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IN VITRO ve IN VIVO KOSULLARDA BAZI BiTKi EKSTRAKTLARININ
HIYARLARDA SORUN OLAN Fusarium oxysporum f. sp. Cucumerinum

PATOJENINE KARSI ALTERNATIF MUCADELE OLANAKLARININ
ARASTIRILMASI

SEYMANUR BAYHAN
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BILIMLERI ENSTITUSU

BiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. ABDURRAHMAN ONARAN)

Bu calismada, iilkemiz florasinda dogal olarak yetisen dokuz farkli bitki tiiriinden
(Rosmarinus officinalis, Peganum harmala, Aesculus hippocastanum, Prunus
mahaleb, Santalum album, Chelidonium majus, Tragopogon pratensis, Isatis
tinctoria, Pistacia terebinthus) elde edilen metanol ve n-hexane ekstraktlarinin
Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum’a (FOC) kars1 in vitro ve in vivo kosullar
altinda antifungal aktiviteleri arastirilmistir. Antifungal aktivite ¢alismalari in vitro
(PDA ortamui tizerinde) ve in vivo kosullarda (hiyar bitkisi iizerinde) ekstraktlarin 1,
2, 5, 10 mg/ml dozlar1 kullanilarak belirlenmistir. Fungal hastaligin (FOC) bitki
ekstraktlarina kars1 gdstermis oldugu miselyum gelisimleri (mm), miselyum gelisim
engellemeleri (%) ve lezyon gelisimleri (mm) ve ekstraktlarin letal doz degerleri
hesaplanmistir. Ekstraktlarin patojene karsi sergilemis oldugu en yiiksek etkiler
biberiye toprak {istii aksami (BT) ve menengic meyve (MNM) metanol
ekstraktlarinda sirastyla %79 ve %81 olarak goriilmistiir. N-hexan ekstraktinda ise
BT ve c¢ivitotu ¢igcek (CC)’de sirastyla %80 ve % 70 olarak bulunmustur. Ayrica
LD50 degerleri ise BT ve MNM metanol i¢in sirastyla 2,1 ve 3,1 mg/ml olarak, n-
hexanda ise BT ve CC’de 4,3 mg/ml olarak hesaplanmstir. In vivo kosullarda
yiriitiillen ¢alismalarda, in vitro ¢alismalardaki benzer sonuglar elde edilmis, test
edilen patojene karsi en yiiksek MNM metanol ekstraktinda %84 etki bulunmustur.
Bu elde edilen sonuglara gore kullanilan ekstraktlarin doz miktarina bagli olarak
antifungal aktivite diizeylerinin artig1 goriilmiistiir.

2019, 65 SAYFA
ANAHTAR KELIMELER: Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, Bitki
ekstrakti, Antifungal aktivite, /n vitro, In vivo



ABSTRACT

MASTER THESIS

INVESTIGATION OF ALTERNATIVE METHODS OF SOME PLANT
EXTACTS AGAINST PATHOGEN Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum
CAUSING PROBLEM IN CUCUMBER WITH IN VITRO AND IN VIVO
CONDITIONS

SEYMANUR BAYHAN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

(SUPERVISOR: Assoc. Prof. Dr. ABDURRAHMAN ONARAN)

In this study, antifungal activities of methanol and n-hexane extracts from nine
different plant species (Rosmarinus officinalis, Peganum harmala, Aesculus
hippocastanum, Prunus mahaleb, Santalum album, Chelidonium majus,
Tragopogon pratensis, Isatis tinctoria, Pistacia terebinthus) that grow naturally in
the flora of our country against Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (FOC)
under in vitro and in vivo conditions were investigated. Antifungal activity studies
were determined using 1, 2, 5, 10 mg/ml doses of extracts in vitro (on PDA) and in
vivo (on cucumber) under conditions. Mycelium development (mm), mycelium
development inhibitions (%) and lesion development (mm) and letal dose values of
extracts were calculated by plant extracts against FOC. The highest effects of
extracts against the pathogen were 79% and 81%, respectively, in BT (rosemary)
and MNM (terebinth) methanol extracts. N-hexan extract was found to be 80% and
76% respectively in BT and CC (dyers woad). In addition, the LD50 values were
calculated for BT and MNM methanol as 2.1 and 3.1 mg/ml, respectively, and for
n-hexan as 4.3 mg/ml in BT and CC. In vivo studies, similar results were obtained
with in vitro studies and 84% effects were found in the highest MNM methanol
extract against the pathogen tested. According to these results, antifungal activity
levels were increased depending on the dose amount of the extracts used.

2019, 65 PAGE
KEYWORDS: Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, Plant extract, Antifungal
activity, In vitro, In vivo
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

dk Dakika

It Litre

gr Gram

m Metre

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

NaOCl Sodyum Hipoklorid
ug Mikrogram

ul Mikrolitre

% Yiizde

°c Santigrat Derece

< Kiictktiir

cm Santimetre

cm?® Santimetre Kiip

p Olas1 Hata Miktar1
Kisaltmalar Aciklama
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C+ Pozitif Kontrol

EC50 %350 Etkili Konsantrasyon
LC50 %50 Oldiiriicii Konsantrasyon
PDA Patates Dekstroz Agar



Rpm Dakikadaki Devir Sayisi

MIK Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
MBC Minimum Bakteri Konsantrasyonu
MIC Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
MGI Miselyum Biiyiime Inhibisyonu

ATK Atkestanesi Meyve Kabugu
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BT Biberiye Toprak Ustii Aksam

SM Sandal Agact Meyve

ATY Atkestanesi Yaprak

CcC Civit Otu Cicek

SAY Sandal Agact Yaprak

MM Mahlep Meyve

MY Mabhlep Yaprak

MNM Menengi¢c Meyve

TST Teke Sakali Toprak Ustii Aksam

KY Kirlangi¢c Otu Yaprak

KC Kirlangi¢ Otu Cigek

ATM Atkestanesi Meyve

UG Uzerlik Govde

MNY Menengic Yaprak
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1. GIRIS

Ulkemizde ve Diinya’da kiiltiir bitkilerinde sorun olan hastalik ve zararlilara karsi
kimyasal miicadele yogun sekilde kullanilan bir miicadele yontemidir. Kimyasal
miicadelede kullanilan pestisitler iirlinlerde iiretim maliyetini artirmakta ve kalinti
sorununu ortaya c¢ikarmaktadir. Tarimsal faaliyetin yogun oldugu yerlerde birim
alandan daha fazla verim almak i¢in kullanilan kimyasal ilaglar insan sagligim1 ve
cevreyi tehdit eder duruma gelmistir. Biitlin bu olumsuzluklara kars1 yiiriitiilen alternatif
miicadele arastirmalar1 hiz kazanmistir. Son zamanlarda alternatif miicadelede bitki
patojenlerine karsi, ucucu yaglar, bitki ekstraktlar1 ve bitki patojenlerine karsi
dayanikliligr artiran kimyasal bilesikler tiizerindeki calismalar Onem kazanmigtir
(Azcon-Aguilar ve ark., 1996; Benhamou ve Belanger ,1998; Howell, 2003; Barrera-
Necha ve ark., 2009). Bitkisel kokenli bilesikleri pestisitlerle kiyasladigimizda ¢evreye
olumsuz etkisi veya kalint1 sorunu yok denecek kadar az olan ve dogal olarak yetisen

tiriinlerden olustugu i¢in bitki hastaliklarinin miicadelesinde 6nemli bir yer almistir.

Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum hastalik etmeni bitkileri koklerden enfekte
etmeye baslar ve daha sonra iletim demetlerinde kahverengilesme, yapraklarda
sararmalar goriiliir (Sekil 1.1). Hastalik daha fazla ilerlediginde bitki genelinde

kurumalar ve sonrasinda dliimler baslar (Unlii ve ark., 2009).

Fusarium solgunluk etmeninin miicadelesi diger toprak kaynakli fungal etmenlerin
miicadelesinden daha zordur. Bu nedenle hastalik etmeniyle miicadelede, dayanikli
cesitlerin yetistirilmesi, bulagik olan bitkilerin iiretim ortamindan uzaklastirilmas,
hastalik etmeniyle temas etmemis saglikli sertifikali iiretim materyalinin kullanilmasi,
miinavebe uygulanmasi, sulama ve toprak islemeye dikkat edilmesi, asir1 azotlu
giibrelerden kaginilmasi, toprak fumigasyonu, solarizasyon ve biyolojik miicadele

yontemlerinin birlikte uygulanmasi gerekmektedir (Boyraz ve Bastas, 2005).
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Sekil:1.1. Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum hastalik etmeninin bitki {izerinde

gostermis oldugu belirti (Anonim,2019a).

Rosmarinus officinalis L. Tirkiye'de Ege ve Akdeniz bolgelerinde yaygin olarak
bulunmaktadir (Sekil 1.2 ). Fransa, Italya, Ispanya, Portekiz, Yunanistan gibi iilkelerde
ekimi ve kiiltiiri yapilmaktadir. Ulkemizde biberiye nin kiiltiirii yapilmamasina ragmen,
dogal olarak yetisen bitkilerden 1999-2003 yillarinda Tiirkiye’de biberiye ihracatinin
toplam 328 bin ton oldugu, yillik gelirin de 523 bin dolar oldugu bildirilmektedir
(Ozgiiven ve ark., 2005). Biberiye Laminacae familyasma ait (Celiktas ve ark., 2007)
boyu 50-100 cm uzunlugunda, ¢ali goriiniimiinde, yapragini dokmeyen, ¢igekleri agik
mavi renkli ¢ok yillik bir bitkidir (Baytop, 1984). Eski Yunan ve Romalilar zamaninda
baharat ve alternatif tedavi amaciyla kullanilan biberiye gilinlimiizde kozmetik,
parfiimeri, aromaterapi, eczacilik ve gida gibi farkli alanlarda kullanilabilmektedir.
Bilimsel caligmalarla biberiye’nin antibakteriyel, antioksidan, antiviral, bagisiklik

sistemini giiclendiren etkilerinin oldugu ortaya konulmustur (Gachkarve ark., 2007).



Sekil 1.2. Rosmarinus officinalis L. bitkisinin goriintiisii (Anonim, 2019b)

Halk arasinda tizerlik otu olarak taninan Peganum harmala L. (Zygophyllaceae), ik
defa Dioscorides tarafindan "Moly" olarak adlandirilmistir (Sekil 1.3). P. harmala,
Mayis-Temmuz aylarinda ¢igek agan, boyu 70 cm kadar ulasabilen, acik alanlarda
dogal olarak yetisen ¢ok yillik otsu bir bitkidir. Tohumlar esmer siyah renkli, 1-2 mm
uzunluktadir. Halk arasinda nazarlik ve tiitsii olarak kullanilmaktadir. Bunun yani sira
bagirsak sorunlarina karsi bal ile karistirilarak tibbi amacli kullanilmaktadir. Tohum ve
koklerinden yapilan boya, kumas ve yiin boyama amaciyla kullanilmaktadir (Abdel-

Fattah ve ark. 1995).

Sekil 1.3. Peganum harmala L. bitkisinin goriintiisii (Anonim,2019c).



Prunus mahalep L. Rosaceae familyasina ait bir mahlep bitki tiirlidiir. Anavatani bati
Asya ve Avrupa olmasma ragmen c¢ok genis bir yayilma alami vardir. Dogada
kendiliginden yetisir. Boyu 10-15 m ye kadar cikabilmektedir. Cali goriiniimli
yapragimi doken bir agactir. Cigekleri beyaz renklidir (Hedberg ve Stangard, 1989).
Ulkemizde Tokat, Corum, Amasya basta olmak iizere bircok sehirde dogada
kendiliginden yetismektedir. Mahlep bitkisinin yorelere gore ismi degismektedir.
Kapama bahgelerin kurulmasiyla birlikte beyaz mahlep yetistiriciligi hizla artmistir

(Matarac1,1997).

Sekil 1.4. Prunus mahalep L. bitkisinin gorlintiisii (Anonim, 2019d).

Santalum album L., Santalaceae familyasina ait bir bitki tiirtidiir. Govdesi odunsu
yapida, yapraklari appozit dizilislidir (Sekil 1.5). Cigekler monoik veya hermofditdir ve
yapraklarm koltugunda tek basina veya grup halinde yer almaktadir. M.O. 5 yy’den beri
Cin ve Hindistan basta olmak Ttzere c¢esitli dogu iilkelerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bitkinin odun kismi yakilarak dinsel torenlere tiitsii olarak kullanilir.
Govdesi 15-20 cm ¢apinda iken boyu degisiklik gostermektedir. Yapragini dokmeyen,
cicekleri saridan mora kacan renklerde bir bitki tiiriidiir. Agac dikildikten yaklasik 20
yil sonra govde genisligi 25 cm kadar ulasabilir (Anonim, 2019e¢).



Sekil 1.5. Santalum album L. bitkisinin goriintiisii (Anonim, 2019f).

Sapindaceae familyasinin iiyesi olan Atkestanesinin iilkemizde bilinen iki tiirii vardir.
Aesculus hippocastanum (Sekil 1.6) ve Aesculus carnea’dir. Ana vatam Balkanlar’dir
(Anonim, 2019g). Boyu 25 m ye kadar ulasabilen ve ta¢ yapisi 15 m ye kadar
genisleyebilen bir agactir. Govdesi gri esmer kabukludur. Yapraklarinin kenari ¢ift
dislidir ve iist yiizeyi parlak yesil alt yiizeyi acik yesil tonlarindadir. Meyveleri gergek
kestane meyvelerine benzer. Renkleri kahverengi, biiyiikliikkleri 1-2 ¢cm arasindadir.
Besin maddesi yoniinden zengindir ve hayvancilikta kullanilmaktadir. Bunun yan1 sira
hos cicekleri nedeniyle de park ve bahge siislemelerinde kullanilmaktadir (Anonim,

2006h).

Sekil 1.6. Aesculus hippocastanum bitkisinin goriintiisii (Anonim, 20191).



