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OZET

NANO GUMUS PARTIKULLERI KULLANILARAK HAZIRLANAN BAZI BITKi
EKSTRAKTLARININ Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary’e KARSI
ANTIFUNGAL AKTIVITESININ BELIRLENMESI

Yiiksek lisans, Bitki Koruma Bilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Abdurrahman ONARAN
Ocak 2023, viii 54 sayfa

Bu c¢aligma, Tokat Antalya ve Ordu illerinde dogal olarak yetisen hayit, kaldirik ve
serbet¢i otu bitkilerinin nano glimiis partikiilii ile sentezlenmesi sonucunda olusan bitki
ekstraktlariin  Sclerotinia sclerotiorum’a karsi antifungal aktivitesini belirlemek
amaciyla yapilmigtir. Antifungal aktivite ¢alismalari in vitro (PDA ortaminda), in vivo
(htyar meyvesi lizerinde) kosullar altinda bitki ekstraktlari ve nano glimiis sollisyonunun
farkli dozlart kullanilarak belirlenmistir. Yontem olarak hayit (¢icek-yaprak), kaldirik
(c¢igek-yaprak) ve serbetci otu (cicek) kisimlarinin saf su ile hazirlanan sulu ekstraktlari,
nano giimiis soliisyonu ve nano glimiis katkil1 bitki ekstraktinin %2.5, 5, 10, 20 ve 50’lik
dozlarda S. sclerotiorum {izerindeki etkinligi aragtirilmistir. Kontrol olarak S.
sclerotiorum ve %80 thiram kullanilmistir. Nano giimiis soliisyonu ile kurulan deneme
sonucunda patojen gelisimini %100 engelledigi gozlemlenmistir. Bes farkli bitki ekstrakti
ile yapilan ¢aligmada ise patojen gelisimi hayit yaprak ve hayit ¢igek haricinde diger ti¢
bitki kisminda %50°den fazla oranlarda engelledigi ve nano giimiislii bitki ekstrakti ile
yapilan ¢alismada serbetci otu cigek, kaldirik yaprak ve kaldirik ¢icek %50’lik dozlarda
%100 engelleme oranlari kaydedilmistir. In vivo kosullarda hiyar meyvesi iizerinde
yapilan calismada ise kullanmis oldugumuz dozlar fungusun gelisimini engellemeye
yeterli olmamustir. Sonug olarak in vitro kosullarda yapilan ¢aligmada hayit, kaldirik ve
serbet¢i otunun ¢igek govde ve yapraklarindan elde edilen ekstraktin antifungal aktiviteye
sahip oldugu ve bitki ekstraktlarinin nano giimiis ile birlesimi sonucunda etkinliginin
artarak %100’e kadar patojen gelisimini engelledigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki Ekstrakti, Nano Giimiis, S. sclerotiorum, Antifungal Aktivite,
In Vivo ve In Vitro



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY OF SOME PLANT EXTRACTS
PREPARED USING NANO SILVER PARTICLES AGAINST Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) De Bary

Master Thesis, Department of Plant Protection
Thesis Advisor: Assoc Prof. Abdurrahman ONARAN
January 2023, viii 54 pages

This study was carried out to determine the antifungal activity of plant extracts and with
nano silver particles against Sclerotinia sclerotiorum, which are formed as a result of
synthesis chasteberry, kaldirik and hops plants naturally in Tokat, Antalya and Ordu
provinces. Antifungal activity studies were determined under in vitro (in PDA medium)
and in vivo (on cucumber fruit) conditions, different doses of using plant extracts and
nano silver solution. As a method, aqueous extracts of chasteberry (flower-leaf), kaldirik
(flower-leaf) and hops (flower) parts, prepared with pure water, nano silver solution, and
plant extract with nanosilver added 2.5%, 5%, 10%, 20%, and 50% doses, its
effectiveness on S. sclerotiorum has been studied. S. sclerotiorum, and 80% thiram were
used as controls. As a result of the experiment with nano silver solution, it was observed
that it inhibited pathogen growth 100%.In the study conducted with five different plant
extracts, it was found that pathogen development was inhibited by more than 50% in the
other three plant parts, except for the chaste leaf and flower, and in the study with the
nano silver plant extract, hops flower, caldiric leaf and kaldirik flower were used at 50%
doses 100% blocking rates have been recorded. In the study conducted on cucumber fruit
in vivo, the doses we used were not sufficient to inhibit the growth of the fungi. As a
result, it was determined that the extract obtained from the flower stem and leaves of
chasteberry, caldiric and hops in the study conducted in vitro conditions had antifungal
activity. In addition, as a result of the combination of plant extracts with nano silver, it
was determined that its effectiveness increased and it inhibited the development of
pathogens up to 100%.

Keywords: Plant Extract, Nano Silver, S. sclerotiorum, Antifungal Activity, In Vivo and
In Vitro
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sonsuz siikranlarimi sunarim.

Sinem GUL CILIZ

iii



ICINDEKILER

[0 /.1 i PSSR 1
A B ST RA C T e e e e e e et e e e s et e e e e et e e e e e aarae e e e earees 11
ONSOZ ...ttt iif
ICINDEKILER .........cooooiiiieeecceeeeeeeeeeteee ettt iv
SIMGELER VE KISALTMALAR .......cocoooiiiiieeeee e Vi
SEKILLER LISTEST ......coooiviiiiiieeee ettt Vil
CIZELGE LISTESN ......cooiviiiieeeeeeeeeeeeeeee et Viii
123 TR 1
2. GENEL BILGILER VE KAYNAK OZETLERI .......cccccocooovviiiiiiiicecseees 6
2.1. Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary.......c.cccccoveveeieiieiiece e 6

2.2. Kaldirik (Trachystemon orientalis) .........cccocooiiiriiiniiieeesc e 7

2.3. Serbetgi Otu (HUMUIUS TUPUIUS) ..ovvviiiiiieieiei e 8

2.4. Hayit (VITEX AQNUS-CASTUS) .......uertiiuirreriiniieieieente st st siesiessee et sre s nes 9

2.5. Calismada Kullanilan Bitki Materyalleri ile Yapilan Calismalar.................... 10

2.6. S. sclerotiorum ile Yapilan Calismalar ..., 13

2.7. Nano giimiis ile Ilgili Yapilan Calismalar ............cccooeiiieniiiiiiii e 16

3. MATERYAL VE YONTEM........cooooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et eeseen e 20
3oL  IMIATERYAL ottiieiitie ettt ettt ettt e sttt ettt et e e s st e e s bt e e snb e e sbb e e e nbe e e bne e e nbeeeansneeanes 20
3.1.1. Bitki Materyalleri........c.coeiiiiiiiiiiiceee e 20
3.1.2. Fungus KUIHIT ..oovvviciiiicci e 20

G 0 i =) SR 21
3.2.1. Giimiis Partikiillerinin Elde Edilmesi .........ccccccvvviiiiiiiiiiiiieiec e 21
3.2.2. Bitki Ekstraktinin Elde Edilmesi .......ccccocceeiieiiiiiiiiiiii e, 22

