monomorfiktir. ISSR
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yontemiyle elde edilen ham veriler PopGen (ver. 3.2) populasyon genetigi analiz
programi ile analiz edildiler. Kekik turlerinde goézlenen alel sayisi na = 1,96, etkili
alel sayisi nea= 1,46 ve genetik cesitlilik h = 0,29 olarak hesaplandi (EK-4). Kekik
tirlerinde ISSR analizlerinde farkli primerler ile elde edilen band paternlerinin

agaroz jel elektroforez gorintilerine ait érnekler érnekler Resim 4.4-4.6°da verildi.

Lokus dizeyinde genetik cesitlilik verilerine gore; en yiksek etkili alel sayisi UBC
808-7, UBC 808-20, UBC 810-18, UBC 818-1, UBC 818-10, UBC 818-15, UBC
825-6, UBC 826-1, UBC 826-14 ve UBC 810-10 lokuslarinda gozlendi. En yiiksek
genetik cesitlilik degeri en ylksek h = 0,50 olarak UBC 808-7, UBC 808-20, UBC
810-18, UBC 818-1, UBC 818-10, UBC 818-15, UBC 825-6, UBC 826-1, UBC 826-
14 ve UBC 810-10 lokuslarinda tespit edildi (EK-5).

Resim 4.4. UBC 818 ISSR primeri ile elde edilen bant paternlerinin 6érnek gorintusu

Resim 4.5. UBC 817 ISSR primeri ile elde edilen bant paternlerinin érnek gortnttsu
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Resim 4.6. UBC 808 ISSR primeri ile elde edilen bant paternlerinin 6rnek gorintisu

Gyorgy ve arkadaslari (2020) T. vulgaris’in kemotiplerini belirlemeye yonelik
calismasinda ISSR teknigini kullandi. 17 ISSR primerinden 12’sinin basaril
oldugunu ve bu primerlerin toplam 124 bant olusturdugunu, polimorfik bant
sayisinin 88 oldugunu belirtti. Polimorfik parcalarin yiizdesini ise %71,43 olarak
buldu.

Hadian ve arkadaslari (2014) Thymus caramanicus’in farkli lokaliteleri arasindaki
kimyasal ve genetik degiskenligi degerlendirmek icin yaptiklari calismada 12 ISSR
primerinden Gretilen bant sayisini toplamda 127 buldu. Polimorfik bant sayisini 105

bulunurken polimorfizm yiizdesini %82,68 olarak buldu.

Rahimmalek ve arkadaslari (2009) Thymus daenensis tirleri arasindaki genetik
cesitliligi  belirlemek amaciyla 15 ISSR primeri ile polimorfizm oranlarini
belirlediler. Toplam 256 banttan 228’inin polimorfik oldugunu belirttiler.

Polimorfizim orani ise %88,9 olarak buldular.

Bu galismada ise 10 ISSR primeri ile 170 lokus Uretildi ve bunlarin da 163 (%95,88)
tanesinin polimorfik oldugu gozlendi. Bu sonuglar daha 6nceki yapilan calismalarla
(Gyorgy ve ark., 2020; Hadian ve ark., 2014; Rahimmalek ve ark., 2009)
karsilastirildiginda bu c¢alismada daha yiksek dizeyde polimorfizm go6zlendigi
belirlendi.



Genetik uzaklik vefilogenetik iliskiler

Bu calismada kullanilan kekik tirlerinden DNA’lar farkli bitkilerden toplanan
yapraklarin bulk hale getirilmesiyle olusan karisimdan DNA izolasyonu yapildi.
Baska bir ifadeyle bir ture ait DNA icinde farkli bireylerin DNA’lari da
bulunmaktadir. Normal kosullarda bir tirt tek ornek ile temsil etmek mimkin
degildir. Burada da amag¢ turler arasinda genetik cesitlilik ve genetik farkliliklarin
genel bir 6ngoru olusturulmasi amaciyla yapildi. Turler arasindaki genetik uzaklik
Nei’nin (1972) genetik uzakhk formuline gore hesaplandi (Cizelge 4.11) ve
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) yontemine gore
filogenetik iliskilerini gosteren bir dendrogram olusturuldu (Resim 4.7). Turler
arasinda en yiksek genetik uzaklik degeri (D = 0,62) ile T. cilicicus . ve O. onites
thrleri arasinda gozlenirken en dusik genetik uzak degeri ise O. vulgare L. ssp.

hirtum ve kekik cesit aday1 (Tekin, 2017) arasinda gozlendi.

Cizelge 4.11. Bu galismada analiz edilen kekik tirleri arasinda ISSR analiz verilerine
dayali ve Nei’ye (1972) gore hesaplanan genetik uzaklik degerleri

pop 1D 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1

2 0,44

3 0,46 0,33

4 049 041 0,50

5 035 043 043 047

6 045 043 050 051 0,32

7 056 061 057 062 043 037

8 032 028 035 039 028 031 045

9 050 047 051 056 037 032 045 035

10 030 029 036 035 021 024 044 016 0,32

11 031 033 033 034 025 034 045 022 042 0,13

Dendrograma gore Thymus ve Origanum cinslerine ait turler birlikte kiimelenme
egilimi gosterdiler. Kiltir formu olan O. onites L. dis grup olarak diger turlerden
ayr sekilde kiimelendi. T. spicata var. icata tirti de Origanum cinsine ait turlere

yakin kiimelenme gosterdi.
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4.4. Antimikrobiyal aktivite ve ISSR ile iiretilen lokuslar1 arasindaki Pearson

korelasyon analizi sonuclar:

Farkli kekik tirlerinden ¢ farkli ¢ozici ile elde edilen ozutler tg¢ farkli
konsantrasyonda(15 ul, 20 pl ve 25 ul) dort farkl bakteri tizerindeki antimikrobiyal
etkileri ile ISSR lokuslari arasinda Pearson korelasyon sonuglar degerlendirildigi
zaman olduk¢a glglii pozitif korelasyonlar gozlendi. Bunlardan bazi 6rnekler su
sekildedir;