Chelidonium majus L. Papaveraceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitki tiiridiir. C.
majus bitkisinin boyu 30-80 cm kadar ulagabilmektedir. Rozet yapraklar1 uzun sapl
kanat yapraklardan olusur. Govde yapraklar1 sapsizdir. Cigekleri altin sarisi renktedir
(Sekil 1.7). Cigeginin dort adet tag yapragir vardir ve ¢igek demetlerinde 4-12 adet
arasinda ¢igek bulunur. Meyveleri fasulye seklini andirir, igerisinde 4-6 adet arasinda
tohum bulunmaktadir. Bitkinin sap1 kirildiginda igerisinden sar1 renkli bir s1vi akar bu
stvi zehirlidir. En yiiksek alkoloid igerdigi aylar temmuz ve agustos oldugu i¢in bu
aylarda toplanmalidir (Anonim, 20191). Bu bitkinin bat1 fitoterapisinde ve geleneksel
Cin tibbinda 6énemli bir yeri vardir. C. majus'un ham 0Oziitleri genis bir biyolojik aktivite
(antienflamatuar, antimikrobiyal, antitiimoral, analjezik, hepatoprotektif)

sergilemektedir (Gilca ve ark., 2010).

Sekil 1.7. Chelidonium majus L. bitkisinin goriintiisii (Anonim,2019j).

Tragopogon pratensis L., Asteraceae familyasina ait iki yillik bir bitki tiirtidiir. Besin
maddesince zengin kuru topraklari tercih eder. Boyu 30-120 cm kadar ulasabilen otsu
bir bitkidir. Sap1 uglara dogru incelir ve diktir. Sapin ucunda tek biiyiik ve kiiskiit sarist
renginde ¢igek bulunmaktadir (Sekil 1.8). Cigegin yapraklari dar uzun ve sapsizdir.
Cigeklerin biiyiikliigii 40-50 mm arasinda degismektedir. Bitkinin ¢iceklenmesi Mayis-
Temmuz aylar1 arasinda olmaktadir. Bitki ilk y1l rozet ve kok olusturur. Ikinci y1l sap ve
tohum olusturur. Halk arasinda gida olarak tiiketilmekte ve gida sektoriinde de

kullanilmaktadir (Ozer ve ark., 2001).



Sekil 1.8. Tragopogon pratensis L. bitkisinin goriintiisii (Anonim, 2019k).

Isatis tinctoria L., Brassicaceae familyasinda, Tiirkiye'de dogal olarak yetisen ¢ok yillik
bir boya bitkisidir. Yapraklarinda bulunan isatan B ve indigotin maddesinin hava ile
temas etmesiyle mavi boya elde edilir (Tans1, 1998). [ tinctoria bitkisinin boyu 40 ile
90 santimetreye kadar ulasabilir. iki yillik sar1 renkli gigekleri olan, otsu bir bitkidir
(Sekil 1.9). I tinctoria’nin ana vatan1 Kafkasya olmasina ragmen uzak dogudan
Himalayalar'a kadar yayilim gostermistir. Kuzey Afrika ve Avrupa'da kiltiiri
yapilmaktadir. Otuz farkli tiirii vardir. Kanseri Onleyici 6zelligi ile 6ne ¢ikmaktadir.

(Anonim, 2018I).

Sekil 1.9. Isatis tinctoria L. bitkisinin goriintiisii (Anonim, 2019m).



Menengi¢ (Pistacia terebinthus L.), Anacardiaceae familyasina ait bir bitkidir. Akdeniz
bolgesine Ozellesmis bir c¢ali tliri olup yapraklarimi doken bir bitkidir.
Boyu 6-9 metreye kadar uzayabilmektedir. Yapraklar1 recine kokusu vermektedir.
Koyu kirmizimsi mor renkli ¢igekleri mart ve nisan aylarinda acar (Sekil 1.10).
Meyveleri kiigiik ve yesildir, olgunlastikca kizarir. Tohumlar1 Eyliil-Ekim aylar1 arasi
olgunlagsmaktadir. Bitki, sicak ve alkali topraklarda iyi gelisir. Isik istegi fazladir.
Meyveleri gida sektoriinde kullanilmaktadir (Anonim, 2010n).

b ';.'t;f,;fﬁ"

Sekil 1.10. Pistacia terebinthus L. bitkisinin goriintiisii (Anonim, 20190).

Bu ¢alismada, hiyar bitkisinde yogun sekilde zararlara neden olan Fusarium oxysporum
f. sp cucumerinum fungus tiirtine kars1 Rosmarinus officinalis, Peganum harmala,
Aesculus hippocostanum, Prunus mahalep, Santalatum album, Celicedium majus,
Tragapogan prolentis, Isatis tinctoria ve Pistacia terebinthus bitkilerinin 16 farkli
kismindan elde edilen metanol ve n-hexan ekstraktlarinin antifungal aktivitelerini

belirlenmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir.



2. KAYNAK OZETLERI

Glintimiizde, g¢evreyle dost bitkisel kaynakli triinlerin kullanimi her alanda yogun
sekilde artis gostermektedir. Insanlar, tedavi amaciyla bitkisel ilaglar1 yan etkisinin
olmadig1 veya c¢ok az oldugunu diisiindiikleri i¢in kullanmaktadirlar. Yine benzer
sekilde tarim alanlarinda sorun olan hastalik ve zararlilara karsi ticari olarak kullanilan
ruhsat almis biyo-pestisitler giinlimiizde yogun sekilde kullanilmaktadir. Bitkilerin
bilinyelerinde barindirdiklar1 antimikrobiyal maddeler yeni iiriinlerin gelistirilmesi
amactyla degisik arastiricilar tarafindan ¢alismalar yiiriitiilmektedir. Bu calisma icin
yapilan literatiir taramas1 sonucunda ayni bitkilerin farkli hastalik etmenine veya farkl
hastalik etmenlerinin ¢alismamizda kullanilan bitkilere karsi yapilmis belirli sayida

arastirmaya rastlanmistir.

Ordu II’inde yayilis gosteren Aesculus hippocastanum (Atkestanesi)’ un yaprak, tohum,
tohum kabugu ve meyve kapsiilii etanol ekstraktlarinin antibakteriyel ve antifungal
aktiviteler1 arastirllmigtir. Elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek amaciyla 7 bakteri ve 1 fungus tiirline karsi disk difiizyon yontemi
kullanilarak uygulama yapilmistir. Elde edilen sonuglara gore, atkestanesinin etanol
ekstraktlar1 hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilere karsi zayif aktivite
sergilemistir. Proteus vulgaris ve Listeria monocytogenes atkestanesi ekstraktlarina
kars1 en hassas mikroorganizmalar olarak bulunmustur. Sonuclar 4. hippocastanum'un
bazi Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere kars1 zayif bir antibakteriyel etki

gosterdigi fakat Aspergillus niger karsi antifungal etkisinin olmadigi belirtilmistir

(Ertiirk 2017).

Atkestanesi su ve etanol ekstraktlarinin Streptococcus mutans, S. salivarius, S. mitis, S.
sanguis ve Lactobacillus acidophilus bakteri tiirlerine ve Candida albicans ile
Penicillium morneffi gibi fungus tiirlerine kars1 antibakteriyel ve antifungal etkinligi
arastirilmistir. Calisma sonuglarina gore bitkinin etanol konsantrasyonlari S. mutans, S.

sanguis bakterileri ile C. albicans ve P. morneffi fungal patojenlerine karsi 6nemli



seviyede antibakteriyel ve antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Roy ve ark.,

2011).

Atkestanesi (desculus hippocastanum)’nin de igerisinde barindirdigr yedi farkli orman
bitkisinin bilesikleri incelenmistir. Tarimsal iiretimde ciddi verim kayiplarina sebep
olan zararli organizmalara kars1 bir¢ok etkisinin oldugu bu ¢alismayla tespit edilmistir.
Bu etkilerden bazilari; funguslarina spor ¢imlenmesi ve miselyum biiyiimesini onleyici
etki gosterdigi ve zararli boceklerin yumurtlamasini engelledigi belirtilmistir. Bu
caligmanin sonucuna gore caligmada kullanilan bitkiler biyo-pestisit olarak

kullanilabilecegini belirtmistir (Kitis,2011).

Bu ¢alismada Prunus mahaleb bitkisinin fakli kisimlarindan elde edilen metanol ve n-
hexan ekstraktlarinin gram negatif bakterilere (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, and Acinetobacer baumanii) ve
gram pozitif bakterilere (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis) kars1 etkinlikleri belirlenmistir. Ayrica, fungus tiirlerinden ise Candida
albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis ve C. krusei patojenlerine karsi antifungal
etkinlikleri belirlenmistir. Sonug olarak, mahleb bitkisinin metanol ektraktlari, n-heksan
ekstraktlarindan daha iyi antioksidan aktivite gostermistir. Kullanilan biitiin ekstraktlar
gram pozitif bakterilere kars1 16-64 ng/ml arasinda, gram negatif bakterilere ise 8-64
pg/ml konsantrasyonlarda etki gostermistir. Bakterilere karst MIC degeri B. subtilis
hari¢ (64 ng/ml) 250 ng/ml konsantrasyonlarda etki gostermistir. Metanol ve n-hexan
ekstraktlarinin antifungal MIC degerleri 64 pg/ml olarak belirlenmistir. Antimikrobiyal,
antifungal ve antioksidan aktiviteleri gii¢lii olan mahlep bitkisinin gelecekte klinik ve

gida hastaliklar1 icin dnemli olabilecegini gdstermektedir (Ozgelik, 2012).

Prunus mahalep bitkisininde i¢inde bulundugu 50 farkli baharat bitkisinden elde edilen
etanol ekstraktlarinin 7 farkli bakteri tiiriine ve 2 farkli fungus Candida albicans ve
Aspergillus niger’e karsi antibakteriyal ve antifungal etkisi arastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore P. mahalep bitkisinin fungus tiirleri icin MIC degerleri sirasiyla 10 ve
2,5 mg/ml olarak belirlenmistir. Ayrica bu calismada ilk defa P. mahalep bitkisinin

antimikrobiyal ve antioksidant aktivitesi belirlenmistir (Demirkol ve Ertiirk 2019).
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Chelidonium majus bitkisinin su ve metanol ekstraktlarinin Fusarium spp.’nin 10 farkl
tiriine (F. culmorum F. graminearum, F. solani, F. oxysporum f. sp. dianth., F.
oxysporum f. sp. gladioli, F. oxysporum f. sp. licopersici, F. oxysporum f. sp. cubense,
F. oxysporum f. sp. melonis, F. oxysporum f. sp. melonis race, ve F. oxysporum f. sp.
melonis) karst antifungal etkileri arastirilmistir. Bu tiirlere karsi sivi ve kati besi
ortamlarinda ekstraktlarin miselyum engelleme oranlar Olgiilmiistiir. Su ekstraktinin
onemli derece bu tiirlere karsi etki gosterseler de metanol ekstraktinin daha etkili

oldugunu bildirmislerdir (Matos ve ark., 1999).

Chelidonium majus'un toprak {istii kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin, Botrytis
cinerea'nin Czapek agar besiyerinde miselyum gelisimini énemli diizeyde azalttiginm
bildirmislerdir. Minimum fungusidal konsantrasyonunun (MFC) 60 ul/ml ekstrakt
oldugunu ve B. cinerea’nin conidialarinda geri doniisiimii olmayan, yapisinda yogun

sekilde degisikliklere neden oldugunu rapor etmislerdir (Parvu ve ark., 2008).

Wianowska ve ark. 2018’de yaptiklart bir ¢alismada, Chelidonium majus L.
ekstraktlarinin antifungal aktivitesi ile bu ekstraktlardaki ana alkaloidler olan
chelerythrine sanguinarin, bitki patojeni fungus olan Botrytis cinerea'ya kars1 benzerlik
ve farkliliklar1 arastirlmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda Chelidonium majus
ekstraktlarinin  Botrytis cinerea'ya karst ¢ok etkili oldugu belirlenmistir. Ayrica
ekstraktlarin ana alkoloidleri olan chelerythrine sanguinarin daha etkili oldugunu

bildirmislerdir.

Bu ¢alismada, Chelidonium majus bitkisinden elde edilen aktif bilesenlerin klinik olarak
ilaca direngli fungus izolatlarina karst in vitro kosullarda antifungal aktivitesi
degerlendirilmistir. Belirlenmis alt1 bilesikten 8-hidroksi-dihidrosanguinarin (1) ve 8-
hidroksi-dihidrohelesitrin (2) bilesiklerinin MIC araliklar1 sirasiyla 2-80 ve 4-100 ug/ml
araliginda giiclii bir aktivite gostermistir. Diger bilesiklerde ise, Dihidrosanguinarin (3),
dihidroheleritrin (4), sanguinarin (5) ve chelerythrine (6) hafif diizeyde antifungal
aktivite sergilemistir. Bu sonuglara gore ilaca direngli funguslarin neden oldugu ciddi

enfeksiyon tedavisinde C. majus bitkisinden elde edilen 8-hidroksil alkaloidlerin
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potansiyel olarak uygulanmasi i¢in 6nemli bilgiler saglandigini belirtmiglerdir (Meng ve

ark.,2009).

Kahan ve Nasreen 2016 yilanda yaptiklar1 bir ¢calismada, Santalum album’un bitkisinin
farklt kisimlarindan elde edilen metanol ve su ekstraklarinin bitki patojeni funguslardan
Colletotrichum lindemithanum, Curvularia lunata ve Fusarium moniliformi’ye karsi
antifungal aktivitesini aragtirmistir. Yapilan calisma sonucunda Santalum album’un

metanol ve su ekstraklarinin iy1 bir antifungal aktivite gosterdigini bildirmislerdir.