3.2.3. Serbetgiotu (Humulus lupulus), Hay1t (Vitex agnus-castus) ve Kaldirik
(Trachystemon orientalis) Su Ekstraktindan Nano Giimiis Partikiillerinin Elde

EAIIMEST - 22
3.2.4. In vitro kosullarda bitki ekstraktlarinin antifungal aktivitesinin belirlenmesi
................................................................................................................................ 24
3.2.5. In vitro kosullarda nano giimiis soliisyonunun S. sclerotiorum tizerindeki
antifungal aktivitesinin BElreNMESI........ccoveiiiiiiie e 25
3.2.6. In vitro kosullarda nano giimiis partikiilleri ilave edilmis bitki ekstraktinin S.
sclerotiorum iizerindeki antifungal aKtiVItesT ........ccvrviiiiiriiiiieiiercseeee 25
3.2.7. In-vivo kosullarda sulu nano-giimiis bitki ekstraktlarinin antifungal
etkilerinin DElIrIENMEST ........cooii e 28
3.3, ISTATISTIK VERILERI ....cocviviviieieceeveteiceteae ettt 29
4. BULGULAR......cooie ettt sttt bt ne e be b neenneas 30
4.1. IN VITRO ANTIFUNGAL CALISMA SONUCLARI.......vvteivieeiieeesieeesieeeesseeesssseesnsneeenns 30
4.1.1. Nano giimiis partikiil soliisyonlu deneme c¢alisma sonuglari........................ 30

4.1.2. Bitki ekstraktinin S. sclerotiorum tizerindeki antifungal aktivite sonuglari . 31

iv



4.1.3. Nanogiimiis katkil1 bitki ekstrakti ile hazirlanan antifungal aktivite ¢alisma

10201011 F: 3 5 SRR 32

4.2. IN Vivo ANTIFUNGAL AKTIVITE CALISMA SONUCLARI ....ccovvvreeiireeeiiieeeieeesnneeenns 34

5. TARTISMA VE SONUC ..ottt sae et snaa e sneesnaeennee s 35
6. KAYNAKLAR .. oottt e be e sae e be e st e e re e 39
To OZGECMIS ooueeveeeeeeseeesesessssessssnsssssssssessssssssssssasssssssasessssssssssssasesssssasesssssssessssassessssanessess 43



SIMGELER VE KISALTMALAR

Kisaltmalar Aciklama

SC Serbetciotu ¢igek
HY Hayit yaprak

HC Hayit ¢igek

KC Kaldirik ¢icek

KY Kaldirik yaprak

SS Sclerotinia sclerotiorum
PDA Patato dextrose agar
Simgeler Aciklama

ml Mililitre

mg Miligram

um Mikrometre

agnp Nano giimiis partikiil
NaOCl Sodyum Hipoklorit
AgNOs3 Giimiis Nitrat

vi



SEKILLER LISTESI

Sayfa
Sekil 1.1. Tiirkiye’de 2021-2022 Yillarinda Yapilan Uretim Miktarlari..................... 2
Sekil 2.1. S. sclerotiorum’un tarim alanlarindaki gortintimii....................ocoeeeinnn.o 7
Sekil 2.2. Kaldirik Bitkisi Cigek, Govde ve KOk Yapist.........coooviviiiiiiiiiiiiiiinn, 8
Sekil 2.3. Serbet¢i Otu Bitkisi (Anonim,2021).......coviiiiiiiiiii i, 9
Sekil 2.4. Hayit Bitkisi (Anonim,2022a)..........oouiuiniiiiiiieiee e, 9
Sekil3.1.Nanopartikiil soliisyonunun hazirlanmasi(a) ve hazirlanan nanopartikiil
sollisyonu ile bitki ekstraktinin karistirtlmasi(b).............cooooiiiiiiiiiii i 21
Sekil 3.2. a)Orbital ¢alkalayic1 b) Bitki ekstraktinin filtre kagidindan gegirilmesi ........ 22
Sekil 3.3. Nano gilimiislii bitki ekstraktlarinda meydana gelen renk degisimi ............ 23
Sekil 3.4, PH MEtIC. ...ttt e e 24
Sekil 3.5. Bitki ekstraktinin PDA ile karistirtlmasi...............oooooiiiiiiiiiiiiiiinin, 25
Sekil 3.6. Invitro laboratuvar ¢alismalari...............ocooeiiiiii i 26

Sekil 3.7. UV-Visible spektrofotometrede nano giimiislii KC, KY ve S$C bitki ekstraktinin
o) (0111101 1<) o P PR 27
Sekil 3.8. Hiyar meyvesi lizerinde uygulanan nano partikiillii bitki ekstraktinin S.
sclerotiorum etkinlik ¢aliSmast............o.oviiiiii i 28
Sekil 4.1. Nano giimiis partikiilli petri ¢alismasinda %2.5 ve %50’lik dozlardaki
gelismelerinin petri gOTSElleri.......oouitii i 30
Sekil 4.2.Nano gimiislii bitki ekstraktlarmin S. sclerotiorum iizerindeki miselyum
ElISIMINE KIS, .. euuut ettt 33
Sekil 4.3. Hiyar meyvesi lizerinde yapilan calisma da S. sclerotiorum iizerindeki
AKEIVITEST. . ..o, 34

vii



CIZELGE LISTESI

Sayfa
Cizelge 2.1. S. sclerotiorum’un taksonomik siniflandirmasi..................coooeeeinnnn.. 6
Cizelge 3.1. Denemede kullanilan bitki materyalleri...................coooiiiiiiiin.n. 20
Cizelge 3.2. ik dl¢iim ve 24 saat sonraki pH 6l¢iim degerleri................cc.oeevin... 26
Cizelge 4.1. Bitki ekstraktinin S. sclerotiorum’a kars: antifungal aktivite
OTANIATT. .ot e 31

Cizelge 4.2. Nano giimiislii bitki ekstraktinnin S. sclerotiorum’a kars1 antifungal aktivite
OTANIATI(Y0) . ..ottt e 32

viii



1.GIRIS

Tarimsal iretim faaliyetleri 10-15 bin yil 6nce, insanlar g¢evre faktorlerini kendi
ihtiyaclarina gore sekillendirmeye basladigi zaman ortaya ¢ikmistir. Tarimsal iiretim
Mezopotamya, Cin, Gliney Amerika ve Afrika'nin Sahra Coli'nlin giineyinde kalan

bolgesi gibi birgok bolgede yayilmaya baglamistir (Anonim, 2023).

Tarmm insanlik tarihinin bilinen en eski ve ilk mesleklerinden birisidir. Tarimsal
faaliyetlerin yapildig: ciftcilik insanlarin temel ihtiyaclarini karsilamak amaciyla gida
tiretimine yonelik olarak yapilmaktadir. Ayrica tarim glinlimiizde gida liretiminin devami
olan biyolojik gereksinimleri karsilayan bir faaliyet serisi olarak siireklilik kazanmuistir.
Bu yoniiyle diger is kollarindan énemli dl¢lide farklilik gostermektedir. Bunun yaninda

tarimsal faaliyetler tiim Diinya’da yasamsal 6neme sahiptir (Direk, 2012).