Etanol 15 ul ve 20 pl hacimlerde uygulandiginda elde edilen korelasyon sonuglarina
gore en yiksek diizeyde pozitif korelasyonlar §. aureus bakterisindeki sonuglarda
gorildi. Korelasyon degerleri , = 0,88 p<0,00 ile r, = 0,60 p<0,05 arasinda tespit
edildi. Diger bakterilerde elde edilen sonuglarla ise giiglii negatif korelasyonlar
gozlendi (Cizelge E 4.1). Etanol 25 pl hacimde uygulandiginda elde edilen
korelasyon sonuglarina gore en yiiksek dizeyde pozitif korelasyonlar P. auriginosa
bakterisindeki sonuglarda gorildi. Korelasyon degerleri 1, = 0,64 p<0,04 ile rp =

0,60 p<0,05 arasinda tespit edildi (Cizelge E 4.1).

Hekzan 15 ul ve 20 pl hacimlerde uygulandiginda elde edilen korelasyon sonuglarina
gore en yiksek diizeyde pozitif korelasyonlar S. aureus bakterisinde r, = 0,74 p<0,00
olarak gozlenirken F. coli’de rp = 0,80 p<0,00 ile rp, = 0,64 p<0,03 degerleri arasinda
degisen pozitif korelasyonlar gorildi (Cizelge E 4.1). Hekzan 25 ul hacimde
uygulandiginda S. aureus ve P. auriginosa bakterilerindeki sonuglarda gigli pozitif
korelasyonlar belirlendi. En yiiksek korelasyon degeri S. aureus bakterisinde rp =
0,83 p<0,00 olarak gozlenirken P. auriginosa’da rp = 0,67 p<0,02 degerlerinde
pozitif korelasyonlar gozlendi (Cizelge E 4.1).

Kloroform 15 pul hacimde uygulandiginda elde edilen korelasyon sonuglarina gore en
yiksek duzeyde P. auriginosa bakterisinde rp, = 1 p<0,00 ile rp = 0,72 p<0,02
degerleri arasinda degisen pozitif korelasyonlar oldugu goruldu (Cizelge E4.1).
Kloroform 20 pul hacimde uygulandiginda elde edilen korelasyon sonuglarina gore en
yiksek dizeyde S. aureus, E. facealis ve P. auriginosa bakterilerinde rp = 0,85
p<0,00 ile r, = 0,60 p<0,05 degerleri arasinda degisen pozitif korelasyonlar oldugu
tespit edildi (Cizelge E4.1). Kloroform 25 pl hacimde uygulandiginda elde edilen
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korelasyon sonuglarina gore en yiksek dizeyde S. aureus ve E. facealis
bakterilerinde rp = 0,83 p<0,00 ile r, = 0,59 p<0,05 degerleri arasinda degisen pozitif
korelasyonlar oldugu gozlendi (Cizelge E4.1).

Korelasyon sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde; 11 farkli kekik ttrtiinden ii¢
farkli ¢oziicu ile elde edilen ve dort bakteri tizerinde iki kopya seklinde uygulanan
ozitlerle elde edilen antimikrobiyal aktiviteler ile ISSR analizleri sonucunda tiretilen
lokuslar arasinda yapilan Pearson korelasyon analizlerine gore gigli pozitif
korelasyonlar oldugu tespit edildi. ISSR isaretleyicileri dominant kalitim
gostermelerinden dolay1 bu sonuglar ileride yapilacak ¢aligmalar i¢in 6n g¢alisma
niteligindedir. Kodominant isaretleyiciler kullanilarak daha ileri dizeyde

caligmalarin yapilmasi konusunda da tesvik edici niteliktedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caligmada Turkiye’de yetisen farkli kekik turlerinden ¢ farkli ¢ozicu ile elde
edilen ozitler ¢ farkli konsantrasyonda dort farkli bakteri tizerinde iki kopya
seklinde disk difiizyon yontemiyle uygulandi ve antimikrobiyal etkileri arastirildi.
Bunlara ek olarak kekik tiirleri ISSR molekdler isaretleyicileri kullanilarak molekiler

karakterizasyonlar1 yapildi.

Elde edilen sonuglara gore Labiatae familyasina dahil olan 11 tirin tamaminin
antimikrobiyal aktivite 6zelligine sahip oldugu disk difiizyon testleri sonucunda
gorildu. Tum ozitlere karst en biytik inhibisyon ¢aplarint olusturmasi nedeniyle en
duyarli bakteri S. aureus ATCC 25923 olarak gozlendi. Etanol ve kloroform
ozutlerinin tiim dozlarinda (15 pl, 20 pl ve 25 pl) en yuksek zon ¢apr degerine sahip
olan tir 7. vulgaris oldu. Hekzan ozutlerinin tim dozlarinda en yiksek zon ¢api
degerlerine ise Origanum L. cinsine bagl turlerde rastlandi. £. coli ATCC 25922 ve
P. auriginosa ATCC 27853 suslari genel olarak direng gosterdiler. Bu bakterilerin
plaklarinda zon inhibisyon ¢ap1 degerleri ¢cok diisiik ya da sifirdir. Sonug olarak test
edilen bakteri turine gore ozitlerin antimikrobiyal etkinliginin farkli etki ettigi

gorildii.