Park ve ark. 2008’de yaptiklar bir ¢alismada, 27 farkli tibbi aromatik bitkinin metanol
ekstraktinin alt1 fitopatojenik funguslara kars1 in vivo antifungal aktiviteleri i¢in 0.5, 1
ve 2 mg/mL konsantrasyonlarinda etkinliklerini test etmislerdir. Boswellia carterii,
Saussurea lappa, Glycyrrhiza uralensis, Piper nigrum, Rheum coreanum, Lysimachia
foenum-graecum, Evodia officinalis, Santalum album ve Curcuma longa bitkilerinden
elde edilen ekstraktlarinin 2 mg/mL konsantrasyondaki dozunda c¢ok gii¢lii antifungal
aktiviteye sahip olduklarimi belirtmislerdir. S. album, P. nigrum ve L. foenum-graecum
bitkilerinin kullanilan 1 mg/mL dozunda sirasiyla, Blumeria graminis f. sp. hordei,
Puccinia recondita ve Magnaporthe grisea kars1 fungusidal aktivite gosterdigini rapor

etmislerdir.

Bayan ve Onaran 2017’de yatiklar1 bir calismada, Santalum album bitkisinin
yapraklarindan elde edilen metanol ve n-hexan ekstraklarinin bitki patojeni
funguslardan Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici (FORL), Alternaria solani,
Verticillium dahliae ve Sclerotinia sclerotiorum’a kars1t antifungal aktivitesine
arastirmislardir. Yapmis olduklar ¢alisma sonucunda metanol ekstraktinin V. dahliae,
FORL, A. solani ve S. sclerotiorum miselyum gelisimini sirasiyla, %70.15, %70.56,
%73.2 ve %100 engelledigi belirtmislerdir. Ayn1 zamanda, n-hexan eksraktinin ise
FORL, A.solani, V. dahliae, and S. sclerotiorum bitki patojenlerini sirastyla %60.6,
%62.61, %66.38 ve %83.35 engelledigini rapor etmislerdir.

Santalum album bitkisinin ugucu yag1 herpes simplex virus-1 ve -2'ye karsi in vitro

antiviral aktivite yoniinden denenmistir. Bu viriislerin ¢ogalmasinin ugucu yagin

12



varliginda inhibe edildigi gozlemlenmistir. Bu etki doz artisina bagli olarak artig
gostermistir. Kullanilan ugucu yagin virusidal 6zellik gdstermemistir, sadece viriisiin
cogalmasini azalttig1 goriilmiistiir. Ayrica test edilen konsantrasyonlar sitotoksisite etki

gostermedigini belirtmislerdir. (Benencia ve Courreges, 1999).

Tragopogon cinsine bagli Tragopogon longirostris var. longirostris ve T. pratensis
subsp. orientalis L. bitkilerinin toprak {sttii ve koklerinin antioksidan etkileri
degerlendirildigi bu ¢alismada, total fenolik ve flavonoit igeriklerinin sirasiyla
63.45+0.25 ile 68.92+0.42 mg/g oldugunu, kafeik asit ve kersetin igeriklerinin ise 4+1
ile 21049 mg/g olarak belirlendigini sdylemislerdir. Ayni ¢alismada, En yliksek
klorojenik asit miktarinin 7. longirostris var. longirostris toprak Usttii kisimlarinda
578.22 £ 4.19 ug/mg olarak tespit edilmistir (Acikara ve ark., 2013). Benzer farkli bir
calismada ise, Tragopogon pratensis bitkisinden elde edilen etanol ekstraktlarinin gram
pozitif ve negatif bakterilere karsi antimikrobiyal etkiye sahip oldugu bildirilmistir
(Rotaru ve ark., 2018).

Bu calismada, Isatis tinctoria bitkisinin saf ekstraktlarinin ve izole edilen alkoloidlerin,
sadece ekstrakt ve ekstrakt+alkoid fraksiyonlarinin etkinlikleri arastirilmistir. Buna
gore, saf ekstraktlarinin bazi patojenlere kars1 etkinlikleri belirlenmistir. Bu
patojenlerden  bitkilerde hastalik olusturanlara karst yapilan uygulamalarda
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia solani ve Fusarium solani f. sp. lycopersici
patojenlerine karsi, saf ekstraktlarin sirastyla %61, %57.8 ve %10 oraninda yiizde

engelleme belirlemislerdir ( Ahmad ve Fatima 2008) .

Isatis tinctoria bitkisinden elde edilen dort farkl: bitki kisimlarindan (yaprak, ¢igcek, kok
ve govde) on dort farkli ¢oziicii kullanilarak elde edilmis olan ekstraktlarin gram negatif
ve pozitif bakterilere ve fungus tiirlerinden Mucor mycosis, Aspergillus niger,
Aspergillus  fumagatus ve Aspergillus flavus karst antifungal ve antibakteriyel
aktiviteleri belirlemiglerdir. Elde edilen sonuglara gore, 1. tinctoria bitki ekstraktlarinin
kullanilan her bitki kismi1 ve ekstraktlarin hazirlandigi her organik ¢oziicliye gore
degiskenlik gosterdigi ve farkli biyolojik aktivitelere sahip oldugu belirtilmistir (Ullah
ve ark., 2017).
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Isatis tinctoria’nin bitkisinin farkli kisimlarindan farkli ¢oziiciiler (su, metanol, etanol)
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin in vitro kosullar altinda etkinlikleri belirlenmistir.
Bitkiden elde edilen ekstraktlarin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri test
edilmistir.  Bitki ekstraktlarin  Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus karst antimikrobiyal
aktivitesi ortaya konulmustur. Ozellikle yapraklardan elde edilen su ekstraktinm
Bacillus subtilis ve Escherichia coli’ye kars1 yiiksek diizeyde antimikrobiyal aktivite
gosterdigini vurgulamiglardir (Heo ve ark., 2012).

Isatis tinctoria bitkisinin toprak iistii aksamindan Tryptanthrin, indole-3-acetonitrile ve
p-coumaric acid methylester maddeleri izole edildigi belirtilmistir. Bitkiden elde edilen
bu bilesiklerin, insektisidal (Hylotrupes bajulus), antifidant (Reticulitermis santonensis)

ve antifugal (Coniophora puteana) aktivite gosterdigini belirtmiglerdir (Seifert, 1994).

Pistacia terebinthus ve Papaver rhoeas bitkilerinden elde edilen ekstraktlarinin
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, Corynebacterium xerosis, Mycobacterium smegmatis bakterilerine ve Candida
utilis, Candida albicans, Aspergillus niger ve Penicillium expansum funguslarina karsi
etkinlik c¢alismalar1 yiiritilmistiir. P. terebinthus ekstraktlarinin  P.  rhoeas

ekstratlarindan daha yiiksek aktivite gosterdigi bildirilmistir (Coban ve ark., 2017).

Farkli Pistacia tiirlerinin (Pistacia vera, Pistacia terebinthus ve Pistacia lentiscus)
yapraklarindan elde edilen saf ekstraktlarin Phythium ultimum, Rhizoctania solani ve
Fusarium sambucinum patojenleri iizerine antifungal aktiviteleri test edilmistir. Elde
edilen sonuclara gore, ekstraktlarin P. ultimum ve R. solani lizerine gliglii antifungal
aktivite gostermesine ragmen F. sambucinum lizerine etkisiz oldugunu rapor etmislerdir

(Kordali ve ark., 2003).

Pistacia vera, Pistacia terebinthus yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin ve
Pistacia lentiscus reginesinin, tarimsal alanlarda hastalik olusturan patojenlerden
Pythium ultimum, Rhizoctonia solani ve Fusarium sambucinum’a olan antifungal

etkinlikleri aragtirilmistir. Baz1 P. terebinthus, P. vera ve P. lentiscus ugucu yaglar1 ve
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P. lentiscus reginesinin toplam ve notr fraksiyonlarinin R. solani'nin biiylimesini énemli
Olciide inhibe ettigini belirtmislerdir. Test edilen tiim ekstraktlarin, P. wultimum ve F.
sambucinum'a kars1 antifungal aktivite gostermedigi ancak F. sambucinum'un gelisimini

arttirdig1 bildirilmistir (Duru ve ark., 2003).

Dellavalle ve ark., 2011°de yaptiklar1 arastirmada, Uruguay'da geleneksel olarak
kullanilan, igerisinde Rosmarinus officinalis’inde bulundugu 10 bitki tiiriiniin
ekstraktlarinin Alternaria spp. ye karst antifungal aktivitesini degerlendirmislerdir. Bitki
tiiriiniin su ekstrakti, tuzlu sulu tampon ekstrakt1 ve asit ekstraktlarinin Alternaria spp.’
ye kars1 diisiik konsantrasyonlarda bile maksimum aktivite gosterdigi belirlenmistir.
Bunun yaninda Alternaria ssp’ye karsi asit ekstrakti, su ekstrakti ve tuzlu su tampon
ekstraktindan daha etkili oldugu bulunmustur. Ekstraktlarin MIC degerlerinin 1.25 ile
25 ug/ml arasinda, MFC degeri ise 1.25 ile 10 ug/ml arasinda oldugu goézlemlenmistir.
Bu bitkiler arasinda R. officinalis’in asit ekstraktinin MIC ve MFC degeri 1.25 ug/ml
olarak tespit edilmistir. Yapilan bu aragtirma sonucunda kullanilan ekstraktlarin

kimyasal bir fungusit olan Captan ile neredeyse ayni etkiyi gosterdigi tespit edilmistir.

Bu arastirmada, bitki ekstraktlarinin (kekik, biberiye, altin ¢icegi) Aspergillus
parasiticus 2999 ve 465 suslari iizerine etkileri incelenmistir. /n vitro kosullar altinda
yiiriitiilen bu ¢alismada %2, %5 ve %10 oraninda bitki ekstraktli besi yerine Aspergillus
parasiticus’un ayr1 ayri ve ¢ift paralel olarak 3 nokta ekimi yapilmistir. Biberiye bitki
ekstraktinin; A4. parasiticus’un 2999 susu iizerine %?2’lik konsantrasyonda %9,34,
%5°lik konsantrasyonda %3,88 ve %10’luk konsantrasyonda %5.20 inhibisyon etkisi
gosterdigi tespit edilmistir. Arastirma sonucunda, kekik ekstraktinin bu funguslar
iizerinde engelleyici etkide bulundugu, ancak biberiye ve altin ¢igegi ekstraktinin her

hangi bir etkiye sahip olmadig tespit edilmistir (Celiktas, 2010).

Konya bolgesinden toplanan Rosmarinus officinalis bitkisinin ugucu yaglarinin gaz
kromatografisi ve gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi ile analiz edilmistir. Ayrica
biberiye yagi inhibisyonu Alternaria alternata, Botrytis cinerea ve Fusarium
oxysporum'a kars1 arastirilmistir. Ugucu yagin 10 ve 40 ppm olmak iizere iki farkli doz

calismast yapilmistir. Bununla birlikte F. oxysporum misellerinde 4. giinde 10 ppm
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dozda 39 mm, 40 ppm dozda 37 mm kontrolde ise 46 mm’lik bir gelisim
gozlemlenmistir. Fungus gelisim engellemeleri, kullanilan ugucu yag seviyelerine bagl

olarak degiskenlik gostermistir (Ozcan ve Chalchat, 2008).

Mersin, Canakkale, Izmir’den toplanan Rosmarinus officinalis bitkisinin ugucu
yaglarinin ve metanol ekstraktlarinin Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pnomonisi, Enterococcus feacalis, Aseusus
etmenlerine karsi antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir. Canakkle ve Izmirden
toplanan 6rneklerin MIC ve MBC degerleri mersinden toplanan orneklere gore daha
yiiksek bulunmustur. Toplanan bu 6rneklerin kullanilan bu etmenlere karst MIC ve
MBC degerleri 2.5- 20 mg/ml arasinda degismektedir. Yapilan bu c¢aligsma test edilen
bakterilerin, ugucu yaglara ve kismen metanolik ekstraktlara duyarli oldugunu
gostermistir. Ugucu yaglarin test edilen bakterilere karsi antimikrobiyal aktiviteleri,
mevsim ve mevsimsel degisikliklere bagl olarak farklilik gostermistir (Celiktas ve ark.,

2007).

Santoyo ve ark., 2005 yilinda yaptiklari calismalarinda, Rosmarinus officinalis'den elde
edilen esansiyel yag bakimindan zengin fraksiyonlarin kimyasal bilesimi ve
antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Toplam yagin %80'1 antimikrobiyal aktivite,
gram pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis), gram negatif
bakteriler (Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) dahil alt1 mikrobiyel tiire ve
bir fungusa (Aspergillus niger) kars1 disk diflizyon ve serial seyreltme yontemleriyle
test edilmistir. Aspergillus niger’e karst R. officinalis’in i¢inde bulunan kimyasal
bilesiklerin antimikrobiyal etkisi arastirilmis ve MBC degerlerinin 1.85 ile 2.25 mg/ml

PR

arasinda degistigi gozlemlenmistir.

Bu calismada Rosmarinus officinalis'in de igerisinde bulundugu 3 bitkinin etanol
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktiviteleri 41 adet mikroorganizmaya kars1 denenmistir.
Artemisia afra’nin kullanilan organizmalara kars1 antimikrobiyal etkisi %100, Pteronia
incana’da en fazla % 50 ve R. officinalis de ise %83 olarak tespit edilmistir. Sonug
olarak A. afra’nin R. officinalis ve P. incana'dan daha yiiksek antimikrobiyal aktivite

gosterdigi gozlemlenmistir (Mangena ve Muyima,1999).
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Bu c¢alismada, Peganum harmala 'nin B-karbolin alkaloitleri, biyoassay kilavuzlu bir
fraksiyonlama yoluyla test edilmis ve antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Test
edilen mikroorganizmalara ve uygulama yontemine bagli olarak bilesiklerin etkisi
arasinda onemli farkliliklar (P> 0.05) gézlemlenmistir. Bireysel olarak incelendiginde,
Harmine proteus vulgaris, Bacillus subtilis ve Candida albicans'a karst en etkili olan
inhibisyonlarin 21.2 ile 24.7 mm arasinda degistigi gozlemlenmistir. Alkaloitlerin
potansiyelinin, toplam alkaloidal ekstrakt ile 31.5 mm'ye ulasan inhibisyon bolgeleri ile
bir ¢esit sinerjistik etkilesime isaret eden ikili karigimlar halinde uygulandiginda arttig:

gozlemlenmistir (Nenaah, 2010).