Tarim cografyasi insanlar1 yasadigi ortamla birlikte ele alarak tarimsal faaliyetlerin
ortamla iliskilerini belirlemektedir. Insanlar tarimsal faaliyetlerin gerceklesmesi icin
yasadiklart ortamlara farkli miidahaleler edip degisik bir goriintii kazandirma yoluna
gitmislerdir. Ayn1 zamanda tarim cografyasi tarimsal goriiniimiin mekansal faktorleriyle
ilgili olup, 1950 ve 1970 li yillar cografya tarim cografyasi ve diger bilimler i¢in doniim
noktas1 olmustur. Bu durum tarim cografyasini biiyiik oranda etkilemesine ragmen tiim

diinyada ayn1 yogunlukta etki gosterememistir (Aliagaoglu, 2019).

Son yillarda tarimsal {iriinlere olan talebin artmasi sonucunda bitkisel ve hayvansal
tiretiminde artis gozlemlenmistir. Tarimsal tiretimde hastalik ve zararlilara kars1 tiretimi
artirmak amaciyla pestisit kullannmi yogun sekilde artis gostermistir. Buna gore
Diinyadaki pestisitlerin satist 2000-2010 yillar1 arasinda %28.9 oraninda artmistir. Yine
ayn1 sekilde bu oran 2011-2016 yillar1 arasinda %5 daha biiyiiyerek Diinya’da ile 2017
yilinda pazarin 68.5 milyar dolara ¢ikmasimi saglamistir (Kaymak ve Sermin, 2015).
Giiniimiizde Diinya’da ve iilkemizde benzer sekilde yogun pestisit kullanimina devam

edilmektedir.

Tiirkiye de ise tarimsal iiretim ekonomiyi olusturan temel yapi taslarindan biridir. Uretim
ve tiikketim faaliyetleri diinyada oldugu gibi iilkemizde de her insani etkilemektedir.

Tiirkiye’de 2021-2022 yillarinda yapilan tiretim miktarlarina bakildiginda tiretim dengesi

1



her gegen yil degismektedir. TUIK verilerine gore 2022 yili iiretim miktarlarinda, 2021
yil1 istatistikleri ile karsilastirildiginda tahillar ve diger bitkisel tirtinlerde (yem bitkileri
hari¢) icecek ve baharat bitkilerinde %7.7, meyvelerde %14.6 oraninda artis olurken;
sebzelerde %0.5 oraninda azalma gergeklesmistir. 2022 yili verileri incelendiginde
yaklasik olarak sebzeler 31.6 milyon ton, bitkisel {iriin ve tahillar 70.2 milyon ton ve
baharat ve i¢ecek bitkileri 26.8 milyon ton olarak tespit edilmistir. Yine 2022 yili sebze
tirtinleri tiretim miktar1 2021 yilina gére %0.5 miktarinda azalis gostererek 31.6 milyon
ton olarak belirlenmistir. Sebzelerde ki iiretim miktarlar1 domates (%0.7), kuru sogan
(%6) ve karpuz (%0.7) oraninda azalma gosterirken salgalik kapya biber %2.5), havug
(%33.5) ve hiyar (%2.6) oraninda artis gdzlemlenmistir. (TUIK, 2022).
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Sekil 1.1 Tiirkiye’de 2021-2022 Yillarinda Yapilan Uretim Miktarlart

Ulkemizde ve diinyada pestisit kullanimini azaltmak igin bitki ekstraktlarinin
hastaliklarla miicadelede kullanim olanaklarinin belirlenmesine yonelik arastirmalar
yapilmakta ve bu konu {izerine ilginin daha da arttig1 goriilmektedir. Bunun en 6nemli
nedeni ise, bitki ekstraktlarinin organik tarimdaki basaris1 ve bitki korumada kullanilan
kimyasal ilaglarin ortaya c¢ikardigi sorunlardir. Bu sorunlara 6zellikle son yillarda yas

meyve-sebze ihracatinda, liriinler tizerindeki ilag kalintis1 yiiziinden ihrag¢ edilen tilkeler



ile yasanilan sorunlar ornek verilebilir. Bu kalintilar1 azaltmak veya yok etmek igin,
kimyasal ila¢ kullaniminin en aza indirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple Diinya’da ve
Tirkiye de kimyasallarla miicadele yontemlerinin arastirilmasi ve alternatif yontemler

arayist hiz kazanmustir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda kimyasal miicadelenin insan ve g¢evre sagligl acisindan
biiyilk problem yaratmasindan dolay1 biyo-pestisitlere olan ilgilinin giderek arttig
goriilmektedir. Bitkisel kokenli pestisitlerin tarimsal savasimda {imit var sonuglar elde
edilmesiyle birlikte diinyada son yillarda bitki ekstraktlar1 konusundaki aragtirmalar artig
gostermistir. Alternatif bir miicadele yontemi olan bitkilerden elde edilen Oziitlerin
antifungal etkiye sahip olduklar1 uzun yillardir bilinmektedir. Bitki ekstrakti ile yapilan
calismalar son donemde kimyasal miicadele yontemi olarak tercih edilmektedir. Dogada
bulunan bitkiler kullanilan kimyasal ilaclar yerine biyokimyasal yapida bircok materyali

kapsayan etkili bir miicadele yontemidir (Prakash ve Rao,1996).

Hizla gelisen ve insan yasami iizerinde birgok etkisi olan nano teknoloji tarim sektoriinde
de yerini almaktadir. Nano teknolojik gelismeler tarimda ila¢ kullanimini azaltma, bitki
ve hayvan islahin1 gelistirme, bitki kokenli hastaliklarinin tedavisi, ayni zamanda
hastaliklarin teshisi gibi yeni yaklagimlarla, gida ve tarim endiistrisine yeni bir soluk
getirme giicline sahiptir (Tirkmen, 2015). Bununla birlikte Nanoteknoloji terim olarak
ilk defa 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan, “ileri diizey duyarlilikla mevcut
teknolojilerin kii¢tliltiilmesine dayali bir teknoloji” olarak tarif etmistir (Ramsden, 2005).
Son zamanlarda ise nano teknolojinin kullanildig1 ¢alismalar fazlasiyla yaygin olup,
caligmalarda kullanilabilecek yeni bir metod olusturmaktadir. Nano teknolojinin
yayilmasiyla birlikte gida sektoriiniinde dikkatinin ¢ekmis ve bir¢ok iirlinde kullanilmaya
baslanmistir (Hanks, 2015). Nanoteknoloji, 100 nm’den daha ufak biyolojik ve biyolojik
olmayan yapilarin yapimi, karakterizasyonu ve islemesi tizerinde yogunlagsmis bir
teknolojidir. ‘Nano’ kelime olarak, bir fiziksel biiytikliigiin bir milyarda biri anlamina
gelmektedir (Ciraci, 2005). Giimiisiin nano boyuta indirilmesi, aktivasyonunun arttirarak
bakteri, fungus ve viriisler lizerindeki etkinligini arttirmaktadir. Nano boyutlarda (0-200
nm) gilimiisle karsilasan bakteri, viriis veya mantar hiicrelerinin metabolizmasi
bozulmakta ve elektriksel etkilesimle enzimleri etkisiz hale getirerek hiicreleri

oldiirmektedir (Taylan ve ark., 2018).