Mikroorganizmalarin gelisimini durduran veya o6lumiine neden olan, dogal ya da
sentetik olarak tretilen maddelere antibiyotik diyebiliriz.  Antibiyotikler
mikroorganizmalarda hedef aldiklari bolgelere gore hiicre duvari, hiicre zari,
sitoplazma ve niikleikasitlere etki ederler (Dokmeci ve Dokmeci, 2016). Bu
caligmada iki Gram + (S. aureus ve E. facealis) ve iki Gram - bakteri (F. coli ve P.
auriginosa) kullamldi. Gram + ve Gram - bakteriler arasinda bazi farklar vardir:
Hiicre duvar yapisi kalinligi iki grup bakteri i¢in farklidir. Gram + bakterilerde kalin
bir peptidoglikan tabaka ve hiicre yiizeyinde bulunan teikoik asit bulunur. Gram —
bakterilerde ise peptidoglikan tabakasi incedir. Gram +’ler alkolden etkilenmezken
Gram —’ler alkolden lipit tabakasinin farkliligi nedeniyle etkilenirler (Aksit ve ark.,
2006). Kekik ozitlerimin Gram + bakterilerde Gram - bakterilerden daha gugli
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antimikrobiyal etki gostermesi, oziitlerin Gram +’lerin hiicre duvar yapisina etki

edebilecegi ihtimalinden dolay1 olabilir.

Calismada oziitler elde edilirken sadece ozit etkisini anlayabilmek i¢in &nce
oziitlerdeki ¢oziciler tamamen uguruldu daha sonra kuru 6ziitii ¢ozebilecek kadar
minimum diizeyde ¢ozici eklendi. Disk yerlestirme islemi sirasinda ise 6zt iginde
kalan ¢oziicillerin u¢mast i¢in diskler kurutularak g¢aligsma yapildi. Negatif kontrol
olarak bog ¢oziiciler 6zt miktariyla ayni olacak sekilde disklere koyulup kurutuldu.
Ancak bu miktar 6ziit i¢indeki ¢oziiciden ¢ok daha fazla bir miktara kargilik
gelmektedir. Bu yiksek doza ragmen bos ¢ozicii koyulan disklerde zon olugumu
gorilmedi. Bu da bize gosteriyor ki 6zitlerdeki minumum seviyedeki ¢oziciilerin
diskler kurutulduktan sonra herhangi bir etkisi yoktur. Olusan zon ¢aplart saf

ozutlerin antimikrobiyal etkinlik sonucudur.

Calismada gozlemlenmek istenilen diger bir husus ise ¢oziictlerin ayni sartlarda bitki
orneklerinden elde edilen oziitleri arasinda antimikrobiyal yonden bir farkliliginin
olup olmadigint gozlemlemekti. Ayni siire, ayn1 miktar bitki 6rnegi, ayn bitki turleri
ve ayni miktarda ¢oziiciler kullamildi. Degisken olarak sadece farkli ¢oziiciler
kullanildi. Calisma sonucunda elde edilen verilerin her bir ¢oziciyle elde edilen
ozutlerinin farkli sonuglar vermesi c¢ozicilerin bitki orneginde farkli yapilan
¢ozduguni ya da bitki i¢indeki maddeleri ayni oranda ¢6zemedigini ya da ¢oziiciiniin
bazi maddeleri ¢ozerken bozabilecegi gibi varsayimlarinin olma ihtimalinin de

gozoniinde bulundurulmasi gerekliligini ortaya koydu.

Ceylan ve ark. (2017)’nin yaban mersini Uzerine yaptiklart caligmada farkl
coziciilerle galistilar ve ¢oziiciilere bagl olarak etken maddelerin degisebilecegini
ifade ettiler. Bu nedenle kullanilan ¢ozicilerin farkli etken maddelerin agiga
¢ikmasina sebep oldugu sonucu daha agir basmaktadir. Ancak bu konu hakkinda
daha saglikli bilgilere ulagmak i¢in daha detayli ve kapsamli aragtirma yapilmasi

gerekmektedir.

Antimikrobiyal etkinlik tespiti i¢in kullanilan disk difiizyon yontemi g¢aligmalari

sonucunda olgiilen farkli degerler, ayn1 deney tekrarlari sonuglarinda farkliliklarin
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olugabilecegini gosterdi. Bu farkliliklar bu ¢alisma i¢in, McFarland ayarlamasinda
kiigik miktarlardaki farkliliklan (bakteri yogunlugu), besi yerlerine ekimlerin sikligi,
deneylerin farkli giinlerde yapilmast sonucu ortam sicakliginin farkli olmasi, besi
yeri plaklarindaki nem durumlarinin  farkliligt  gibi  6nlemez hatalardan

kaynaklanabilir.

Calismada 3 farkli cins (7Thymus, Thymbra ve Origanum) kullamldi. 7hymbra cinsine
ait 1 tur, 7hymus cinsine ait 3 tir ve Origanum cinsine ait 7 tirtin birlikte ISSR
isaretleyicileri ile genetik analizleri yapildi. Elde edilen verilere gore filogenetik
iligkileri degerlendirildiginde O. onites L. dis grup olarak kiimelendi (Resim 4.10).
Polimorfizm orani %95,88, monomorfizm orani %4,22 olarak belirlendi. Turler
arasinda en yuksek genetik uzaklik degeri hesaplandi ve D = 0,62 olarak bulundu.
Genetik uzaklik 7. cilicicus ve O. onifes L. tirleri arasinda gozlenirken en dusiik
genetik uzak degeri ise O. vulgare ssp. hirtum ve kekik ¢esit aday1 (Tekin, 2017)

arasinda gozlendi.

Bugiine kadar yurti¢i ve yurt disinda yapilan ¢aligsmalar incelendiginde, kekik turleri
ile 1lgili olarak bu kadar kapsamli bir c¢aligmaya rastlanmadi. Bitkilerdeki
antimikrobiyal etkinlik ve genetik oOzellikleri arasinda varyasyonu arastiran ve
aralarinda korelasyonlar kuran baska bir ¢aligmaya literatiirde rastlanmadi. Kurumsal
temeller ve kaynak taramast bolimiinde de gorildigu tizere bitkilerin antimikrobiyal
etkinligini ele alan bir ¢ok ¢alisma yapildi. Kekikte antimikrobiyal aktivite ozelligi
calisilan popiiler bitkilerdendir. Ulkemiz kosullarinda verimli bir sekilde yetisen ve
yetistirilen bu tiirlerin etken madde sentezlerinin dogal yollardan elde edilebilmesi ve

sentetik olarak tiretiminin yerine tercih edilmesi gerekmektedir.
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EKLER

EK-1. Deneyler sirasinda kullanilan laboratuvar cihazlari

Cizelge E1.1 Deneyler sirasinda kullanilan laboratuvar cihazlar

Cihazlar Kullanilma amaclar

Buz makinesi: PCR tekniginde mix hazirlamada
kullanildi.