Bu calismanin amaci, hasat sonrasi turunggil meyve hastaliklarinin kontrolii ig¢in
kullanilan kimyasal fungusitlere alternatif miicadele yoOntemlerinin bulunmasini
saglamaktadir. Penicillium digitatum, Penicillium italicum ve Geotrichum candidum
bitki patojenlerine kars1 Peganum harmala ve Rosmarinus officinalis bitkilerinin de
icinde bulundugu 21 farkli aromatik ve medikal bitkinin {i¢ patojenin biiyiimesini de
tamamen inhibe ettigi belirlenmistir. P. harmala’nin tohumlarindan elde edilen
ekstraktin li¢ bitki patojenine karsi antifungal etkisi % 100 olarak tespit edilmistir.
Bunun yaninda R. officinalis’in yapraklarindan ve ¢iceklerinden elde edilen ekstraktin
sirastyla antifungal etkisi; P. digitatum’a karst % 56, P. italicum’a karst %22 ve G.
Candidum’a kars1 % 8 olarak bulunmustur (Ameziane ve ark. 2007).

Bu calismada Peganum harmala L. bitksinin metanol ve ethanol ektraktlar1 Fusarium
oxysporum f. sp. melonis, Rizoctonia solani ve Verticillium dahliae’nin de igerisinde
oldugu 12 farkli etmene karst denenmistir. Fungus misellerinin radyal biiylimesi
24°C’de 10 giin inkiibasyonun ardindan (cm) 6l¢iilmiistiir. Bu 6l¢iimler sonucunda en
fazla antifungal etki 2 cm biiyiime gosteren V. dahliae’de olup en az etkide 5 cm’nin
iizerinde biiyiime gosteren R. solani’ye karsi olmustur. Bunlarin yan sira F. oxysporum
f. sp. melonis’de 4 cm’lik bir biiylime gostermistir. Bunun sonucunda P. harmala
ekstraktlarinin, fitopatojenik funguslar iizerinde antifungal aktivite gostermis olup
kimyasal ilaclara alternatif olarak kullanilabilecegi vurgulamislardir (Sarpeleh ve

ark.,2009).
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Cryptomeria japonica kabugunun n-hexan, diklorometan, etanol ve % 70 sulu aseton
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin antifungal aktivitesi, dort bitki patojeni Alternaria
alternata, Pyricularia oryzae, Rhizoctonia solani ve Fusarium oxysporum f. sp
cucumerinum funguslarina karsi denenmistir. Patojenlere karst en yliksek aktivite n-
hexan ekstraktinda bulunmustur. Madde tayin ¢alismalarinda, silika jel kolon
kromatografisi ve yiiksek performansl sivi kromatografisi ile n-hexan ekstraktindan bir
yiiksek antifungal etkiye sahip bir bilesik izole edilmistir. Bu bilesik ferruginol olarak
tanimlanmistir (Kofujita ve ark., 2001).

Bu calisma, nane, kekik ve lavanta bitkilerinden elde edilen su ekstraktt ve ucgucu
yaglarin Rhizoctonia solani ve Fusarium spp. lizerindeki antifungal etkisini belirlemek
amactyla yapilmistir. Bitkilerden elde edilen su ekstraktlarinin son konsantrasyonlari
%0.5, %1, %2, %4, %8 dozunda ve ucucu yaglar ise 1, 2, 3, 5 ve 10 ul/ml dozunda
kullanilmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilere gore, nane, kekik ve lavanta
ekstraktlarinin antifungal etkisi, ayn bitkilerin ugucu yaglarina gére daha diisiik oldugu
saptanmistir. Nane, kekik ve lavanta ekstraktlarnt R. solani ve Fusarium spp.’nin
miselyum gelisimini farkli oranlarda engellemistir. En yiiksek antifungal etki kekik
ekstraktinin %8 dozunda saptanmistir. Kekik ugucu yaginin 1, 2, 3, 5 ve 10 pl/ml
dozlarn test edilen patojenlerin misel gelisimini %100 oraninda engellemistir. Nane ve
lavanta ugucu yaglarinin antifungal etkileri patojene ve doza bagli olarak degismekle

birlikte birbirlerine ¢ok yakin bulunmustur (Erdogan ve ark., 2014).

Bu calismada, Nane bitkisinin ugucu yagmin 5 ul'sinin Fusarium oxysporum f. sp
radicis-cucumerinum (FORC) bitki patojeninin misel biiylimesini 6nemli Olglide
azalttig1 belirlenmistir. Bu elde edilen sonuglar 1s18inda, arastiricilar nane bitkisinin
yiiksek diizeyde antifungal aktivite gosterdigini ve FORC’nin biyolojik kontroliinde
kullanilabilir oldugunu belirtmislerdir (Nosrati ve ark.,2011).

Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum hiyar bitkisine 6zellesmis toprak kaynakli bir
hastalik etmenidir. Hiyar bitkisini tiim gelisme donemlerinde enfekte edebilir. Bu
calismada 161 adet floresan pseudomonas izolati Fusarium oxysporum f.sp.

cucumerinum’a kars1 in vitro ve in vivo kosullarda antagonisttik yetenekleri agisindan
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denenmistir. Calisma sonunda 20 adet floresan pseudomonas izolatinin siderefor etki
yoniinden testlemeleri yapilmistir. Segilen 20 adet floresan pseudomonas izolatinin in
vitro etkinliklerinde genelde siderofor etkiye dayandigi belirlenmistir. Bu izolatlar ile in
vivo da yapilan degerlendirmede ise etkinin %7,69 ile %38,4 arasinda degistigi

goriilmustiir ( Altin ve Bora, 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Calismamizda kullanilan bitki tiirlerine ait kisimlar (Cizelge 3. 1) 2018 yilinda gelisme
donemlerine gore, Yozgat, Mersin, Kirsehir, Gliimiishane, Tokat ve Antalya illerinden
toplanmustir. Toplanan bitkilerin kisimlar steril saf suyla yikanmis ve oda sicakliginda
golgede kurutulmustur. Daha sonra her bitki kismi ayr1 ayr1 dgiitliciiden gecirilerek
kiigiik parcalara ayrilmistir (Sekil 3.1). Calismanin bundan sonraki kisminda bu bitki

materyalleri kullanilmustir.

o
Sekil 3.1. Bitki materyallerinin ogiitliciide kiigiik pargalara ayrilmasi
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Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan bitkiler ve 6zellikleri

Botanik ismi Familya Tiirkce ad1 Bitki Kism Toplandig:
yer
Rosmarinus officinalis Lamiaceae Biberiye Toprak istii aksam | Mersin
Peganum harmala Zygophyllaceae Uzerlik Otu Meyve, Govde Yozgat
Aesculus hippocastanum | Hippocastanaceae | Atkestanesi Meyve kabugu, Tokat
Meyve, Yaprak
Prunus mahaleb Rosaceae Mabhlep Yaprak, Meyve Yozgat
Santalum albiim Ericaceae Sandal agact Yapak, Meyve Antalya
Chelidonium majus Papaveracea Kirlangig Otu | Yaprak, Cicek Gilimiishane
Tragopogon pratensis Asteraceae Tekesakali Toprak iistii aksam1 | Kirsehir
Isatis tinctoria Brassicaceae Civit otu Cigek Kirsehir
Pistacia terebinthus Anacardiaceae Menengic Yaprak, Meyve Tokat

3.1.2. Fungus kiiltiirii

Calismada kullanilan bitki patojeni fungus Fusarium oxysporum f. sp. cucumerium
(FOC) Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii,
Fitopatoloji laboratuvarlarinda bulunan stok kiiltiirlerden elde edilmistir. Fungus
kiiltiirii, 20 ml potato dextrose agar (PDA) igeren 90 mm petri kaplarinda 24+2 °C’de 7

giin gelistirildikten sonra calismada kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Ogiitiilmiis bitki materyallerinin her birinden 100‘er gr tartilarak 1 litrelik cam
kavanozlara konulmus ve Orneklerin iizerini kapatacak kadar metanol ve n-hexan
organik c¢oziicii ilave edilmistir (Sekil 3.2-a). 72 saat oda sicakliginda orbital
calkalayicida 120 rpm de karistirilmistir (Sekil 3.2-b-c). Daha sonra ekstraktlar kaba
filtre kagidindan gecirilmistir (Sekil 3.2-d). Coziiciiler, ratory evaporator ile 40 °C de
evapore edilerek uzaklastirilmistir. Geriye kalan kuru ekstraktlar %10 sulu aseton ile
coziilerek, calismamizda kullanilmak {izere farkli konsantrasyonlar elde edilmistir

(Kadioglu ve Yanar, 2010).
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.\
Sekil 3.2. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

3.2.2. In vitro kosullarda bitki ekstraktlarimin antifungal etkilerinin

belirlenmesi

Hazirlanan PDA otoklav edilerek 40 °C’ye kadar sogutulmustur. Daha sonra,
ekstraktlarin son konsantrasyonlar1 1, 2, 5, 10 mg/mL dozunda olacak sekilde PDA
ortamia eklenmigtir.  PDA 60 mm c¢apli petri kaplarina (10 ml olacak sekilde)
aktarilmigtir. Bitki ekstrakti ilave edilmis PDA’lar 12 saat beklenerek daha sonra
hastalik etmeni fungusun 5 mm capinda miselyum diskleri petri kapinin merkezine
ekimi yapilmistir. Fungus kiltiirii 244+2°C’de inkiibasyona tabi tutulmus, negatif
kontrolde patojen petri kapini kaplayinca dikey ve yatay c¢aplarda Ol¢timler alinmustir.
Kontrol grubundaki gelismelere bakilarak uygulama yapilan petrilerde gelisim
engelleme oranlari Ol¢ililmiistiir (Pandey ve ark., 1982, Onaran ve Yilar 2012). Pandey
ve ark.,, 1982 e gore gelisimdeki engelleme kontrol deki gelisime kiyaslanarak
Miselyum gelisim engellemesi hesaplanmistir. Deneme 4 tekerriirli ve 2 tekrarlamali

olarak ylriitilmiistiir.

Yiizde miselyum geligsmesi su formiile gére hesaplanmistir. (Pandey ve ark., 1982).
MGI=100x(dc-dt)/dc

MGI; Miselyum gelisim engellemesi

dc; Kontroldeki miselyum gelismesi

dt; Uygulamalardaki miselyum gelismesi

Bu hesaplamadan sonra, Do¢ Dr. Abdurrahman Onaran tarafindan hazirlanan 0-4

skalasina gore, 0=%0 engelleme yok (-), 1=% 1-25 hafif engelleme (+), 2=%26-50 orta
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diizeyde engelleme (++), 3=%51-75 yiiksek engelleme (+++), 4= %76-100 asir1 yiiksek
diizeyde engelleme (++++) olarak kabul edilmistir. Bu deneme sonunda bulunan bitki
ekstraktlarindan 4=%76-100 asir1 yiiksek diizeyde engelleme goriilenler hastalik

etmenlerine karsi imitvar kabul edilmistir.

3.2.3. Hyar fidelerinin yetistirilmesi

Fusarium oxysporum f. sp. cucumerium’a kars1 hassas olan “Altay” hiyar cesidi
kullanilmistir. Hiyar gesitleri alaninda uzun yillardir Antalya I1’inde fide iiretimi yapan
0zel bir firmadan temin edilmistir. Viyollerde 2-4 ger¢ek yaprakli donemde bulunan
hiyar fideleri igerisinde, 121 °C de 15 dakika 24 saat arayla 2 kez otoklav edilmis olan,
%60 kum %25 torf ve 15 toprak karisimi bulunan saksilara sasirtilmistir (Smith ve
Onions, 1994). Sasirtma isleminden sonra 2 It suda 50 gr 15-15-15 N-P-K dengeli giibre
coziilerek hiyar bitkilerine uygulamasi yapilmistir. Daha sonra bu fideler in vivo (sera)

kosullarinda kullanilmak tizere bakimlar1 yapilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Saksilara sasirtilan ﬁderden bir gérunii

3.2.4. In vivo kosullarda bitki ekstraktlarin antifungal etkilerinin

belirlenmesi

In vitro galismalar sonucunda test organizmasina kars1 asir1 yiiksek diizeyde [%76-100]

etki gosteren ekstraktlarin en yiiksek kullanilan 10 mg/ml dozlar1 in vivo denemelerde
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kullamlmistir.  [n vivo c¢alismalar, sera kosullarinda saksilarda yetistirilen hiyar
bitkilerine Fusarium oxysporum f. sp. cucumerium bitki patojeninin inokulasyonu ve
bitki ekstraktlarin uygulanmasi, negatif (%10 aseton) ve pozitif (%80 thriam)
kontrollerin uygulanmas1 seklinde gerceklesmistir. Hiyar fidelerine patojenin
inokulasyonu sasirtilmasindan 7 giin sonra yapilmistir. Fusarium oxysporum f. sp
cucumerium patojeninin fidelere bulastirilmasinda; fidelerin kok bogaz1 bdlgesinden 1-2
cm acilarak (Sekil 3.4a), kok bolgesine daha once hazirlamis oldugumuz hastalik
inokulumu (sekil 3.5) 3-4 gr olacak sekilde (sekil 3.4b-c) uygulanmistir (Newton ve
Sequeire, 1972). Bitki ekstraktlarinin hiyar bitkisi lizerinde fitotoksit etki gosterip
gostermedigini belirlemek amaciyla 1. giin ekstraktlarin sulama suyu seklinde 10 ml
(w/v) ¢ozelti seklinde kok bogaz1 bolgesinden uygulamast yapilmistir. Daha sonra bitki
ekstraktlariin test patojeni ilizerinde etkinligini belirlemek amaciyla, patojenin hiyar
fidelerine inokulasyondan 7 giin sonra (Fidelerin sasirtilmasindan 14 sonra) bitki
ekstraktlarinin uygulanmasi ayni sekilde yapilmistir. Ekstraktlarin bitki ylizeyine ve test
organizmalarina tutunmasini saglamak i¢in Twen-20 ilave edilmistir (Smith ve Onions,
1994). Biitiin denemelerde negative kontrol olarak %10’luk aseton kullanilmustir.
Pozitif kontrol olarak %80 thiram {iretici firmanin 6nerdigi dozda kullanilmigtir. Bitki
ekstraktlarinin uygulanmasindan sonra giinliikk olarak, bitki gelisimi gozlenmis ve
degerlendirmeler kaydedilmistir. Denemelerde 1 1t’lik saksilar kullanilmistir. Biitiin
denemeler 5 tekerriirlii olarak tesadiif bloklar1 deneme desenine gore diizenlenmis ve iki

defa tekrarlanmistir.