Nano partikiiliin birgok ¢esidi bulunmaktadir. Bunlar; ¢inko (Zn), platin (Pt), gimiis (AQ),
titanyum (Ti), altin (Au), nanopartikiilleridir. Giimiis; antibakteriyel, antifungal ve
antiviral Ozellikleri ile genis spektrumlu bir antimikrobiyal ve uzaklastirici olarak
ylzyillardir pek ¢ok alanda giivenle kullanilmaktadir. Bu avantajlar; glimiisiin cok genis
spektrumlu bir antibiyotik olmasi, glimiiste bakteri direncinin neredeyse hi¢ bulunmamasi
ve bilindigi lizere diisiik derisimde toksik olmamasidir (Rai ve ark., 2009). Ayrica Rai ve
arkadaglarinin yapmis oldugu c¢alismada Staphlyococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa ve Esherichia coli’ye karsi antibakteriyel oOzellige sahip oldugunu
diisiinmiistiir. Ayn1 zamanda bazi antifungal ve antiviral etkilere de sahiptir. Bakir, ¢inko,
titanyum, altin gibi diger metal iyonlarinin da antimikrobiyal 6zellikte olduklari tespit
edilmistir. Fakat bakterilere, viriislere ve diger 6karyotik mikroorganizmalara kars1 en iyi

etkinligi giimiis gostermektedir (Duncan, 2011).

Nanoteknoloji gliniimiizde hizla gelisen ve insan yasami iizerinde birgok etkisi olan bir
alandir. Nanopartikiiller (np'ler), optik etki, kuantum boyut etkisi ve ylizey etkisi gibi yeni
Ozelliklere sahip 1-100 nm boyut araliginda atom kiimeleridir. Bu o6zellikler,
mikroorganizmalar, bitkiler ve hayvanlarla etkilesime girmelerini saglayan sekillerine,
morfolojilerine ve boyutlarina baglhidir. Onemli bir metal olarak, giimiis nanopartikiillerin
(agnp'ler) bir¢ok uygulamasi vardir: kataliz, elektronik, tibbi teshis ve antimikrobiyal
aktiviteler ve ayrica antikoagiilan, andiyabetik ve trombolitik gibi bagka yeni aktivitelere
de sahiptir (Wang ve ark., 2021).

Nanoteknolojik gelismeler oldukg¢a popiiler olup, bilimsel aragtirmalar i¢in yeni bir alan
olusturmaktadir. Nano teknolojinin yayilmasiyla birlikte gida sektoriinlinde dikkatinin
cekmis ve birgok iiriinde kullanilmaya baglanmistir (Hanks, 2015). Yine ayni sekilde
bitkilerden ve bitkisel kaynakli {riinlerin antifungal, antibakteriyal, herbisidal,
insektisidal ve nematisdal 6zellikleri birgok ¢alismayla belirlenmistir (Kalkisim, 2012;
Mostofa ve ark., 2012; Djeussi ve ark., 2013; Tejeswini ve ark., 2014; Bhagwat ve Datar,
2014; Kashkooli ve Saharkhiz, 2014; Javed ve ark., 2014; Kepenek¢i ve Saglam, 2015).
Bununla birlikte bitkilere ait farkli kisimlarin farkli organik c¢oziiciilerle elde edilen

ekstraktlarinin bitki hastaliklarinin gelisimi tizerine in vitro ve in vivo kosullarda etkinlik



caligmalar yiiriitiilmustiir (Karcioglu ve ark., 2011; Onaran ve Yilar, 2012; Yilar ve ark.,

2014).

Nano giimiis sentezleme yOntemleri arasinda fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler
yer alir. Fiziksel veya kimyasal yontemle, ¢evre iizerinde etkisi olacak veya karmasik
ekipman gerektirecek ¢ok sayida toksik kimyasal, yliksek basing ve yiiksek sicaklik gibi
asirt kosullar gerektirir. Bu nedenle, sentez islemi sirasinda nazik teknikler ve toksik
olmayan kimyasallar kullanarak agnp'leri sentezlemek icin c¢evre dostu bir yontem
gelistirmek gerekmektedir. Son zamanlarda, agnp sentezi igin biyomalzemelerin
uygulanmasi aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir, biyomalzemeler arasinda bitki, mantar,
bakteri ve algler, eklembacaklilarin metabolitleri, enzimler bulunmaktadir (Wang ve ark.,

2021).

Son zamanlarda yiikselise gegen nano giimiis teknolojisi bilimde ve teknolojide yapilan
ortak caligmalarda yeni bir kaynak saglamaktadir. Nano teknolojide kullanilan
maddelerin alan1 ¢ok biiyiik olup; tip, sanayi medikal sektorleri ve tarim alanlarinda

kullanilmaktadir (Koch, 2000).

Gilimiis nanopartikiilleriyle etkilesime giren fungus, virlis ve bakteri hiicrelerinin
metabolik yapist degismekte ve metabolizmalart bozulmaktadir. Buda elektriksel
etkilesimle enzimleri is goremez seviyeye getirerek hiicrelerin GSlmesine sebep
olmaktadir. Sonug olarak insan viicuduna giren nano partikiiller hiicreler ile reaksiyona
giremediginden viicuda herhangi bir zarar vermemektedir ve insan hiicrelerindeki

membran, giimiis iyonunun hiicre igerisindeki etkisine mani olmaktadir (Anonim, 2019).

Yapilan bu tez ¢alismasinda, bazi bitki kisimlarindan (yaprak, ¢i¢ek) elde edilen bitki
ekstraktlarinin nano giimiis partikiilleri ile sentezlenmesi sonucunda hazirlanan bitki
ekstrakti soliisyonunun farkli dozlari kullanilarak S. sclerotiorum etmenine karsi

antifungal aktivitesi belirlenmistir.



2. GENEL BILGILER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary

Ulkemizde ve Diinyada bir¢ok tarim alaninda, tiikettigimiz meyve ve sebzelerde iiriin
kayiplarina sebep olan 6nemli hastalik etmenleri bulunmaktadir (Yavuz ve Ark., 2022).
Bu c¢alismada kullanilan patojen S. sclerotiorum bu hastaliklardan biridir ve ¢esitli
bilimsel arastirmalara konu olan nekrotrofik fitopatojen bir fungustur (Otun ve
Khayalethu, 2022). S. sclerotiorum’un ilk adlandirilmasi Peziza sclerotiorum olarak 1837
yilinda Libert tarafindan yapilmigtir. Hastalik etmeninin glinlimiize kadar bircok
smiflandirmasi yapilmistir. Fuckel bu patojeni 1870 yilinda Sclerotinia’ya dahil ederek
ismini S. libertiana olarak degistirmistir. 1884 yilinda Bary tarafindan “Uluslararasi
Botanik Adlandirma Kurallar1” ile S. sclerotiorum olarak adlandirilmistir. Fakat 1972de
Korf bu patojenin Whetzelinia oldugunu ileri siirmiis, buna 1979 yilinda Kohn kars1

¢ikmis ve fungusun adi Sclerotinia olarak giintimiize kadar gelmistir (Yanar, 1997).