Calkalamal inkiibator: DNA izolasyonunda kullanildi.

Cok amach masaiistii santrifiij: DNA izolasyonunda ve ¢zt i¢indeki
partiktllerin ¢oktirilmesinde
kullanildi.

Etiiv: Bakteri kiltiirlerinin ¢ogaltilmasinda ve
gerektiginde sterilizasyon i¢in
kullamilds.

Isitmali manyetik karistirici: Soltuisyonlarin hazirlanmasinda, DNA

izolasyonunda ve ¢zitleri kurutmak i¢in
kullanildi.

Jel goriintiileme: Jel elektroforezi sonucu elde edilen
ISSR bantlarinin goriintillenmesinde
kullanildi.

Mikro pipetler: PCR deneylerinde, oziitleri antibiyotik
disklerine emdirme igleminde
kullanildi.

Otoklav: Soltisyonlarin, cam egyalarin (erlen,
beher, petri gibi) sterilizasyonunda
kullanildi.

PCR-Thermocycler: PCR’dayal1 ISSR analizlerinde
kullanildi.

Soxhlet cihazi: Bitki ¢rneklerinden ¢oziciiler
yardimiyla oziit elde etmede kullanildi.

Steril kabin: Deneylere steril ortam saglamak
amactyla PCR, besi yeri hazirlama ve
bakteri ekimi iglemlerinde kullanildu.

Yatay elektroforez iinitesi: ISSR amplikonlarinin jelde elektrik
akimi1 uygulanarak varliklarinin tespit
edilmesinde kullanild1.
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EK-2. Kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltilerin hazirlanigt

Etidyum Bromidin Hazirlanisi (Sigma) (10 mg/ml)

50 g etidyum bromir ile 50 ml dH20 karistirildi. Kigiik miktarlarda ttplere
paylastirildi ve tipler aliminyum folyo ile kaplandi. Saklamak uzere tupler +4

°C’deki dolaba kaldirildi. Etidyum bromtr agaroz jel ¢ozeltisi hazirlarken kullanildi.
Agaroz jel hazirlanisi (%1,3 agaroz)

1X TAE’den 100 ml cam meziir ile dlguliip temiz bir erlenmayere koyuldu. Uzerine
1,3 g tartilan agaroz (fermantas) eklendi. Agaroz ile 1X TAE karigimi 80 °C’deki
mikrodalga firinda (Blueline) iyice homojen oluncaya kadar ¢ozdurildi ve oda
sicakliginda sogumaya birakildi. Bu sirada jel tepsisi taraklarn ve kenarliklar
takilarak hazirlandi. Istenilen 1s1ya geldiginde jel igerisine 4 uL etidyum bromiir
(sigma) eklendi ve hafif¢e sallanarak etidyum bromiiriin jel i¢ine dagilmasi saglandi.
Ardindan jel tepsisi diz bir zemine alinip jelde kabarcik olusmamasina dikkat

edilerek dokulda.
DNA izolasyon ¢ozeltisi hazirlanisi

Cizelge E2.1. A stok ¢ozeltisinin hazirlanigt

SN Kimyasal bilegenin adi Miktar1
1 Sorbitol 12,75 ¢
2 1 M Tris HCI (Ph 7,5) 20 ml

3 0,5 EDTA 2 ml

4 Saf su 100 ml

Cizelge E2.1°de verilen maddeler beher igine koyuldu. Manyetik karigtiricida ¢ozelti
berraklagincaya kadar karigtirildi ve ¢ozeltinin son hacmi 200 ml oluncaya kadar saf

su eklendi. Cozelti, kapakli siseye alinarak saklandi.
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EK-2. (devam) Kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltilerin hazirlanigi

Cizelge E2.2 B stok ¢ozeltisinin hazirlanist

SN Kimyasal bilesenin adi Miktar1
1 1 M Tris HCI (pH 7,5) 40 ml
2 0,5 EDTA 2 ml

3 5 M NaC(l 80 ml
4 CTAB 4g

Cizelge E2.2°de verilen maddeler beher iginde karigtirilarak 1sitmali manyetik
karigtiricida ¢ozeltinin ¢oziinmesi saglandi. Tam ¢oziinme i¢in bir gece beklendi ve

sonrasinda son hacim saf su ile 200 ml’ye tamamlandi.

Cizelge E2.3 C stok ¢ozeltisinin hazirlanigt

SN Kimyasal bilegenin adi Miktar
1 N-lauroly sarcosine 10g
2 Distile su 100 ml

Cizelge E2.3’te verilen maddeler beher iginde isitmali manyetik karistiricida
kangtirildi. Cozeltideki kopiikler hesaba katilmadan son hacim saf su ile 200 ml’ye
tamamlandi. A, B ve C stok ¢ozeltilerinden DNA izolasyon ¢ozeltisi hazirlanigt

asagida (Cizelge E2.4) verildi.