Sekil 3.4. Hastalik etmeninin hiyar fidelerine FOC hastalik etmenin inokulasyonu
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3.2.5. Inokulasyon yéntemi

Hastalik etmeni i¢in, 2000 ml erlenmayer i¢ine 1:1 oraninda yulaf taneleri, kum ve 50
ml saf su konulmustur. Daha sonra karisim 24 saat arayla 2 kez 121 °C’de 30 dk otoklav
edilmistir. Bu sekilde hazirlanan karisima, PDA ortaminda 7-10 giinliik gelistirilmis
kiiltiirlerden 5 mm ¢apinda misel diskler aktarilmistir. 2 hafta siireyle inkubasyon

stiresine tabi tutulmustur (Newton ve Sequeire, 1972).

Sekil 3.5. Erlen mayer icerisinde 1:1 oraninda yulaf taneleri, kum bulunan karigima,

PDA ortamindaki fungus misellerinin aktarilmasi

Uygulanan inokulasyon yontemlerinden sonra fideler, 21 giin sonunda toprak iistii ve
toprak alti organlarinda gozlemler yapilmis hastalik siddeti bakimindan Kavroulakis

vd., (2005)’ dan uyarlanan 0-5 skalasina gore belirlenmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Hastalik etmenlerinin inokulasyon sonrasi geligsmelerini incelemek i¢in
kullanilacak 0-5 skalasi

Belirtiler Hastahk indeksi
Hastalik belirtisi yok 0
Kokte hafif renk degisikligi 1
Koyu renkli leke ve lezyonlar kokiin ¥4 {ine yayilmisg 2
Enfeksiyon toplam kok alaninin yarisi kaplamis, ana kokte bariz renk degisikligi 3
Enfeksiyon kokiin ¥4’iinii kaplamis, kok bogazinda lezyonlar, yapraklarda solgunluk | 4
Enfeksiyon kokiin tiimiine yayilmis ve dliim var 5
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3.2.6. Verilerin degerlendirilmesi

Caligma sonucunda elde edilen veriler, SPSS 16.0 istatistik paket programi kullanilarak
varyans analizine tabi tutulacak, ortalamalar arasindaki farklar Duncan testi ile
belirlenmistir. Ayrica, bitki ekstraktinin lethal dozlar1 Polo plus 1.0 programi

kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Giiniimiizde bitkilerden elde edilen bitkisel kaynakli iriinler yogun sekilde
kullanilmaktadir. Bu calismada, bitkilerden elde edilen ekstratlarin in vitro ve in vivo
kosullarda hiyarda yogun sekilde hastalik olusturan Fusarium oxsysporum f. sp.
cucumerium patojenine karsi antifungal aktivite degerleri belirlenmistir. Bu aktivite
degerleri 4.1. In vitro antifungal aktivite ¢alismalar1 ve 4.2 In vivo antifungal aktivite

calismalan basliklar1 altinda incelenmistir.

4.1. In vitro antifungal aktivite calismalari

Calismamizda kullanilan bitki tiirlerinin farkli kisimlarindan elde edilen metanol ve n-
hexan ekstraktlarin in vitro denemelerde antifungal etkinlik ¢alismalar ytriitiilmustiir.
Etkinlik calismalar1 sonucunda elde edilen degerler istatistiki olarak Onemli
bulunmustur (P<0,05). Ekstraktlarin F. oxysporum f. sp. cucumerinum patojenine olan
miselyum gelisme degerlerinin istatiski olarak degerlendirmeleri metanol ekstraktlar
icin sekil 4.1°de n-hexan ekstraktlar i¢in ise Sekil 4.2°de verilmistir. Ayrica miselyum

gelismeleri ve ylizde miselyum gelismeleri Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir.

F. oxysporum f. sp. cucumerinum kars1 metanol ekstraktlarinda elde edilen sonuglarda,
patojene karsi en etkili ekstrakt MNM ve BT nin 10 mg/ml dozunda bulunmustur. Bu
ekstraktlarda sirastyla 11,30 mm ve 12,43 mm miselyum gelismeleri gozlenmistir.
Patojene karsi en az aktivite gosteren ekstraktlar ise 10 mg/ml dozunda SM ve UG
ekstraktlarinda bulunmustur. Bu eksraktlarin miselyum gelisimleri sirasiyla 44,11 mm
ve 40,89 mm olarak olctlmiistiir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1). Bunun yaninda bitki
ekstraktlarin1 negatif kontrolle kiyasladigimiz zaman kullanilan biitiin dozlarda, 10
mg/ml dozda 11,30 ile 44,11 mm arasinda, 5 mg/ml dozda 23,47 ile 47,38 mm arasinda,
2 mg/ml dozda 28,57 ile 53,11 mm arasinda, 1 mg/ml dozda ise 35,83 ile 60 mm

arasinda degisen oranlarda miselyum gelisiminin gézlenmistir.
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Cizelge 4.1. Metanol bitki ekstraktlarinin F. oxysporum f. sp. cucumerinum bitki

patojenine karst miselyum gelismeleri (mm) ve yiizde miselyum gelismeleri (%)

Bitkiler Kullamilan Dozlar (mg/ml)

1mg 2mg Smg 10mg C- C+

MGI MG MGI | MG MGI | MG MGI | MG
ATK-M" 18 48,92 | 27 44,08 | 42 35,08 | 65 21,11 0 100
UM-M 27 43,74 | 42 34,90 | 39 36,42 | 47 31,60 0 100
MY-M 5 57,05 | 25 45,25 | 33 39,94 | 45 32,98 0 100
BT-M 40 35,83 | 52 28,57 | 61 2342 |79 12,43 0 100
SM-M 9 54,41 | 23 46,15 | 24 45,48 | 26 44,11 0 100
ATY-M 26 44,58 | 42 34,78 | 39 36,68 | 56 26,47 0 100
CC-M 17 49,69 | 32 40,78 | 35 38,71 | 37 37,98 0 100
SAY-M 18 49,14 | 25 44,94 | 35 38,89 | 65 21,24 0 100
MM-M 0 60 11 53,11 | 21 47,38 | 30 41,77 0 100
MNY-M 10 54,22 | 27 44,06 | 48 31,29 | 60 23,87 0 100
TST-M 18 49,39 | 27 43,71 | 31 41,51 | 47 31,67 0 100
KY-M 10 53,76 | 26 44,28 | 42 34,53 | 51 29,38 0 100
KC-M 19 48,48 | 38 37,10 | 47 31,85 | 53 28,11 0 100
ATM-M 11 53,7 26 44,3 35 39,0 49 30,5 0 100
UG-M 25 45,23 | 29 42,83 | 27 4391 | 32 40,89 0 100
MNM-M 30 42,30 | 47 32,03 | 54 27,76 | 81 11,30 0 100

ATK=Atkestanesi Meyve Kabugu, UM=Uzerlik Meyve, MY=Mahlep Yaprak, BT=Biberiye Toprak Ustii Aksam, SM=Sandal
Agaci Meyve, ATY=Atkestanesi Yaprak, CC=Civit Otu Cicek, SAY=Sandal Agac1i Yaprak, MM=Mahlep Meyve,
MNY=Menengi¢ Yaprak, TST: Teke Sakali Toprak Ustii Aksam, KY: Kirlangig Otu Yaprak, KC: Kirlangig Otu Cigek, ATM:
Atkestanesi Meyve, UG=Ugzerlik Govde, MNM=Menengi¢ Meyve, C-=Negatif Kontrol, C+= Pozitif Kontrol, MGI=Miselyum
Gelisim Engellemesi, MG=Miselyum Gelismesi

Cizelge 4.1°de goriildiigii gibi, metanol bitki ekstraktlarinin FOC patojenine karsi
gostermis oldugu yiizde miselyum gelisim engellemeleri 10 mg/ml dozlarda en yiiksek
BT ve MNM ekstraktlarinda sirasiyla %79 ve %81 olarak belirlenmistir. Bunun yaninda
en diisiik yiizde etkiler ise 10 mg/ml dozda SM ve MM ekstraktlarinda sirasiyla %26 ve
%30 olarak belirlenmistir. Bunun yaninda higbir etkinin olmadigi, negatif kontrolle ayni
oranda yiizde gelismenin oldugu 1 mg/ml dozda MM ekstraktinda %0 goézlenmistir.
Biitiin bitki ekstraktlar1 i¢in pozitif kontrolde patojene karsi % 100 miselyum gelisim

engellemesi gerceklesmistir.

Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de gorildiigii gibi in vifro kosullar altinda patojenin bitki
ekstraktlarina karsi miselyum gelismeleri verilmistir. Kullanilan metanol ve n-hexan
bitki ekstraktindaki doz miktarina bagli olarak miselyum gelismelerinde istatistiki
olarak 6dnemli derecede farkliliklar gozlenmistir. Patojenin PDA ortaminda ekstraktlara
kars1 gostermis oldugu tepkiler, daha ¢ok miselyumlarinin gelismelerinin engellenmesi
yoniinde gerceklesmistir. Aymi bitki tiirliniin farkli kisimlarinda farkli sonuglar elde

edilmistir.
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Sekil 4.1. In vitro kosullarda metanol bitki ekstraktlarinin f. oxysporum f. sp.

cucumerinum bitki patojenine karsi antifungal aktivite sonuglari. Aymi harfle gésterilen
ortalamalar arasindaki farklar 6nemsiz, farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir.

Her bitki ekstraktinin kendi arasinda analiz yapilmistir p<0.05.
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Sekil 4.2. In vitro kosullarda n-hexane bitki ekstraktlarinin f. oxysporum f. sp.

cucumerinum bitki patojenine karsi antifungal aktivite sonuglari. Aym harfle gésterilen
ortalamalar arasindaki farklar 6nemsiz, farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir.

Her bitki ekstraktinin kendi arasinda analiz yapilmistir p<0.05.
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F. oxysporum f. sp. cucumerinum’a karsi n-hexan ekstraktlarinda elde edilen sonuglarda,
en etkili ekstrakt CC ve BT’nin 10 mg/ml dozunda bulunmustur. Bu ekstratlarda
strastyla 13,91 mm ve 11,97 mm miselyum gelismeleri gézlenmistir. En az etki gdsteren
ekstraktar ise 10 mg/ml dozunda ATK ve KC olarak bulunmustur. Bunlarin miselyum
gelisimleri sirastyla 39,88 mm ve 37,11 mm dir. Bunun yaninda n-hexan ekstraktlarinin
kullanilan biitiin dozlara gére miselyum gelisimini negatif kontrolle kiyaslandigimiz
zaman 10 mg/ml dozda 11,97 ile 39,88 mm arasinda, 5 mg/ml dozda 30,30 ile 42,61
mm arasinda, 2 mg/ml dozda 38,43 ile 50,43 mm arasinda ve 1 mg/ml dozda ise 40,22
ile 60 mm arasinda miselyum gelismeleri gozlenmistir Biitiin miselyum gelismeleri doz

miktarina bagl olarak artis gdstermistir (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2).