Cizelge 2.1. S. sclerotiorum’un taksonomik siniflandirmasi (Melzer ve ark., 1997)

Sif Discomycetes

Takim Helotiales

Familya Sclerotiniaceae

Cins Sclerotinia

Tiir S. sclerotiorum (Lib) de Bary

S. sclerotiorum hastalik etmeni 400'den fazla tiirden olusan genis bir konuk¢u dagilimina
sahiptir ve ¢ok sayida tarim iriiniinde hastalik gostermektedir. Patojen ciddi verim
kayiplarina neden olmakla birlikte diger birgok iilke gibi Tiirkiye’de de kaliteyi
diislirmektedir. Sclerotinia tiirliniin sclerot adi verilen dayanikli yapilar1 sayesinde
toprakta ve konuk¢usunda 8 yila kadar canli kalabilmektedir (Kurt ve Ark., 2011). S.
sclerotiorum (Sekil 2.1) beyaz kiif hastaligina neden olan ve %70’¢ varan verim
kayiplarina neden olan bir hastalik etmenidir. Cok genis konukgu yelpazesine sahip olan
bu fungus bir¢ok bitkiyi enfekte etmektedir. Biyolojik kontrol yontemi bu bitki patojeni

ile miicadele edebilmek igin etkili bir alternatiftir (Julie ve ark., 2020).



Sekil 2.1. S. sclerotiorum’un tarim alanlarindaki goriiniimii

2.2. Kaldirik (Trachystemon orientalis)

Boraginaceae familyasina ait ¢ok yillik bir bitki tiiriidiir. Bu bitki tiirii Dogu Bulgaristan,
Bati Kafkasya'da ve Tirkiye'de Karadeniz bolgesinde yayilim gostermektedir.
Kaldirik’in bireyleri 30-40 cm yiiksekliginde, ¢ok yillik tiiylii bir bitkidir (Sekil 2.2). Kok
yapist, rizomlu genis yaprakli ve mavi-kirmizimst mor ¢igeklidir. Cigek tomurcuklari ve
yapraklart olan bitki saplari yaygin olarak Tiirkiye'nin Karadeniz Bolgesinin farkl
sehirlerinde sebze olarak tiikketilmektedir. Ayrica kokleri ve yaprak saplari tursu olarak
tilketilmektedir. T. orientalis halk arasinda farkli isimlerle anilmaktadir. Tiirkiye de
Kaldirik, Kalduruk, Hogan isimleriyle de taninmaktadir. Tiirkiye florasindaki kayitlara
gore, T. orientalis yaygin olarak 50 ila 1000 m yiikseklikte, nemli yogun ormanlarda
yetismekte ve nehir kenarlarinda T. orientalis'in rizomlar1 tiremesini saglamaktadir.
Insanlarda idrar1 arttirici, kan temizleyici ve ates diisiiriicii etkisinden dolay1 halk

arasindaki kullanimi1 olduk¢a yogun goriilmektedir. (Onaran ve Yilar, 2012).



Sekil 2.2. Kaldirik Bitkisi Cigek, Govde ve Kok Yapist

2.3. Serbet¢i Otu (Humulus lupulus)

Cannabaceae (kendirgiller) familyasindan temmuz-eyliil aylar arasinda yesilimsi-beyaz
renkli ¢igekler agan, 2-5 m yiksekliginde, sarilici govdeli, iki evcikli otsu
bir bitki tiiridiir (Sekil 2.3). Bitki govdesinin yiizeyi ince sert tirmanmaya yarayan
tilylerle ortiilidiir. Yapraklar karsilikli, uzun sapl ve yiirek seklindedir. Yapraklarin da
ist ylizeyleri sert tlyliidiir. Erkek ciceklerin rengi yesile yakin sar1 ve birlesik salkim
durumunda, disi ¢iceklerse yuvarlak kozalaklar halinde bir aradadirlar. Disi ¢i¢eklerin
etrafinda brakte ve braktecik denilen genis, oval tasiyici yapraklar ve bunlarin iizerinde

de salgi tiiyleri bulunur (Anonim, 2022a).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Cannabaceae
https://tr.wiktionary.org/wiki/iki_evcikli
https://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki
https://tr.wikipedia.org/wiki/T%C3%BCr
https://tr.wikipedia.org/wiki/Yaprak
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kozalak
https://tr.wikipedia.org/wiki/Brahte
https://tr.wikipedia.org/wiki/Brahtecik

Sekil 2.3. Serbet¢i Otu Bitkisi (Anonim, 2021)
2.4. Hayit (Vitex agnus-castus)

Hayit olarak bilinen Vitex agnus-castus Akdeniz iilkelerinde yayilim gostermesi ile
birlikte Dogu Afrika ve Bati1 Asya’da da varligin1 gostermektedir (Brickell ve Zuk, 1996;
Blamey ve Grey-Wilson, 1998). Vitex agnus-castus, yapraklarinit déken, 3-6 m boyutunda
yuvarlak tacl, dik ve algaktan dallanan ¢ali veya agagcik formlu, ince orta dokulu bir
tirdiir (Brickell ve Zuk, 1996; Cheifetz ve ark., 1999). Bitkinin aromatik yapraklari1 genis
bicimde 5-7 pargal1 bilesik yapraklardir ve yaprakgiklar tam kenarli, uzun oval sekilli,
sivri uglu, tist kismi koyu yesil renkli, alt yiizleri ise beyazimtirak tiiylerle kaplidir
(Blamey ve Grey-Wilson, 1998; Burnie, 2000). Hayit bitkisinin goriinimii Sekil 2.4’te

verilmistir.

Sekil 2.4. Hayit Bitkisi (Anonim, 2022b)



2.5. Calismada Kullanilan Bitki Materyalleri ile Yapilan Calismalar

Sacan (2018), bu c¢alisma kaldirik bitkisinin igeriginde bulunan toplam fenol ve
flavonoidlerin antioksidan aktivitesini belirlemek amaciyla yapilmistir. Kaldirik
bitkisinin sulu ekstraktinin hazirlanmasi i¢in farkli antioksidanlar kullanmistir. Giici
azaltma ve radikal stipirme aktivitesi gibi testleri uygulamistir. Bu testler sonucunda
fenolik ve flavonoid igerikleri belirlenmistir. Yapilan ¢calisma sonucunda test sonuglarini
dogal ve sentetik antioksidanlarla karsilastirmistir. Kaldirik bitkisinin flavonoid, fenolik
ve antosiyanin igerigi yararli bir dogal antioksidan kaynagi oldugunu gostermistir. Gida
ve kozmetik sektdrlerinde diger yiiksek derecede toksik sentetik antioksidanlara alternatif

katk1 maddesi olarak kaldirik bitkisi kullanilabilecegini ortaya koymustur.