Cizelge E2.4. DNA izolasyon ¢ozeltisinin hazirlanist

SN Kimyasal bilesenin adi Miktar
1 PVP- B ¢ozeltisi 2,4 g-100 ml
2 Natriumdisulfit troken- A ¢ozeltisi 720 mg-100 ml

3 C ¢ozeltisi 40 ml
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EK-2. (devam) Kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltilerin hazirlanisi

A, B ve C stok g¢ozeltilerinden sirasiyla 1:1:0,4 oraminda hazirlandi. DNA Izolasyon
¢ozeltisinin toplam hacminin %1 agirligt kadar PVP tartildi ve B ¢ozeltisine eklendi.
150 mg/50 ml oraninda natriumdisulfit troken tartilip A ¢ozeltisine eklendi. Oranlara
uygun sekilde hesaplanan C ¢ozeltisi karigima eklenerek, karsim 1sitmali manyetik

karistiricida (65 °C’a kadar) 1sitildu.
Serum fizyolojik ¢ozeltisinin hazirlanist

0,9 g NACI (tuz) tartilarak bir cam bir sise i¢ine konuldu. Uzerine 100 ml distile su
eklenerek kanstinldi. 121 °C ‘de 20 dk. otoklavda steril edildi. Serum fizyolojik

cozeltisi steril cam tiiplere koyularak kullanildu.



71

EK-3. Besi yerlerinin hazirlanis1 ve bakterilerin kiiltiire alinmast
Mueller Hinton Agar hazirlanisi

Merck KGaA marka Mueller Hinton agar besi yeri kullanildi. 1 litre distile su igin
34,0 g MHA tozundan kullanildi. Isitilan az bir miktar distile su ile erlen igerisinde
MHA tozu ¢ozdirildi. Coziinme gergeklesince kalan distile suyun hepsi erlene ilave
edildi ve tozun iyice ¢ozliinmesi i¢in ¢alkalandi. Erlenin agzi kapatildi. 15 dakika 121
°C’de otoklavda besi yeri ve cam plaklarin sterilizasyonu saglandi. 45-50 °C’ye
gelinceye kadar oda sicakliginda sogumaya birakildi. Steril plaklara dokmek igin,
uygun sicakliga gelince kabarcik yapmadan dikkatli bir sekilde, steril kabinde
plaklara dokildia. Plaklar oda sicakliginda 1 giin bekletildi. Kullanilma zamanina
kadar +4 °C’de saklandi.

Nutrient Broth agar hazirlanisi

Merck KGaA marka Nutrient broth ve Conda Pronadisa American Bacteriological
agar kullanildi. 1 litre distile su i¢in 8,0 g NB tozundan ve 8,0 g katilastiric1 agar
tozundan kullanildi. Isitilan az bir miktar distile su ile erlen igerisinde nutrient broth
tozu ve agar tozu koyularak ¢ozduraldi. Cozinme gergeklesince kalan distile suyun
hepsi ilave edildi ve iyice ¢oziinmesi i¢in erlen calkalanarak karigim hazirlandi.
Erlenin agz1 kapatildi. 15 dakika 121 °C’de otoklavda sterilizasyonu saglandi. Oda
sicakliginda sogumaya birakildi ancak belli bir sicakliga gelince katilagmadan

petrilere dokildi. Ertesi giin petri i¢inde katilagan besi yerleri +4 °C’de saklandi.
Nutrient Broth hazirlanisi

Merck KGaA marka nutrient broth besi yeri kullanildi. 1 litre distile su igin 8,0 g
NB tozundan kullanildi. Isitilan az bir miktar distile su ile erlen igerisinde nutrient
broth tozu ¢ozdiraldi. Coziinme gergeklesince kalan distile suyun hepsi ilave edildi
iyice ¢ozinmesi i¢in erlen ¢alkalanarak karigtm hazirlandi. Erlenin agzi kapatildi. 15
dakika 121 °C’taotoklavda strelizasyonu saglandi. Steril cam tiiplere 5 ml kadar NB
koyuldu
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EK-3. (devam) Besi yerlerinin hazirlanisi ve bakterilerin kiltire alinmasi
Liyofilize bakterilerin ekimi

Liyofilize olarak satici firmadan teslim alinan bakterileri aktiflestirmek ve sonrasinda
tekrar kullanmak amaciyla saklamak Uzere, bakteri ambalajlari Gizerinde tarif edilen
sekilde sulandirilarak bakteriler kanli agara ekildi. Bakteriler ekim yapilan plaklarda
1 gece 37 °C olarak ayarlanan etlivde cogaltildi. Kultiurde tek disen koloniler
%15’lik gliserollu LB sivi stok besi yerinde -20 °C’de saklandi.

Stok besiyerinden bakterilerin aktiflestirilmesi

Stok LB sivi besi yerinde saklanan bakteri drneklerini kullanmak igin NB besi yeri
kullanildi. 1 gun 6nceden hazirlanan NB besi yerinden steril cam tlplere ~ 5 ml
kadar koyuldu. Bakteriler isimlerinin yazili oldugu tiiplere mikropipet yardimiyla 10
[il hacminde eklendi. 37°C’a ayarlanan etlivde 24 saat inktbasyona birakildi.

Nutrient broth besi yerinden nutrient agar besiyerine ekim

NB besi yerine ekilen ve 1 gece inkiibasyona birakilan bakteriler NBA besi yerine
steril tek kullanimhk 6ze yardimiyla tek koloni disecek sekilde ekildi. 37 °C’a
ayarlanan etivde 24 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucu bakterilerde

ureme Resim E3.1’deki gibi gozlendi

Resim E3.1. Bakterilerin nutrient agar besi yerinde 24 saatlik inkiibasyon sonucu
uremesi
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EK-3. (devam) Besi yerlerinin hazirlanist ve bakterilerin kiltiire alinmasi
Nutrient broth besi yerinden nutrient agar besi yerine ekim

Nutrient broth besiyerine ekilen ve 1 gece inkiibasyona birakilan bakteriler nutrient
agar besi yerine steril tek kullanimlik 6ze yardimiyla tek koloni diisecek sekilde

ekildi. 37 °C’a ayarlanan etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi.
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EK-4. ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon g¢aplar arasindaki iligki
Pearson korelasyon testi ile analiz edildi

Cizelge E4.1. ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplan arasindaki
iligki

Etanol (15 pl)