Cizelge 4.2. N-Hexan bitki ekstraktlarinin F. oxysporum f. sp. cucumerinum bitki
patojenine karst miselyum gelismeleri (mm) ve yiizde miselyum gelismeleri (%)

Bitkiler Kullanmilan Dozlar (mg/ml)
1 mg 2mg Smg 10mg C- C+
MGI MG MGI MG MGI MG MGI MG

ATK-H* | 17 49,32 | 20 47,55 | 28 42,61 | 33 39,88 | 0,00 100,00
UM-H 25 44,60 | 30 41,46 | 36 37,83 | 54 27,28 | 0,00 100,00
MY-H 12 52,23 | 25 44,63 | 38 37,18 | 54 27,40 | 0,00 100,00
BT-H 15 50,51 | 30 41,90 | 42 34,48 | 80 11,97 | 0,00 100,00
SM-H 21 47,36 | 28 43,09 | 37 37,35 | 44 33,05 | 0,00 100,00
ATY-H 11 52,90 | 18 49,16 | 32 40,63 | 57 25,76 | 0,00 100,00
CC-H 11 53,06 | 30 41,96 | 49 30,30 | 76 13,91 | 0,00 100,00
SAY-H 1 59,40 | 35 38,43 | 35 38,62 | 46 31,83 | 0,00 100,00
MM-H 32 40,22 | 35 38,65 | 36 38,05 | 45 32,55 1 0,00 100,00
MNY-H 17 49,66 | 31 40,93 | 36 38,21 | 64 21,24 | 0,00 100,00
TST-H 14 51,09 | 25 44,69 | 30 41,79 | 49 30,21 | 0,00 100,00
KY-H 13 51,67 | 31 41,17 | 38 36,65 | 40 35,99 | 0,00 100,00
KC-H 14 51,24 | 25 45,00 | 32 40,56 | 38 37,11 | 0,00 100,00
ATM-H | 0 60 15 50,43 | 34 39,25 | 50 29,76 | 0,00 100,00
UG-H 14 51,01 | 32 40,75 | 36 38,22 | 61 23,20 | 0,00 100,00
MNM-H | 10 53,92 | 29 42,26 | 31 41,11 | 40 36,00 | 0,00 100,00

ATK=Atkestanesi Meyve Kabugu, UM=Uzerlik Meyve, MY=Mahlep Yaprak, BT=Biberiye Toprak
Ustii Aksam, SM=Sandal Agac1 Meyve, ATY=Atkestanesi Yaprak, CC=Civit Otu Cicek, SAY=Sandal
Agac1 Yaprak, MM=Mahlep Meyve, MNY=Menengi¢ Yaprak, TST: Teke Sakali Toprak Ustii Aksam,
KY: Kirlangig Otu Yaprak, KC: Kirlangic Otu Cigek, ATM: Atkestanesi Meyve, UG=Uzerlik Govde,
MNM=Menengi¢ Meyve, C-=Negatif Kontrol, C+= Pozitif Kontrol, MGI=Miselyum Gelisim
Engellemesi, MG=Miselyum Gelismesi

Cizelge 4.2°de goriildiigii gibi F. oxysporum f. sp. cucumerinum bitki patojenine karsi n-
hexan bitki ekstraktlarinin yiizde miselyum gelisim engellemeleri verilmistir. Buna gore
kullanilan her dozda miselyum gelisimine bagli olarak farkli engelleme oranlar
hesaplanmistir. Bu oranlar ekstraktlarin 10 mg/ml dozunda en yiiksek BT ve CC n-

hexan ekstraktlarinda sirasiyla %80 ve %76 olarak belirlenmistir. Yine aym sekilde en
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diisiikk 10 mg/ml dozunda en diisiik yiizde engellemeler ise ATK ve KC ekstraktlarinda
sirastyla %33 ve %38 olarak belirlenmistir. Negatif kontrolde ylizde engelleme
gdzlenmemistir. Yine benzer sekilde ayni oranda higbir engellemenin olmadigi ATM n-
hexan ekstraktinda %0 gozlenmistir. F. oxysporum f. sp. cucumerinum patojenine karsi

kullanilan pozitif kontrolde ise %100 miselyum gelisim engellemesi gozlenmistir.
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Sekil 4.3. Metanol ve n-hexane bitki ekstraktlarinin £ oxysporum f. sp. cucumerinum

bitki patojenne kars1 antifungal aktivitesi. Ayni harfle gsterilen ortalamalar arasindaki farklar
onemsiz, farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir. Her bitki ekstraktmin kullanilan
dozlar1 bir arada degerlendirilerek analiz yapilmistir p<0.05.

Calismamizda kullanilan metanol ve n-hexan bitki ekstraktlarinin kullanilan biitiin
dozlarinda bitki patojenine karsi gostermis olduklar antifungal aktivite degerleri sekil
4.3°de verilmigstir. Patojenlere karsi kullanilan biitiin bitki ekstraktlarinda antifungal
etkiler gdzlemlenmistir. Kullanilan ekstraktlar1 negatif kontrole gére degerlendirdigimiz
zaman F. oxysporum f. sp. cucumerinum patojenine karst 10 mg/ml dozda en diisiik ve
en yiiksek etkiye sahip metanol ekstrakti sirastyla SM ve MNM olarak bulunurken n-
hexan ekstrakti ise sirastyla ATK ve BT olarak bulunmustur (Sekil 4.3).
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Cizelge 4.3 Fusarium oxysporum cucumerinum bitki patojenlerine kars1 ekstraktlarinin
letal doz (LDso) degerleri

Bitki LD Degerleri

Ekstraktlar: Metanol N-Hexane
LDso(ng/ml) Slope Hetj. | LDso(ng/ml) Slope Hetj.
ATK" 5.9 1.284+0.134 0.46 60 0.530+0.134 0.10
UM 10.6 0.491+0.126 0.45 9.1 0.779+0.129 0.44
MY 11.8 1.136+0.142 0.76 8.5 1.162+0.136 0.17
BT 2.1 1.054+0.130 0.40 4.3 1.715+0.140 1.70
SM 67.2 0.646+0.145 0.40 15.5 0.660+0.130 0.12
ATY 8.1 0.735+0.127 0.34 8.7 1.350+0.141 0.64
CC 28.9 0.572+0.132 0.43 4.3 1.809+0.143 0.55
SAY 6.7 1.253+0.135 1.05 9.3 1.256+0.144 4.99
MM 20.1 1.438+0.181 1.24 22.1 0.427+0.126 0.12
MNY 6 1.521+0.141 0.37 6.3 1.215+0.134 1.01
TST 12.5 0.974+0.136 0.53 15.6 0.763+0.133 0.37
KY 8.3 1.197+0.138 0.48 12.9 0.847+0.134 1.21
KC 6.9 0.858+0.129 0.56 243 0.709+0.136 0.30
ATM 10.1 1.109+1.138 0.57 8.8 1.909+0.170 1.48
UG 52.6 0.507+0.137 0.04 6.7 1.220+0.135 0.73
MNM 3.1 1.349+0.132 1.05 16.7 0.891+0.138 0.91

ATK=Atkestanesi Meyve Kabugu, UM=Uzerlik Meyve, MY=Mahlep Yaprak, BT=Biberiye Toprak
Ustii Aksam, SM=Sandal Agac1 Meyve, ATY=Atkestanesi Yaprak, CC=Civit Otu Cicek, SAY=Sandal
Agac1 Yaprak, MM=Mahlep Meyve, MNY=Menengi¢ Yaprak, TST: Teke Sakali Toprak Ustii Aksam,
KY: Kirlangig Otu Yaprak, KC: Kirlangic Otu Cigek, ATM: Atkestanesi Meyve, UG=Uzerlik Govde,
MNM=Menengi¢c Meyve, C-=Negatif Kontrol, C+= Pozitif Kontrol, Hetj=Heterojenite

Bir hastalik etmeninin popiilasyonunda ki test edilen bireylerin yarisin1 dldiirmek i¢in
gereken doz miktar1 LDso olarak isimlendirilmektedir (Meier ve Theakston, 1986).
Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum patojenine karst LDso degerleri metanol
ekstraktlarinda en yiksek SM (67,2 upg/ml)  bitkisinde goriilirken n-hexan
ekstraktlarinda en yiiksek ATK (60 pg/ml) bitkisinde goriilmektedir. En diisiik en diisiik
LDso degerleri ise metanol ekstraktlarmda MNM (3,1 pg/ml) bitkisinde n-hexan
ekstraktlarinda ise BT (4,3 pg/ml) ve CC (4,3 pg/ml) bitkilerinde gorilmektedir
(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.4’de goriildiigii lizere ¢alismamizda kullanilan n-hexan ve metanol bitki
ekstraktlarin FOC patojenine karst gostermis olduklar1 ylizde miselyum gelismeleri 0-4
skalasina gore degerlendirilmistir.  Buna gore, higbir engellemenin olmadigi (0)
MM’nin metanol ve ATM’nin n-hexan ekstraktlarinin Img/ml dozunda ger¢eklesmistir.
Bunun yaninda asir1 yliksek diizeyde (4) engellemenin oldugu etkiler ise, BT ve CC n-
hexan ekstraktinin 10 mg/ml dozunda, BT ve MNM’nin metanol ekstraktlarinin 10
mg/ml dozunda rastlanmistir. Bu elde edilen sonuglara gore, asir1 yiiksek diizeyde

engelleme gosteren bitki ekstraktlari in vivo denemelerde kullanilmistir.
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Cizelge 4.4. N-hexan ve metanol bitki ekstraktlarinin 0-4 skalasina gore belirlenmis

yiizde miselyum gelisim engelleme durumlari

Ekstraktlar N-Hexan Metanol

1 mg 2 mg S mg 10 mg 1 mg 2 mg 5 mg 10 mg
ATK" (1) (+) (++) (++) (+) (+4) (++) | (++)
UM (+) (+H (++) (+++) (++) (++) (++) (+H
MY (+) () (++) () (+) (++) (++) (++)
BT (+) (++) (++) (++++) (++) (+++) (+++) (++++)
SM (+) (++) (++) (+++) (+) (+) (+) (++)
ATY (+) () (++) (++) (++) (++) (++) | (+++)
CC (+) (++) (++) (+++) (+) (++) (++) ()
SAY (6] (++) (++) (++) () (+) (++) (+++)
MM (++) (++) (++) (++) () (+) (+) (++)
MNY (+) (++) (++) () (+) (++) (++) (1)
TST (+) () (++) (++) (+) () (++) (++)
KY (+) (++) (++) (++) (+) (++) (++) | (+++)
KC () (+) (++) (++) () (++) (++) (+++4)
ATM () (+) (++) (++) () (++) (++) (++)
UG (+ () (++) (++) () () (++) (++)
MNM () () (++) (++) () () (+++) | (++++)

*ATK=Atkestanesi Meyve Kabugu, UM=Uzerlik Meyve, MY=Mahlep Yaprak, BT=Biberiye Toprak
Ustii Aksam, SM=Sandal Agac1 Meyve, ATY=Atkestanesi Yaprak, CC=Civit Otu Cicek, SAY=Sandal
Agac1 Yaprak, MM=Mahlep Meyve, MNY=Menengi¢ Yaprak, TST: Teke Sakali Toprak Ustii Aksam,
KY: Kirlangi¢ Otu Yaprak, KC: Kirlangic Otu Cigek, ATM: Atkestanesi Meyve, UG=Uzerlik Gévde,
MNM=Menengi¢c Meyve, C-=Negatif Kontrol, C+= Pozitif Kontrol, 0-4 skalas1 gore; 0=%0 engelleme
yok (), 1=% 1-25 hafif engelleme (+), 2=%26-50 orta diizeyde engelleme (++), 3=%51-75 yiiksek
engelleme (+++), 4= %76-100 agir1 yiiksek diizeyde engelleme (++++).

4.2. In vivo (sera kosullarinda) antifungal aktivite calismalar:

In vitro c¢alismalar sonucunda FOC patojenine karst kullanilan ekstraktlardan asiri
yiiksek diizeyde engelleme goriilen (%76-%100 arasinda) metanol ekstraktlarindan
menengic meyve (MNM-M) ve Biberiye toprak iistii aksam (BT-M), n-hexan
ekstraktlarindan ise Biberiye toprak iistii aksam (BT-H) ve Civit otu ¢icek (CC-H) bitki
kistmlart kullanilmistir. Bu bitkiler in vitro kosullarda sirasiyla %81, %79, %76, %80

olarak bulunmustur.

Sera kosullarinda yapilan saksi denemelerinde negatif kontrol (%10 aseton), Pozitif
Kontrol (Thriam %80) ve FOC+ekstrakt uygulamalari ile denemeler kurulmustur. Buna
gore demene sonunda elde edilen sonuglar dogrultusunda, bitki gelisimi lizerine hastalik
etmeni ve bitki ekstrakti uygulamalarmin etkinlik diizeyleri farkli parametrelerin
dlgiimleri yapilarak degerlendirilmistir. Olgiimleri yapilan parametreler hastalik siddeti,
bitki boyu, bitkideki yaprak sayisi, sararma olan yaprak sayisi, bitki yas agirlik, bitki
kuru agirlik, kok yas agirlik, kok kuru agirlik ve kok boyu olarak yapilmistir. Buna
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gore, Cizelge 4.5°de gosterildigi gibi in vivo kosullar altinda kullanilan biitiin
ekstraktlarda patojenin bitki lizerinde gostermis oldugu lezyon gelisimleri dikkate
alimarak degisen oranlarda etkinlik gosterdigi saptanmistir. Buna gore denemelerde
patojenin % etki diizeylerine bakilarak sonuglar goriilmektedir. /n vivo kosullarda
yapilan saksi denemelerinde ise, hastalik siddetine gore yapilan degerlendirmede,
MNM-M’de %84, BT-M’de %43, BT-Hde %45 ve CC-H’da %53 olarak

hesaplanmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Ekstraktlarin Fusarium oxysporum f. sp cucumerium lizerine etkisinin

degerlendirilmesi
Uygulamalar MNM-M BT-M BT-H CC-H C- C+
Hastalik % Etki 84 43 45 53 0 100
Hastahk Siddeti 0,7¢+0,2 2,7b+0,8 2,6b+0,6 2,2b+1,2 | 4,8a+0,2 0,0c+0,0
Bitki Boyu (cm) 25,5a+3,8 | 15,5bcd+5 | 18,7abe*l, | 13cd+2,9 | 10,7d+3, | 22,7ab+3,3
Bitki Yap. Saysi 5,6a+0,4 3,8bc+0,4 3,6¢+0,7 4,1abc+1.0 | 3,3¢+0,4 | 5,3ab+0,7
San Yap. sayisi 1,2b+0,5 2,6ab+1,1 1,2b+0,2 2ab+0,9 3,2a+0,2 1,7ab+0,6
Bitki yas agirhk 13,70£0,9 | 11,1c+0,8 | 15,1b+0,8 | 13,7b£1,7 | 7,5d*1,2 | 18,6a+l,1
Bitki kuru agirhik 2,8a+0,4 1,8ab+0,7 | 1,8ab+0,4 1,8abt1 1,2b+0,2 | 2,2ab+0,6
Kok yas agirhk (g) | 10,5abc+1, | 8,8bc+0,7 | 11,1ab+1,2 | 8,lc*l1,4 4,7d+1,4 | 12,3a+0,6
Kok kuru agirhk 0,4a+0,2 0,4a+0,1 0,4a+0,2 0,5a+0,2 0,2a+0,0 0,3a+0,1
Kok boyu (cm) 8,6a+2,2 6,8a£1,9 7a+1,08 6,2a£1,5 2,2b+0,6 8,8a+2,3

MNM-H=Menengi¢ metanol, BT-M=Biberiye toprakiistii aksam metanol, BT- H=Biberiye toprakiistii
aksam heksan, CC-H=Civitotu yaprak, C-=Negatif Kontrol, C+= Pozitif Kontrol.