2010 yilinda Diizce ili Saz kdyiinden toplanan kaldirik bitkisinin 5 farkli bitki patojeni
fungus (A. rabiei, F. oxysporum, F. oxysporum f. sp. radicis-likopersici, V. dahliae, R.
Solani) tizerinde yapilan ¢alismada, bitkinin kok ve ¢igek kismindan elde edilen sulu
ekstraktlarindan en yiiksek etkiyi cigek kismi gostermis olup bunu kok kismu takip
etmistir. Cicek kisminin sulu ekstrakti bitki patojeni funguslara kars1 maksimum aktivite
gostermistir. Bu ¢aligma ile T. Orientalis’in antifungal aktivitesi ilk defa test edilmistir
(Onaran ve Yilar, 2012).

Yilar ve ark., (2014) yapmis oldugu calismada Kaldirik bitkisinin (yaprak, ¢i¢ek ve kok)
ekstraktlar1 %1, %3, %5, %7, %10 ve %20°lik dozlarda Fusarium acuminatum, Fusarium
solani ve Fusarium oxysporum’un miselyum gelisimine etkinlikleri in vitro kosullarda
arastirilmistir. Denemede ¢igek, yaprak ve bitki su ekstraktlar1 F.solani, F. acuminatum
ve F. oxysporum miselyum gelisimini %20’lik dozda %100 oraninda engellemistir. Kok
ekstrakt1 ise F.solani, F. acuminatum ve F. oxysporum miselyum gelisimini kontrole
oranla sirastyla %0-%12.41, %28.26-%42.27, %32.20-%100 fungus gelisimini

engellemistir.

Svecova ve ark., (2013) Vitex agnus-castus metanol ekstrakti, in vitro ve in vivo kosullar
altinda Pythium ultimum'a kars1 giiglii antifungal aktivite gdstermistir. Domates
fidelerinde % 0.2'lik ekstrakt, misel biiylimesini engelleyerek P. ultimum'a kars1 dnemli
antifungal aktivite gostermistir. Denemede kullanilan bitki ekstrakti hem domates

fidelerine hem de bitki patojeni olan P. ultimum'a enjekte edilmistir. Dort adet PR geninin
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(PR-1, PR-2, PR-5, PR-6) gostermis oldugu etkiler izlenmistir. PR-1 ve PR-4 genlerine
fungus asilandiktan 12 saat sonra V. agnus-castus ekstrakti ilave edilmistir. 24 saat sonra
bitki ekstrakti kaybolmus ve bitki iizerinde ayn1 anda uygulanan ekstrakt ve patojenin
sinerjistik indiikleyici etkisi gozlemlenmistir. PR-6 geni dogrudan V. agnus-castus
tarafindan aktive edilmemistir. Ekstrakt ancak patojen ile birlikte uygulandiginda 24
saatte gergeklesmistir ve gen ekspresyonu 48 saat sonra artmistir. PR-5 geninin

aktivasyonu olugsmamuistir.

Vitex agnus-castus’un yaprak, ¢icek ve tohumlarindan hidro damitma yontemi ile elde
ettikleri ugucu yaglar1 antifungal ve antibakteriyel aktivitelerini belirlemek icin
kullanmiglardir. Calismada {i¢ mantar ve sekiz bakteri susundan yararlanmiglardir. Cigek
yagi sineol, karyofilen, terpinen tohum yagi sineol, sedrelanol ve yaprak yag1 izopropenil,
dimetiloktahidroin, karboksislik asit, sineol icermektedir. Amerika ve Asya’dan
getirdikleri tohumlarin ve yapraklarin ugucu yaglar1 Klebsiella pneumonea'ya karsi
antibakteriyel aktivite gOstermistir. Yaprak ve c¢icek yaginda E. coli’ye karsi
Pseudomonas aeruginosa yiiksek antifungal aktivite gosterirken bunlar1 takiben

Penicillium escpansum'a kars1 Aspergillus flavus etki gostermistir (Habbab ve ark., 2016).

Mizobuchi ve Sato (1984) Serbet¢i otundan (Humulus lupulus) elde edilen reginenin
antimikrobiyal aktivitesinin arastirilmasinda bazi bilesikler bulunmustur. Serbet¢i otu
reginesinin bilesenleri Trichophyton spp.’nin gelismesini engellemistir. Bu ¢alismada

bitkinin antifungal etkisi ayr1 olarak incelenmistir.

Serbet¢i otu (Humulus lupulus) bitkisinin ¢igek kismindan hidro alkolik ekstrakt elde
edilerek anti-influenza agisindan test edilmistir. Farkli fazlar tizerinde miidahale etme
kabiliyeti ve etkinligi arastirilmistir. Cicek ekstraktinin gesitli viral suslarda yiiksek
oranda etkinlik gosterdigi oOlgiilmiistiir. Cigcek ekstrakti kullanilmadan 6nce etkinlik
oraninin kisitli oldugunu tespit etmistir. Sonug olarak serbet¢i otunun ¢igeklerinden elde
edilen ekstraktin antiviral ve antioksidan etkinliginin yliksek oldugunu tespit etmislerdir

(Sotto ve ark., 2018).

Yilar ve ark., (2019) Humulus lupulus L. (Serbet¢i otu) bitkisinden elde edilen methanol
ve hexan ekstraktlarinin F. oxysporium ve S. sclerotiorum tizerindeki etkisi in vitro

kosullar altinda incelemistir. 0.1, 0.5, 1 ve 2 mg\ml dozlarda hexan ve methanol
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ekstraktlarinin funguslara karsi etkinligini test etmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda hexan
ekstraktinin, metanol ekstraktina gore daha etkili oldugunu belirlemislerdir. Yapilan
calismada; Serbet¢i otu bitkisinden elde edilen Methanol ve n-Hexan ekstraktlarinin in
vitro sartlarda S. sclerotiorum ve F. oxysporum iizerine antifungal aktivitelerinin oldugu

belirlenmistir.

Baynal (2021) Serbet¢i otu bitkisinin su ekstrakti ve biyosentez yoluyla elde edilen
magnezyum nanopartikiillerinin antikanser, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi
kiyaslanarak degerlendirilmistir. UV-Visible spektrofotometrede SEM, EDX, FTIR,
XRD karakterizasyonu yapilmistir. Bu ¢alismay1 takiben antioksidan aktiviteleri test
edilmistir. Serbet¢i otunun flavonoid ve fenolik icerikleri belirlenmistir ve bilesenleri
kiyaslanmistir. Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda ise Staphylococcus aureus ATCC
35150, Escherichia coli ATCC 25922 ve Klabsiella pneumonia EMCS
mikroorganizmalarinda etkisi test edilmistir. Antifungal aktivite etkinliginin
belirlenmesinde magnezyum nanopartikiiliiniin Saccharomyces cerevisiae ATTC 76521
mikroorganizmasinda iizerindeki etkinligine bakilmistir. A549 akciger hiicre kanser
hattinda antikanser etkinligi test edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda antikanser
aktivitede serbetci otu ve magnezyum nanopartikiil uygulamalarinda kullanilan dozlarin
kanserli hiicreleri engelledigi belirlenmistir. Antioksidan aktivitede magnezyum
nanopartikiil etkinliginin yeterli olmadigi saptanmistir. Antimikrobiyal aktivitede
serbetci otu ekstraktinda en etkilisi MIC konsantrasyonu 0.039 mg/ml’dir.