S. aureus E. facealis P. auriginosa E. coli
P; p P; p P; P P; p

808-14 -0,71 0,02  -0,60 0,05

810-8 0,79 0,00

810-14 0,60 0,05 0,67 0,03

810-20 0,67 0,03

817-16 -0,68 0,02

818-10 -0,60 0,05

818-11 0,88 0,00 0,59 0,05 0,75 0,01

818-15 -0,77 0,01

818-17 0,67 0,03 -0,78 0,01

818-20 0,60 0,05 0,60 0,05

8254 -0,89 0,00 -0,73 0,01

825-6 0,65 0,03

826-6 -0,68 0,02

827-6 -0,68 0,02

827-14 -0,68 0,02

853-8 -0,68 0,02

853-11 -0,68 0,02
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EK-4 (Devam) ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplar arasindaki
iligki Pearson korelasyon testi ile analiz edildi

Cizelge E4.1. (Devam) ISSR lokuslari ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplari

arasindakai iligki

Etanol (20 ul)

S. aureus E. facealis P. auriginosa E. coli
P P Pr P P P Pr P

808-14 -0,60 0,05

810-8 0,81 0,00

810-14 0,66 0,03

817-13 0,69 0,02

817-17 0,81 0,00

818-11 0,74 0,01

818-17 -0,68 0,02

825-4 -0,86 0,00

825-10 -0,63 0,04

826-2 0,69 0,02

826-10 0,69 0,02

826-17 0,69 0,02

827-2 0,69 0,02

853-10 -0,65 0,03

865-5 0,70 0,02 0,62 0,04

>

>

> >
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EK-4 (Devam) ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon caplar arasindaki
iligki Pearson korelasyon testi ile analiz edildi

Cizelge E4.1. (Devam) ISSR lokuslari ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplari

arasindakai iligki

Etanol (25 pl)

S. aureus E. facealis P. auriginosa E. coli
Tp p I'p p I'p p T'p p
808-1 0,64 0,04
808-3 0,60 0,05
808-10 0,60 0,05
808-21 0,60 0,05
810-20 0,74 0,01
817-18 0,01 0,04
818-7 0,64 0,04
818-17 -0,70 0,02 -0,65 0,03
818-20 0,68 0,02 0,62 0,04
825-4 -0,79 0,00 -0,79 0,00
825-7 -0,72 0,01
825-9 -0,72 0,01
826-1 0,65 0,03
8266 -0,61 0,05
827-1 0,60 0,05
827-4 0,61 0,05
827-6 -0,61 0,05
827-11 0,60 0,05
827-13 0,60 0,05
827-15 0,60 0,05
829-2 0,60 0,05
829-7 0,60 0,05
853-1 0,60 0,05
8538 -0,61 0,05
853-11 -0,61 0,05
865-5 0,64 0,03
865-8 -0,65 0,03
865-10 -0,61 0,05

>
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EK-4 (Devam) ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplar arasindaki
iligki Pearson korelasyon testi ile analiz edildi

Cizelge E4.1. (Devam) ISSR lokuslari ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplari
arasindakai iligki

Hekzan (15 ul)

S. aureus E. facealis E. coli
p P p P p P
808-20 -0,67 0,02
810-5 0,60 0,05
818-3 0,74 0,01
865-9 0,62 0,04 0,60 0,05

865-11 0,60 0,05
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EK-4 (Devam) ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplar arasindaki

iligki Pearson korelasyon testi ile analiz edildi

Cizelge E4.1. (Devam) ISSR lokuslari ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplari

arasindakai iligki

Hekzan (20 ul)

S. aureus E. facealis E. coli
Ip P Fp V4 I'p p

808-20 -0,60 0,05

810-2 0,68 0,02
810-5 0,64 0,03
810-6 0,76 0,01 0,64 0,03
810-11 0,01 0,05

817-1 0,80 0,00
817-2 0,80 0,00
817-3 0,80 0,00
817-4 0,80 0,00
817-5 0,80 0,00
817-7 0,80 0,00
825-6 0,70 0,02

829-1 0,01 0,05

865-3 0,61 0,05
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EK-4 (Devam) ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplar arasindaki
iligki Pearson korelasyon testi ile analiz edildi

Cizelge E4.1. (Devam) ISSR lokuslari ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplari

arasindakai iligki

Hekzan (25 ul)

S. aureus E. facealis P. auriginosa E. coli
T'p p T'p p I'p p T'p p
808-20 -0,43 0,19
808-21 0,67 0,02
810-2 0,60 0,05
810-3 0,60 0,05
810-5 0,67 0,03
810-6 0,83 0,00 0,82 0,00
810-11 0,60 0,05
817-9 -0,60 0,05
827-11 0,67 0,02
827-13 0,67 0,02
827-15 0,67 0,02
829-1 0,60 0,05
829-2 0,67 0,02
829-7 0,67 0,02
853-1 0,67 0,02
865-3 0,60 0,05
865-8 -0,72 0,01
865-9 0,62 0,04 0,67 0,02 0,64 0,03




80

EK-4 (Devam) ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplar arasindaki
iligki Pearson korelasyon testi ile analiz edildi

Cizelge E4.1. (Devam) ISSR lokuslari ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplari
arasindakai iligki

Kloroform (15 ul)

S. aureus E. facealis P. auriginosa E. coli
p p p p p p p p
808-5 1,00 0,00
808-9 0,62 0,04
808-20 -0,84 0,00
817-1 0,72 0,01
817-2 0,72 0,01
817-3 0,72 0,01
8174 0,72 0,01
817-5 0,72 0,01
817-7 0,72 0,01