In vitro kosullar altinda yiiriitiilen petri denemelerinde elde edilen sonuglara gore, in
vivo sera kosullarinda yiiriitiilen denemelerde de benzer veriler elde edilmistir. Bitki
lizerinde yapilan ekstrakt doz denemelerinde, petri denemelerine goére hastalik
etmeninin etkilenme diizeyleri daha az olmustur. Bununda kontrollii sartlarda daha etkin

sonuglarin elde edilmesinden kaynakladig diisiintilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiirkiye, iklimi ve konumunun da etkisiyle, bitki ¢esitliligi fazla olan bir iilkedir. Bir¢cok
familyaya ait ylizlerce bitki tiirii yetismektedir. Dogada kendiliginden yetisen bu ¢esitli
bitkilerin bilinyelerinde barindirdiklar1 antifungal bilesikler, insanligin varolusundan beri
alternatif miicadele yontemi olarak kullanilmaktadir. Bu bitkiler ilk zamanlarda sadece
tibbi amacli kullanilirken, glinlimiizde bitki hastaliklarinin miicadelesinde de alternatif
bir yontem olarak kullanildigi bilinmekte ve degisik arastiricilar tarafindan halen
caligmalar1 devam etmektedir. Calismamizda, etkinligi belirlenen ekstraktlardan farkl
seviyelerde Uimitvar sonuglar elde edilmistir. Bu etkiler doz miktarina bagli olarak
degismektedir. Yapilan bu c¢alismada in vitro kosullarda daha etkili sonuglar elde
edilmistir. Tiim bu sonuglar degerlendirildiginde aragtirmamizda kullanilan metanol ve
n-hexan ekstraktlarinin antifungal etkilere sahip oldugu belirlenmistir. Bu ¢aligmanin
sonucunda elde edilen bulgular dogrultusunda aragtirmamizda kullanilan bitki tiirleri ve
hastalik etmenine karsi yapilmis bir¢cok farkli arastirmaya rastlamak miimkiindiir.

Bunlardan bazilar soyledir;

Bu c¢alisma, Peganum harmala, Rosmarinus officinalis, Glycyrrhiza glabra ve Mentha
spicata dort farkli bitkinin yapraklarimin etanol ekstraktlarinin Fusarium oxysporum'a
kars1 antifungal aktivitesini arastirmiglardir. Sonuglar, bitki ekstraktlarinin MIK
degerlerinin 6.25-50 ppm arasinda, MFC degerlerinin ise 12.5-100 ppm arasinda
oldugunu bildirmislerdir. Tibbi bitkilerin F. oxysporum'a kars1 yiikksek diizeyde
antifungal aktivite sergilemislerdir. Ozellikle, G. glabra’nin biyoaktif bilesikleri, F.
oxysporum'un biiyiimesini engellemede daha fazla etkili olmustur (Abkhoo ve Jahani,
2017). P. harmala bitkisi ile ilgili yapilmis bir diger calismada ise, bitkinin yaprak,
cicek ve tohumlarmin su, etanol ve metanol ekstraktlarinin antifungal o6zellikleri,
Phytophthora drechsleri, Verticillium dahliae, Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum
ve Sclerotinia spp.’ye karst miselyum gelisimi ve spor ¢imlenmesi iizerinde test
etmislerdir. Tohum su ekstraktlar1 test edilen bitki patojeni funguslarin hepsinde
miselyum gelisimini dnemli diizeyde engellemistir. Ayrica, tohum su ekstraktinin F.
oxysporum cucumerinum’un spor ¢imlenmesini tamamen engelledigini belirtmislerdir

(Sarpeleh ve ark., 2009). Bir diger ¢alismada ise, ¢alismamizda kullanilan P. harmala
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ve Tragopogan tratensis bitkilerinin de i¢inde bulundugu bes farkli bitki tiiriiniin etanol
ekstraklarinin Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa patojeni bakterilere karsi
antibakteryal (MIC ve MBC) etkinlikleri belirlenmistir. Buna gore, Peganum harmala
ve Tragopogan tratensis bitkisinin MIC ve MBC degerleri E. coli patojenine karst 100
ve 50 ppm olarak, MBC degerleri ise, her iki ekstrakt i¢cinde 100 ppm olarak
bulunmustur. Benzer sekilde P. aeruginosa patojeninde ise sirastyla, MIC degeri her iki
ekstrakt i¢cin 25 ppm olarak, MBC degeri ise, 50 ve 25 ppm olarak bulunmustur (Farzaei
ve ark., 2014). Calismamizda kullanilan Biberiye (Rosmarinus officinalis) bitkisiyle
yapilan farkli bir ¢alismanin sonuglarina baktigimiz zaman, bitkiden elde edilen ugucu
yagin Alternaria alternata, Botrytis cinerea ve Fusarium oxysporum’a kars1 antifungal
etkinligini belirlemislerdir. Biberiye ekstraktlarinin F. oxysporum’a karst 40 ppm de
miselyum gelismesi birinci giinde 16 mm, altinc1 glinde 48 mm, on birinci giinde 73
mm olarak bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore, ucucu yaglarin uygulanan dozlari
patojenler iizerinde farkli diizeylerde etkinlik sergilemistir (Ozcan ve Chalchat, 2008).
Benzer yapilmis farkli bir c¢alismada ise, Botrytis cinerea’ya karst Rosmarinus
officinalis, Origanum syriacum var. bevanii ve Lavandula stoechas var. stoechas
bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin antifungal aktiviteleri belirlenmistir. Ugucu
yaglarin temas ve ugucu faz etkilerinin, B. cinerea'nin biiylimesini doza bagl bir sekilde
inhibe ettigi bulunmustur. Ucucu yaglarin ugucu faz etkilerinin fungus gelismesi
iizerinde temas fazi etkisinden daha etkili oldugu bulunmustur. Biberiye esansiyel yagin
patojenlerin gelisimin tamamen engellenmesinde ugucu faz etkisinin 1,6 pg/ml, temas
faz etkisinin ise 25.6 pg/ml konsantrasyonlarda bulunmustur. Sonug olarak, kullanilan
ucucu yaglarin B. cinerea'ya kars1 korunmasinda biyo-fungisit olarak kullanilabilecek
potansiyel ve umut verici antifungal ajanlar oldugunu gostermistir (Soylu ve ark.,2010).
P. harmala ile yapilan bu ¢alismada ise, P. harmala’nin kok, govde, yaprak, ¢igek ve
tohum kisimlarindan elde edilen metanol ekstraktinin antibakteriyel aktivitesini
belirlemislerdir. P. harmala’nin kok ve tohum eksraktlart en diisiik konsantrasyonda
bile test edilen tiim bakterilere karsi antibakteriyel aktivite gostermistir. Bunun
sonucunda ortaya c¢ikan MIC degerleri Bacillus anthrocis’e karst 2.5 mg/mL,
Escherichia coli’ye kars1t 0.625 mg/mL ve Salmonella typhi’ye karsi 0.625 mg/mL
olarak bulunmustur. Yaprak kisminin antibakteriyel etkisi orta diizeyde iken kok ve

cigek ekstraktlarinin etkinlikleri ise zayif aktivite gostermistir (Darabpour ve ark.,2011).

37



Yaptigimiz bu ¢aligmada, daha Once yapilan ¢alismalara benzer sekilde sonuglar elde
edilmistir. Daha Once yapilan ¢alismalarda bitkilerin test edilen organizmalara karsi
farkli diizeyde etkinlikleri belirlendigi gibi, bu calismada da ¢alismamizda test edilen
patojen icin her bitki ekstraktinda farkli sonuglar elde edilmistir. Calismamizda
Peganum harmala’nin meyve ve govde ekstraktinin 10 mg/ml dozunda sirasiyla MGI
degerleri ve letal doz degerleri metanolde %47 ve 2.1 mg/ml, %32 ve 52.6 mg/ml, n-
hexan ekstraktinda %54 ve 9.1 mg/ml, %61 ve 6.7 mg/ml olarak MGI ve LDso degerleri
belirlenmistir. Benzer sekilde Rosmarinus officinalis ve Tragopogan pratensis
bitkilerinin toprak tiistii aksamlarindan metanol ve n-hexan ekstraktlarinin F. oxysporum
f. sp. cucumerinum’a karst kullanilan en yiiksek 10 mg/ml dozunda sirasityla MGI
degerleri ve letal doz degerleri metanol ekstraktinda %79 ve 2.1 mg/ml, %47 ve 12.5
mg/ml olarak, n-hexan ekstraktinda ise %80 ve 4.3 mg/ml, %49 ve 15.6 mg/ml oraninda
MGI ve LDso degerleri belirlenmistir. Ayrica in vitro ¢alismalarda yiiriitiilen bu
calismadan elde edilen sonuglarda, biberiye bitkisinin metanol, n-hexan ekstraktlar test
edilen patojene asir1 yiiksek diizeyde aktivite sergiledigi i¢in in vivo kosullarda hiyar
bitkisi lizerinde denemeleri yiiriitiilmiistiir. Y{iriitiilen bu ¢alismada in vivo kosullarda
biberiye metanolde %43 ve biberiye n-hexanda ise %45 olarak bulunmustur. Buna gore
kullanilan bitki tiirleri kisimlarina ve organik ¢oziiciiye bagl olarak in vitro ve in vivo
kosullarda farkli seviyelerde aktivite sergilemistir. Bu aktiviteler; R. officinalis’in ana
bileseni olan karnosol (Malayoglu, 2010) ve P. harmala’nin ana bilesenleri olan
harmalol, harmalin ve harmin maddeleri (Telezhenetskaya ve Yunusov, 1977) ve T.
pratensis bitkisinin ise Gallik asit, Ferulic acid, Rutin gibi yiiksek diizeyde fenolik
bilesen (Kucekova ve ark., 2011) ihtiva etmesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Bu calismada, ¢alismamizda yer alan Santalum album bitkisinde i¢inde bulundugu 27
sifali bitki tlirlinden elde edilen metanol ekstraktlarimin alt1 fitopatojenik fungus
Blumeria graminis f. sp. hordei, Botrytis cinerea, Magnaporthe grisea, Phytophthora
infestans, Puccinia recondita ve Thanatephorus cucumeris’a kars1 fungisit aktiviteleri
acisindan in vivo kosullar altinda test edilmistir. Ekstraktlarin etkileri, bitki patojeni ve
bitki tiirlerine gore degiskenlik gosterdigi belirtilmistir. S. album bitkisinin 2 mg/ml
dozunda hastalik etmenlerine karsi sirasiyla %16, %25, %52, %46, %93 ve %100
olarak belirlenmistir. Bu sayede bitkinin giiglii bir antifungal aktivite sergiledigini

belirtmislerdir (Park ve ark., 2008). Yapilan diger bir ¢alisma ise, Santalum album
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bitkisininde i¢inde bulundugu 12 sifali bitkiye karsi etkinlikleri insan sagliginda tibbi
acidan oOnemli 5 bakteri susuna karsi sulu ve metanol ekstraktlarinin potansiyel
antibakteriyel aktiviteleri arastirilmistir. Metanol ekstraktlari, 12 bitkinin tiimii i¢in sulu
ekstraktlardan daha aktif oldugu gozlemlenmistir. S. album’un metanol ekstratinin
Bacillus subtilis lizerinde inhibasyon bolgesi 13 mm olarak tespit edilmistir. Bitki
ekstraktlar1, Gram pozitif bakterilere, Gram negatif bakterilere gore daha aktif olmustur
(Parekh ve ark.,2006). Bu calismadaki arastirmamizin sonuglarina goére, Santalum
album bitkisinden elde edilen sonuglara gore, bitkinin yaprak ve meyve kisimlarindan
elde edilen metanol ve n-hexan ekstraktlarinin F. oxysporum f. sp. cucumerinum’a karsi
kullanilan 10 mg/ml dozlarinda sirasiyla yaprak ve meyve metanol ekstraktinda
sirastyla %65 ile % 26 olarak, n-hexanda ise %46 ve %44 oraninda MGI degerleri
belirlenmistir. Bunun yaninda patojene kars1 belirlenen LDso degerleri, metanol yaprak
ve meyve ekstraktlarinda 6.7 ve 67,2 mg/ml olarak, aym1 kisimlarin n-hexan
ekstraktlarinda ise, 9,3 ile 15,5 mg/ml olarak hesaplanmistir. S. album bitkisinin
kullanilan organik ¢oziiciiye gore farkli sonuclar elde edilmesinin, bitkinin bilinyesinde
bulunan 6nemli ana bilesenler i¢inde yer alan a-santalol (Burdock ve Carabin, 2008)
maddesinin bitkinin kismina gore farkli seviyelerde bulunabilecegi kanisina varilmistir.

Diger yapilan ¢aligmalarda bu durumu destekler nitelikte sonuclar elde edilmistir.

Pistacia terebinthus’inde icinde bulundugu ii¢ bitkinin yapraklarindan elde edilen
ekstraktlar antifungal 6zelligi agisindan ii¢ fitopatojenik fungusa kars1 denenmistir. Bu
patojenik  funguslar;  Phythium  ultimum, Rhizoctania solani ve Fusarium
sambucinum’dir. F. sambucinum miselyum gelismesi 2500 ppm de 56.6 mm iken 5000
ppm de 58.6 mm olarak bulunmustur. Ekstraktlar, P. wultimum ve R. solaninin
bliylimesini 6nemli Olgiide inhibe ederken, F. sambucinum'a karst antifungal etki
gostermemigstir (Kordali ve ark., 2003). Bizim yaptigimiz ¢alismada ise P. terebinthus
bitkisinin yaprak ve meyve kisimlarinda elde edilen metanol ve n-hexan ekstraktlarinin
F. oxysporum f. sp. cucumerinum’a karsit kullanilan en yiiksek 10mg/ml dozunda
sirasiyla metanolde % 60 ve % 81 olarak, n-hexanda ise %64 ve %40 oraninda MGI
degerleri belirlenmistir. Ayrica patojene karsi bitkinin meyve ve yaprak kisimlarinin
LDso degerleri belirlenmistir. Bunlar sirasiyla metanolde 3.1 ve 6.0 mg/ml, n-hexanda
ise meyve 16.7 ve 6.3 mg/ml olarak Ol¢lilmiistiir. Bu sonuglara gore in vitro kosullar

altinda metanolde meyve ekstrakti ve n-hexanda da yaprak ekstraktinin daha fazla etkili
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oldugu belirlenmistir. Ayrica menengi¢ meyvesinin metanol ekstrakti asir1 yiiksek
diizeyde aktivite gosterdigi i¢in in vivo kosullar altinda denemeleri hiyar bitkisi
iizerinde denenmistir. In vivo sonuclarda, in vitro sonuclar1 destekler nitelikte sonuclar
elde edilmistir. Hastalik etmeninin hiyar meyvesi iizerindeki enfeksiyonunu kontrole

gore %84 diizeyinde engellemistir.