Yan ve ark., (2021) bu g¢alisma 3 farkli arastirmay1 kapsamaktadir. Serbet¢i otu etanol
ekstraktinin in vitro kosullarda arastirilmasi, izopren flavonoid izoksantohumoliin
Botrytis cinerea’ya karsi in vitro ve in vivo kosullarda antifungal aktivitesinin
belirlenmesi ve serbet¢i otunun sulu ekstraktinin mekanizmasinin arastirilmasi olarak 3
farkli yontem izlemislerdir. /n vitro kosullarda bes farkli fitopatojenik fungusa kars1 orta
diizeyde etkinlik gosterirken izoksantohumol olan B. cineria’ya karsi olduke¢a yiiksek
aktivite gosterdigini saptamislardir. In vivo kosullarda ise koruyucu ve iyilestirici etki
gosterdigini  saptamiglardir. Yan ve ark.,’nin  yapmis oldugu bu ¢alisma
izoksantohumoliin fitopatojenik mantarlarin kontrol altinda tutulmasi i¢in etkili bir ilag

olarak kullana bilinecegini géz oniine sermistir.
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Katiraee ve ark., (2015) Vitex agnus-castus bitkisinin yapraklarindan elde edilen
esansiyel yagmin antioksidan ve antifungal aktivitesi test edilmistir. Candida albicans,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida krusei, Candida dubliniensis,
Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Penicillium species ve Alternaria spp.’e kars1 giiglii

antifungal aktivite gostermislerdir.

Bu calismada ise Asdadi ve ark., (2014)’e gore, Vitex agnus-castus’dan elde edilen
yaglarin antifungal aktivitesini test etmislerdir. Soxhlet aparati kullanilarak tohumlardan
ekstrakt elde etmisler hayit bitkisinin tohumlarinin yiiksek oranda yag icerdigini,
doymamis yaglarin hayit tohumunun ana bilesenini olusturdugunu ve ayrica yiiksek
antifungal aktiviteye sahip oldugunu belirtmiglerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda Candida
tirlerine kars1 sirasiyla 1.75, 7 ve 7 (mg\ml) etki gosterdigini tespit etmislerdir. Hayit

bitkisinin yaginin iimitvar sonuglar gosterdigini ortaya koymuslardir.

Icerisinde Vitex agnus-castus’unda bulundugu 18 farkli misir bitkisi hidrodistilisyon ile
izole etmislerdir. Calismada Agrobacterium tumefaciens ve Erwinia carotovora
bakterileri ile Botrytis cinerea, Alternaria alternata, Fusarium solani ve Fusarium
oxysporum funguslar1 kullanilmistir. Sonug¢ olarak bakteri tiirlerinin farkli derecelerde
antibakteriyel aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Artemisia monosperma’dan elde
edilen yag Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Fusarium oxysporum ve Fusarium
solani’ye kars1 sirasiyla EC50 = 54, 111, 106 ve 148 mg / L oraninda en yiiksek etkiyi
gosterdigini ortaya koymuslardir. Kullanilan bitki yaglar1 funguslarin ¢imlenmesini
engellemeye de katkida bulunmustur. F. oxysporum, Schinus molle yag: haricinde diger
yaglara kars1 degisken oranlarda engelleyici etki gostermistir (Badawy ve Abdelgaleil,
2014).

2.6. S. sclerotiorum ile Yapilan Calismalar

Hafez ve Kabeil (2013) yapmis oldugu calismada Chroococcus dispers ve Chlorella
vulgaris bitkilerinden su ekstraktt hazirlanmis ve giimiis nitrat indirgemesi igin
kullanilmistir. Ortaya ¢ikan biyo nano giimiis, elektron mikroskobu altinda incelenmistir.
Incelenen nano giimiislii bitki ekstraktnin pargacik boyutunun 25 ile 55 nm arasinda

degistigi saptanmustir. Bakteri suslarindan Pseudomonas flavescens, mantar olarak
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Erwinia amylovora, Fusarium solani, Fusarium oxysporium, Rhizoctonia solani,
Helminthosprium spp., Alternaria alternata, S. sclerotiorum ile disk difiizyon yontemi
kullanilarak antibakteriyel antibiyotiklerle karsilastirilmistir. Sonuglar yiiksek bakteri
aktivitesine sahip oldugunu gdostermistir. Ayni zamanda nano giimiis uygulanan
mantarlarda yiiksek aktivite gostermistir ve antibiyotik aktivitesinden 9 kat daha fazla

aktivite gosterdigi saptanmustir.

S. sclerotiorum’un genis konukguya sahip olmasi, Diinya da fazlasiyla yaygin olmasi
sebebiyle kimyasal fungus ilaglarinin kullaniminda en 6nde yer almaktadir. Kinofumelin
bu ilaglardan biridir. Bu ¢alismada in vitro ve in vivo kosullarda kinofumelin ilacinin S.
sclerotiorum’a kars1 antifungal aktivitesi test edilmistir. Ortalama etki konsantrasyonu
(EC50) degerleri 0.0004 ile 0.0059 pg ml—1 arasinda degisirken, ortalama EC50 degeri
0.0017 + 0.0009 pg ml-1 normal olarak degerlendirilmistir. Kinofumelin haricinde
kullanilan ilaglardan dimetaklon, boscalid veya karbendazim arasinda capraz direng
gozlemlenmistir. Kinofumelin yapraklar tizerinde S. sclerotiorum’a kars: yiiksek oranda
tyilestirici, koruyucu ve translaminar etki sergilemistir. Bitki iizerindeki koruyucu etkisi
iyilestirici etkisinden daha yiiksek olarak gozlemlenmistir. Sonu¢ olarak sahada S.
sclerotiorum'da karbendazim ve dimetaklon direncini yonetmek igin kullanilabilecegini

ortaya koymuslardir (Tao ve ark., 2021).