817-17 0,63 004 063 004
818-11 0,69 0,02

818-19 0,67 002
826-4 062 0,04

825-6 084 0,00
826-17 067 0,02

827-4 062 0,04
827-2 067 002 062 004

827-5 068 0,02

827-7 067 002 062 004

829-4 061 0,04

853-4 061 0,04

853-9 063 0,04

865-2 061 0,04

865-8 0,83 0,00
865-10 0,63 004
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EK-4 (Devam) ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplar arasindaki

iligki Pearson korelasyon testi ile analiz edildi

Cizelge E4.1. (Devam) ISSR lokuslari ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplari

arasindakai iligki

Kloroform (20 ul)

S. aureus E. facealis P. auriginosa E. coli
T'p p T'p p T'p p T'p p
808-2 0,68 0,02
810-8 0,80 0,00
810-14 0,75 0,01 -0,62 0,04
810-18 0,63 0,04
810-20 0,81 0,00 0,63 0,04
817-9 -0,62 0,04
817-12 0,85 0,00
817-13 0,73 0,01
817-16 0,78 0,01
817-17 0,80 0,00 0,67 0,02
818-11 0,69 0,02
818-15 -0,73 0,01
818-20 0,70 0,02 0,60 0,05
8254 -0,75 0,01
826-1 0,63 0,04
826-2 0,73 0,01
826-6 0,78 0,01 0,93 0,00
826-10 0,73 0,01
826-11 -0,35 0,29 0,71 0,02
826-15 0,78 0,01
826-18 0,85 0,00
826-17 0,73 0,01
827-2 0,73 0,01
827-6 0,78 0,01
827-7 0,73 0,01
827-14 0,78 0,01
827-19 0,66 0,03
829-10 0,71 0,02
829-12 0,85 0,00
853-9 0,80 0,00 0,67 0,02
865-4 -0,61 0,05
865-8 -0,77 0,01
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EK-4 (Devam) ISSR lokuslar ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplar arasindaki
iligki Pearson korelasyon testi ile analiz edildi

Cizelge E4.1. (Devam) ISSR lokuslari ile antimikrobiyal inhibisyon zon ¢aplari

arasindakai iligki

Kloroform (25 ul)

S. aureus E. facealis P. auriginosa E. coli

p p 7p 14 p P p p
808-12 0,64 0,04
808-20 -0,66 0,03
808-22 -0,61 0,05
810-8 0,63 0,04 0,79 0,00
810-12 0,69 0,02
810-14 0,59 0,05
810-20 0,70 0,02
817-13 0,83 0,00
817-17 0,63 0,04 0,79 0,00
818-1 0,64 0,03
818-11 0,64 0,03 0,75 0,01
825-6 0,66 0,03
826-2 0,83 0,00
826-10 0,63 0,04 0,83 0,00
826-14 0,64 0,03
826-17 0,63 0,04
827-2 0,63 0,04 0,83 0,00
827-7 0,63 0,04 0,83 0,00
853-9 0,63 0,04 0,79 0,00
865-8 -0,70 0,02
865-10 -0,66 0,03
865-13 -0,69 0,02
865-14 -0,64 0,03
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EK-5. ISSR PCR analizleri

Cizelge ES.1. ISSR analizleri ile tretilen ISSR lokuslan ve farkli kekik turlerinde
hesaplanan alel sayist (7.), etkili alel sayisi (ne.a) ve genetik cesitlilik (/)

verileri
SN Locus N Ha M h SN Locus N Ha Hea h
1. 808-1 11 2 1,86 0,46 36. 810-14 11 2 1,66 0,40
2. 808-2 11 2 1,66 0,40 37. 810-15 11 2 1,86 0,46
3. 808-3 11 2 1,20 0,17 38. 810-16 11 2 1,42 0,30
4. 808-4 11 2 1,66 0,40 39. 810-17 11 2 1,42 0,30
5. 808-5 11 2 1,42 0,30 40. 810-18 11 2 1,98 0,50
6. 808-6 11 2 1,42 0,30 41. 810-19 11 2 1,86 0,46
7. 808-7 11 2 1,98 0,50 42, 810-20 11 2 1,66 0,40
8. 808-8 11 2 1,20 0,17 43. 810-21 11 2 1,42 0,30
9. 808-9 11 2 1,86 0,46 44, 817-1 11 2 1,20 0,17
10. 808-10 11 2 1,20 0,17 45, 817-2 11 2 1,20 0,17
11. 808-11 11 2 1,86 0,46 46. 817-3 11 2 1,20 0,17
12. 808-12 11 2 1,66 0,40 47. 8174 11 2 1,20 0,17
13. 808-13 11 2 1,42 0,30 48. 817-5 11 2 1,20 0,17
14. 808-14 11 2 1,86 0,46 49, 817-6 11 2 1,42 0,30
15. 808-15 11 2 1,66 0,40 50. 817-7 11 2 1,20 0,17
16. 808-16 11 2 1,42 0,30 51. 817-8 11 1 1,00 0,00
17. 808-17 11 2 1,66 0,40 52. 817-9 11 2 1,66 0,40
18. 808-18 11 2 1,86 0,46 53. 817-10 11 1 1,00 0,00
19. 808-19 11 2 1,42 0,30 54. 817-11 11 2 1,42 0,30
20. 808-20 11 2 1,98 0,50 55. 817-12 11 2 1,42 0,30
21. 808-21 11 2 1,20 0,17 56. 817-13 11 2 1,20 0,17
22. 808-22 11 2 1,42 0,30 57. 817-14 11 2 1,66 0,40
23. 810-1 11 2 1,42 0,30 58. 817-15 11 2 1,66 0,40
24. 810-2 11 2 1,42 0,30 59. 817-16 11 2 1,20 0,17
25. 810-3 11 2 1,20 0,17 60. 817-17 11 2 1,42 0,30
26. 810-4 11 2 1,42 0,30 61. 817-18 11 2 1,86 0,46
27. 810-5 11 2 1,86 0,46 62. 818-1 11 2 1,98 0,50
28. 810-6 11 2 1,86 0,46 63. 818-2 11 2 1,20 0,17
29. 810-7 11 2 1,20 0,17 64. 818-3 11 2 1,42 0,30
30. 810-8 11 2 1,42 0,30 65. 8184 11 2 1,20 0,17
31. 810-9 11 2 1,66 0,40 66. 818-5 11 2 1,20 0,17
32. 810-10 11 2 1,42 0,30 67. 818-6 11 2 1,42 0,30
33. 810-11 11 2 1,20 0,17 68. 818-7 11 2 1,86 0,46
34. 810-12 11 2 1,66 0,40 69. 818-8 11 2 1,42 0,30
35. 810-13 11 1 1,00 0,00 70. 818-9 11 2 1,66 0,40
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Cizelge ES.1. (Devam) ISSR analizleri ile uretilen ISSR lokuslarn ve farkli kekik

tiurlerinde hesaplanan alel sayist (m.), etkili alel sayisi (me.a) ve genetik
cesitlilik (/) verileri