Calismamizdaki test patojeninin yer aldig1 aym tiire ait 10 farkli Fusarium spp. tiiriiniin
Chelidonium majus’un sulu ve metanol ekstraktlarina karsi antibakteriyal aktiviteleri
acisindan test edilmistir. Biliylime inhibisyon oranlari, kat1 veya sivi agar (pda)
ortaminda 6l¢iilmiistiir. Sulu ekstraktlar 6nemli bir engelleyici etkiye sahip iken metanol
ekstraktlarinin patojenlere kars1 daha fazla etki gosterdigini vurgulamislardir. Bitkinin
koklerinden elde edilen ekstraktlar, siirgiin ekstraktlarina gore daha fazla etkili
bulunmustur. Fusarium oxysporum f.sp lycoperici patojeninde karst metanol ekstrakti
10. glinde ise yaklasik %70 miselyum gelisimi gézlemlenmistir (Matos ve ark.,1999).
Calismamizda yer alan bitki tiirlerinden Chelidonium majus bitkisinin de igerisinde
bulundugu farkli bir ¢alismada ise, Allium fistulosum, Allium ursinum, Aloe vera,
Berberis vulgaris ve Chelidonium majus bitki ekstraktlariin bitki patojeni Apergillus
niger, Botrytis cinerea, Botrytis paeoniae, Fusarium oxysporum’a Kars1 agar-seyreltme
yontemi ile antifungal aktiviteleri belirlenmistir. Bitki ekstraktlatinin patojenlerde neden
oldugu vyapisal degisiklikler elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir.  Bitki
ekstraktlariin antifungal etkileri yapilan in vivo kosullardaki calismalarda biyolojik
kontrol i¢in iimitvar bulunmustur (Parvu ve ark.,2011). Bizim yaptigimiz ¢alismada
Santalum album bitkisinin yaprak ve ¢icek kisimlarinda elde edilen metanol ve n-hexan
ekstraktlarinin F. oxysporum f. sp. cucumerinum’a kars1 kullanilan en yiiksek 10mg/ml
dozunda sirasiyla metanolde % 51 ve % 53 olarak, n-hexanda ise %40 ve %38 oraninda
MGI degerleri belirlenmistir. Yapilan calismalarda C. majus’un farkli aktiviteleri
gézlemlenmistir ve bu farkliliklarin da ana bileseni olan chelidonin (Parvu ve ark.,
2011) maddesinden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Bu sonuclara gore kirlangic otu
ekstraktinin test patojenine karsi metanol ve n-hexanda sirasiyla yaprakta 8.3 mg/ml ve
12.9 mg/ml, ¢igek ekstraktinda 6.9 mg/ml ve 24.3 mg/ml olarak LDso hesaplanmistir.
Elde edilen bu veriler ile test patojenin PDA ortami iizerinde miselyum gelisiminin

%350’sini 6ldiiren ve/veya engelleyen dozlar belirlenmistir.
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Prunus mahaleb bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen metanol ve n-hexan
ekstraktlariin gram negatif bakterilere (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, ve Acinetobacer baumanii) ve gram pozitif
bakterilere (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Bacillus subtilis) karst
etkinlikleri belirlenmistir. Sonug olarak, mahleb bitkisinin metanol ektraktlari, n-heksan
ekstraktlarindan daha iyi antioksidan aktivite gostermistir. Buna gére mahlep bitkisinin
yaprak ve meyvelerinden elde edilen metanol ekstratinin E. coli, P. aeruginosa, P.
mirabilis, K. pneumoniae, A. baumanii, S. aureus ve E. faecalis’e kars1 MIC degeri 128
mg/ml bulunurken B. subtilis’e kars1 64 mg/ml olarak bulunmustur. Antimikrobiyal,
antifungal ve antioksidan aktiviteleri giicli olan mahlep bitkisi gelecekte klinik
beslenme ve gida icin &nemli olabilecegini belirtmislerdir (Ozgelik ve ark., 2012).
Calismamizda Prunus mahaleb bitkisinin yaprak ve meyve kisimlarinda elde edilen
metanol ve n-hexan ekstraktlar ise hiyar bitkisi {izerinde zarar olusturan F. oxysporum
f. sp. cucumerinum’a karst etkinlikligi denenmistir. Bu deneme sonuglarina gore,
kullanilan en yiiksek 10mg/ml dozunda sirasiyla metanolde %45 ve %30 olarak, n-
hexanda ise %64 ve %40 oraninda MGI degerleri belirlenmistir. Buna gore, en yiiksek
etkilerin n-hexan ekstraktinin yaprak kisminda oldugu bulunmustur. En yiiksek etkisi
gosteren mahlep yaprak n-hexan ekstraktinin LDso degeri ise 8.5 mg/ml olarak
bulunmustur. Biitiin bu sonuglarin bitkinin biinyesinde bulunan ugucu ana bilesenler
Coumarin ve Hexadecanoic acid (Masteli¢, 2006) ihtiva etmesinden kaynaklandig:

distintilmektedir.

Calismamizda Tokat I1’inden toplanan Atkestanesi bitkisinin meyve kabugu, meyve ve
yaprak ekstraktlarinin antifungal aktivitesinin arastirilmistir. Yine yiiriitiilen benzer bir
calismada, Ordu Il’inde yayilis gosteren Aesculus hippocastanum (Atkestanesi)
bitkisinin yaprak, tohum, tohum kabugu ve meyve kapsiillerinden elde edilen etanol
ekstraktlarinin  antibakteriyal ve antifungal aktiviteleri arastinlmistir. Etanol
ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla 7 bakteri ve 1 fungus
tiriine kars1 disk difiizyon yontemi kullanilarak uygulamalar yapilmistir. Elde edilen
sonuglara gore, atkestanesinin etanol ekstraktlart hem Gram-pozitif hem de Gram-
negatif bakterilere karsi zayif aktivite sergilemistir. Proteus vulgaris ve Listeria
monocytogenes’in atkestanesi ekstraktlarima karst en hassas mikroorganizmalar

olduklar1 belirlenmistir. Bu degerler P. vulgaris 7 mm ve L. monocytogenes 12 mm
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inhibizyon zonu olarak 6l¢iilmiistiir (Ertiirk, 2017). Bizim arastirmamizin sonug¢larinda
ise Aesculus hippocastanum bitkisinin meyve kabugu kismindan elde edilen metanol ve
n-hexan ekstraktlarinin F. oxysporum f. sp. cucumerinum’a karsi kullanilan en yiiksek
10mg/ml dozunda sirasiyla metanolde %65 olarak, n-hexanda ise %33 oraninda MGI
degerleri belirlenmistir. Meyve ve yaprak ekstraktlarinda ise, metanolde %49 ve %56
olarak, n-hexan ise %50 ve %57 olarak inhibe etmistir. Bu engellemelerin Aesculus
hippocastanum bitkisinin biinyesinde bulunan ugucu bilesenlerden benzaldehyde, 1,8-
cineole, benzyl alcohol, 2-phenylethanol, methyl salicylate, (E)-B-caryophyllene ve
(E,E)-a-farnesene  (Johne ve ark., 2006) ana bilesenlerden kaynaklandig

diistiniilmektedir.

Calismamizda kullanilan bitki eksraktlarina karsi test edilen F. oxysporum tiiriine kars1
daha once farkl bitkilerden elde edilmis ekstraktlarin etkinliklerine yonelik ¢aligmalar
yapilmistir. Bu calismalarda elde edilen sonuglar ve bizim yaptigimiz ¢aligmanin
sonuclarinda benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir. /n vivo kosullarla altinda
yapilan benzer bir ¢alismada, Azadirachta indica ve Salix babylonica sulu
ekstraktlarinin domates fidelerinde Fusarium sp. solgunluk hastaligina karsi, etkinligi
arastirilmistir.  Ekstraktlarin %10'luk konsantrasyonu dort haftalik gen¢ domates
fideleriyle muamele edilmis ve fidelerde F. oxysporum sporlarin1 enfekte etmistir.
Domates bitkisinin bu ekstraktlar ile yapilan muameleleri, sirasiyla 6 haftalik bir
enfeksiyon periyodundan sonra hastalik engelleme yiizdesi %25.5 ve %27.8 seviyesine
diistirmiistiir (Hanaa ve ark., 2011). Fusarium solgunluguna karsi yapilmis diger bir
calismalar ise, Salix babylonica ve Triumfetta pillosa bitkilerinden elde edilen
ekstraktalarin fungisidal etkisini gozlemlemek amaciyla yiiritilmistir. In vitro
kosullar altinda Fusarium oxysporum bitki patojenine karsi 4 farkli konsantrasyondaki
(%2, 5, 10, ve 20) etanol ekstraktlarinda patojene kars1 etkinliklerini belirlemislerdir. F.
oxysporum bitki patojenine kars1 S. babylonica 1iyi sonuglar gosterirken, 7. pillosa ise
yeterli seviyede aktivite gosterememistir (Sati ve ark., 2013). Farkli bir ¢alismada ise,
zencefil (Z. officinale Rosc.) bitkisinden elde edilen ugucu yagi antifungal aktivite
yoniinden arastirilmigtir.  Calismada, GC/MS yontemi ile analiz edilen yag
bilesenlerinin ginseng bitkisindeki kok ¢iirtikliigli hastaligina neden olan 6 patojen
fungusa kars1 etkinlikleri belirlenmistir. Zencefil yaginin %0.3 (v/v) konsantrasyonunda

test edilen patojenlerden A. panax, B. cinerea, C. destructans, F. oxysporum, 8.
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sclerotiorum ve S. nivalis'e karst %100 inhibizyon orani sergiledigi vurgulanmistir
(Hussein ve Joo, 2018). Bu c¢alismamizda da in vitro ve in vivo kosullarda benzer

sonuclarin gerceklestigi durumlar goriilmiistiir.

Tiim bu karsilastirmalardan sonra genel olarak elde ettigimiz sonuglar1 degerlendirecek
olursak, calismamizda etkinligi belirlenen ekstraktlarin Fusarium oxysporum f. sp.
cucumerinum patojenine karsi aktiviteleri bitki tiirlerine, bitki kisimlarina ve dozlara
gore farklilik gostermistir. Dozlarda goriilen bu farklilik doz miktar1 artikca ekstraktin
blinyesinde bulunan antifungal madde miktar1 artmasindan dolayr kaynaklandigi
distiniilmektedir. Yine benzer sekilde her bitki ekstratinda farkli sonuglar belirlenmistir.
Baz1 ekstratlarda yiiksek aktivite gdzlenirken, bazilarinda orta ve diisiik diizeylerde etki
ortaya ¢cikmistir. Bu etkilerdeki farkliliklarinda her bitki tiiriiniin biinyesinde farkl
antifungal maddelerin bulunmas1 ve miktarlarinin farkli olmasindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Ayn bitkinin farkli kisimlarindan farkli antifungal aktivite sonuglari
belirlenmistir. Bununda bitkinin her organinda bulunan antifungal maddelerin
yogunlugunun farkli olmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir. Elde edilen verilerde
biitiin bitki esktratlar1 kontrole gore funguslarin miselyum gelisimini azaltmistir. Bu
azalma doz miktar1 artikga artmistir. Metanol ekstraktlari, n-hexan ekstratlarina gore
daha etkili bulunmustur. Bu durumun bitkilerin igeriginde bulunan maddelerin organik
cOziiciilere gore degisen oranlarda ortamda c¢oziindiiklerinden kaynaklandigi
bilinmektedir. Bunun yaninda kimyasallarin polardan apolara dogru ¢oziicii durumlari
dikkate alindiginda metanol c¢oziiclisiiniin daha fazla polar etki gostermesinden
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Yapilan literatiir calismalar1 sonucunda Isatis tinctoria
bitkisi ile ilgili Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum patojenine karsi etkinligine
yonelik herhangi bir g¢alismaya rastlanmamistir. Bu yoniiyle calismamiz bu bitki

tiirlerine kars1 in vitro ve in vivo kosullarda yapilmis ilk ¢alisma 6zelligi tasimaktadir.

Sonug olarak, calismamizda kullanilan bitki tiirleriyle ilgili yapilmis birgok calisma
mevcuttur. Elde edilen sonuglara gére her bitki ekstrakti degisen oranlarda (hafif, orta
ve yiiksek) antifungal aktivite gdstermistir. Hafif ve orta diizeydeki antifungal etkilerin,
kullanilan doz miktarlarinin artirilmasiyla yiiksek diizeylere c¢ikabilecegi kanisina

varilmistir. Biitiin uygulamalari beraber diislindiigiimiiz zaman;
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e Upygulamaya aktarilabilecek yeni alternatif antifungal maddelerin belirlenmesine
yonelik bir ¢alisma oldugu,

e Bitkilerin biinyelerinde bulunan antifungal maddelerin belirlenmesine yonelik
caligmalara yon verecegi,

e Hiyarda bitki patojeni funguslarin miicadelesinde kullanilan kimyasallara kars1
alternatif bilesiklerin belirlenmesine olanak saglamasi agisindan,

Onemli sonuglarm elde edildigi kanisina varilmistir.
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