SN Locus N Ha  MNea h SN Locus N Na Hea h

71. 818-10 11 2 1,98 0,50 107.  826-17 11 2 1,20 0,17
72. 818-11 11 2 1,66 040 108. 826-18 11 2 1,42 0,30
73. 818-12 11 2 1,20 0,17 109. 827-1 11 2 1,20 0,17
74. 818-13 11 2 1,86 046 110. 827-2 11 2 1,20 0,17
75. 818-14 11 2 1,20 0,17 111. 827-3 11 2 1,42 0,30
76. 818-16 11 2 1,20 0,17 112. 827-4 11 2 1,42 0,30
77. 818-17 11 2 1,86 046 113. 827-5 11 2 1,66 0,40
78. 818-18 11 2 1,66 040 114. 827-6 11 2 1,20 0,17
79. 818-19 11 2 1,66 040 115. 827-7 11 2 1,20 0,17
80. 818-20 11 2 1,86 046 116. 827-8 11 1 1,00 0,00
81. 825-1 11 2 1,20 0,17 117. 827-9 11 1 1,00 0,00
82. 825-2 11 2 1,42 0,30 118. 827-10 11 1 1,00 0,00
83. 825-3 11 2 1,20 0,17 119. 827-11 11 2 1,20 0,17
84. 825-4 11 2 1,42 0,30 120. 827-12 11 2 1,20 0,17
8s. 825-5 11 2 1,20 0,17 121. 827-13 11 2 1,20 0,17
86. 825-6 11 2 1,98 0,50 122. 827-14 11 2 1,20 0,17
87. 825-7 11 2 1,20 0,17 123. 827-15 11 2 1,20 0,17
88. 825-8 11 2 1,20 0,17 124. 827-16 11 2 1,86 0,46
89. 825-9 11 2 1,20 0,17 125. 827-17 11 2 1,42 0,30
90. 825-10 11 2 1,86 046 126. 827-18 11 2 1,86 0,46
91. 826-1 11 2 1,98 0,50 127. 827-19 11 2 1,66 0,40
92. 826-2 11 2 1,20 0,17 128. 829-1 11 2 1,20 0,17
93. 826-3 11 2 1,42 0,30 129. 829-2 11 2 1,20 0,17
94. 826-4 11 2 1,86 046 130. 829-3 11 2 1,42 0,30
95. 826-5 11 2 1,42 0,30 131. 8294 11 2 1,20 0,17
96. 826-6 11 2 1,20 0,17 132. 829-5 11 2 1,66 0,40
97. 826-7 11 2 1,42 0,30 133. 829-6 11 2 1,42 0,30
98. 826-8 11 2 1,42 0,30 134. 829-7 11 2 1,20 0,17
99. 826-9 11 2 1,42 0,30 135. 829-8 11 2 1,66 0,40
100.  826-10 11 2 1,20 0,17 136. 829-9 11 2 1,66 0,40
101.  826-11 11 2 1,42 0,30 137.  829-10 11 2 1,42 0,30
102.  826-12 11 2 1,66 040 138. 829-11 11 1 1,00 0,00
103.  826-13 11 2 1,42 0,30 139. 829-12 11 2 1,42 0,30
104.  826-14 11 2 1,98 0,50 140.  829-13 11 2 1,66 0,40
105.  826-15 11 2 1,20 0,17 141.  829-14 11 2 1,42 0,30
106.  826-16 11 2 1,66 040 142.  829-15 11 2 1,42 0,30
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Cizelge ES.1. (Devam) ISSR analizleri ile uretilen ISSR lokuslarn ve farkli kekik

tiurlerinde hesaplanan alel sayist (m.), etkili alel sayisi (me.a) ve genetik

cesitlilik (/) verileri
SN Locus N Mo  MHea h SN Locus N Na Hea h
143. 829-16 11 2 1,20 0,17 157. 865-3 11 2 1,20 0,17
144. 853-1 11 2 1,20 0,17 158. 865-4 11 2 1,66 040
145. 853-2 11 2 1,20 0,17 159. 865-5 11 2 1,86 046
146. 853-3 11 2 1,42 030 160. 865-6 11 2 1,20 0,17
147. 8534 11 2 1,20 0,17 161. 865-7 11 2 1,42 030
148. 853-5 11 2 1,42 030 162. 865-8 11 2 1,86 046
149. 853-6 11 2 1,42 030 163. 865-9 11 2 1,20 0,17
150. 853-7 11 2 1,20 0,17 164. 865-10 11 2 1,86 046
151. 853-8 11 2 1,20 0,17 165. 865-11 11 2 1,86 046
152. 853-9 11 2 1,42 030 166. 865-12 11 2 1,66 040
153. 853-10 11 2 1,42 030 167. 865-13 11 2 1,86 046
154. 853-11 11 2 1,20 0,17 168. 865-14 11 2 1,66 040
155. 853-12 11 2 1,20 0,17 169. Mean 11 19 146 0,29
156. 865-2 11 2 1,20 0,17 170.  St, Dev 0,20 0,27 0,13
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