Tirkmen (2019) yapmis oldugu g¢alismada mersin (Myrtus communis L.), rezene
(Foeniculum vulgare M.) ve defne (Laurus nobilis L.) bitkilerinden elde edilen ugucu
yaglari, mikroemiilsiyon formlar1 ve karigimlari S. sclerotiorum’a kars1 in vitro ve in vivo
kosullarda test etmistir. Ucucu yagdan elde edilen karisimlarin miselyum gelisimine
etkisini belirlemistir. Sonug¢ olarak ugucu yaglarin doz artimlarina paralel olarak
miselyum engelleme oranlari da artis gostermistir. Defne, rezene ve mersin bitkilerinden
elde edilen ucucu yaglar i¢inde en fazla etkiyi rezene ugucu yagi gostermistir. S.
sclerotiorum’un miselyum gelisimini mersinde 2 pg/ml, defnede 1 pg/ml ve rezenede 0.3
ng/ml dozlarinda tamamen engelledigi tespit edilmistir. Rezenenin dozunda yapilan artis
dogru orantili olarak antifungal etkiyi de artirmistir. Mikro emiilsiyon formu
incelendiginde ugucu yaglarda oldugu gibi rezene, mersin ve defneden daha etkili
olmustur. Ugucu yaglar, karisimlar1 ve mikro emiilsiyon formlar1 S. sclerotiorum’a kars1

kullanabilecegini tespit etmistir.
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Onaran ve Yanar (2016) tarafindan yapilan calismada, S. sclerotiorum, Monilinia
fructigena ve Alternaria solani’ye karsi bazi bitki ekstraktlarina ait farkli bitkilerin
bolimleri hexan ve metanol bitki ekstraktlarinin antifungal etkinlikleri test edilmistir.
Yapilan ¢alisma neticesinde en fazla etkiyi sirasiyla, Cornus mas, Prunus laurocerasus,
Morus nigra, Morus alba ve Ros canina bitki ekstraktlarinda gosterdigi tespit edilmistir.
Prunus laurocerasus yaprak ekstraktlarinin M. fructigena miselyum gelisimine karsi en

fazla etki gosterdigi belirlenmistir.

Boyraz ve Kogak (2006) bu ¢alismada F. oxysporum, B. cinerea, A. mali, S. sclerotiorum
ve C. circinans’ a karsi nane (Mentha piperita L.), kimyon (Cuminum cyminum L.), ardig
(Juniperus communis L.), zakkum (Nerium oleander L.), sarmasik (Hedera helix L.),
kekik (Thymus vulgaris L.), ¢ortiik (Echinophora tenuifolia L.), 1sirgan (Urtica dioica
L.), okaliptus (Eucaliptus sp.), yavsan (Artemisia sp.) ekstraktlarinin antifungal
aktiviteleri arastiritlmigtir. Ekstraktlar 0.5 ml, 1 ml ve 2 ml/100 ml dozunda uygulanmustir.
Kekik bitkisinden elde edilen ekstrakt en fazla etkiyi géstermistir ve tiim funguslarin
miseliyal gelisimini tamamen engellemistir. Kimyon bitkisinden elde edilen ekstraktinin
yiiksek dozlari funguslarin gelisimini tamamen engellerken diisiik dozlart A. mali ve S.

sclerotiorum’ a karsi diisiik antifungal aktivite gostermistir.

Soylu ve ark., (2007) Kekik (Origanum syriacum) ve rezene (Foeniculum vulgare)
bitkilerinin esansiyal yaglarmin S. sclerotiorum’a karsi etkileri degerlendirilmistir.
Ugucu yaglarin hif ve sklerotinin morfolojik yapilari iizerine etkileri 151k ve taramali
elektron mikroskoplar1 altinda incelenmistir. Istila edilmis topraktaki hastalikl bitkilerin
sayisinin azaltilmasi goz oniine alindiginda, kekik ve rezene ugucu yaglarinin miimkiin
oldugunca fitopatojenik mantarlara kars1 sentetik fungisitlere alternatif biyo fungisitler

olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

Yilar ve ark., (2019) Humulus lupulus L. (Serbetgi otu) bitkisinden elde edilen methanol
ve hexan ekstraktlarinin F. oxysporium ve S. sclerotiorum tizerindeki etkisi in vitro
kosullar altinda incelenmistir. 0.1, 0.5, 1 ve 2 mg\ml dozlarda hexan ve methanol
ekstraktlarinin funguslara karsi etkinligi test edilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda hexan

ekstraktinin, metanol ekstraktina gore daha etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan
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calismada; Serbet¢i otu bitkisinden elde edilen Methanol ve n-Hexan ekstraktlarmin in
vitro sartlarda S. sclerotiorum ve F. oxysporum iizerine antifungal aktivitelerinin oldugu

belirlenmistir.

2.7. Nano giimiis ile ilgili Yapilan Calismalar

Dura (2022) yapmis oldugu bu ¢alisma, kok-ur nematodu (Meloidogyne incognita)
(Tylenchida: Meloidogynidae)’na karst bazi bitki su ekstraktlarinin ve nano giimiis
partikiillii (AgNPs) bitki su ekstraktlarinin nematisidal etkinligini arastirmak amaciyla
yapilmistir. Calismada kullanilan bitkilerinden elde edilen (su ve nano giimiis katkaili)
bitkisel ekstraktlarin kdk ur nematodlarina karsi etkileri arastirilmistir. Denemeler
sonucunda, Moringa oleifera ve Lantana camara’nin su ekstraktlarinin %25 ve nano
glimiis partikiillii su ekstraktinin 200 ppm konsantrasyonlar1 L2’lere karsi en yiiksek
etkiyi gosterdigi belirlenmistir. M. oleifera ve L. camara’nin bitki su ekstraktlarmnin %25
ve nano giimiis partikiillii ekstraktlarinin 200 ppm konsantrasyonlar1 sirasiyla L2’lere
kars1 en yliksek ortalama %65.80, %70.70 ve %95.10, %94.10 etkili olarak bulunmustur.
M. incognita’nin L2’lerine kars1 toksisite ¢alismalarinda M. oleifera ve L. camara’nin
200 ppm’lik konsantrasyonu en yiiksek etkiyi gdstermistir. Iki bitki ekstrakt: (M. oleifera
ve L. camara) M. incognita ile dogal olarak bulasik oldugu tespit edilen seralarda
denenmistir. In vivo galismalarda, nano giimiis partikiillii su ekstraktlarindan M. oleifera

ve L. camara’nin etkili oldugu anlasilmistir.

Ahluwalia ve ark., (2017) yapmis oldugu calismada giimiis nanopartikiilleri Swertia
panikulata bitkisi ile sentezlenmistir. Bitki 6ziinden elde edilen giimiis nitrat bu ¢alismada
hem indirgeyici hem kapatici ajanlar olarak kullanilmigtir. Daha sonra yapilan analizlerde
31-44 nm arasinda boyut araligina sahip oldugu ve giimiis nanopartikiillerin kiire seklinde
oldugu saptanmistir. Reaksiyon parametrelerinden sicaklik ve siire sentez reaksiyonunu
onemli olgiide etkilemistir. Ayrica sentezlenen nanopartikiiller 90 giine kadar sabit
kalmistir. Gram negatif ve gram pozitif bakteri suslarina karsi antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Sonug olarak sentezlenen AgNP’lerin standart inkiibasyon kosullar1 altinda
Pseudomanas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae’ye karsi antimikrobiyal aktivite

gdstermistir.
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Ediz (2018) tarafindan yapilan ¢alismada ise Phaseolus vulgaris (Yunus-90) L. bitkisinin
(vaprak, govde ve kok) kisimlarindan nano teknolojik yontemle elde edilen partikiillerin
yapisal karakterizasyonu uygun yontemlerden (UV-vis, FT-IR, TEM, SEM ve DLS)
faydalanilarak yapilmistir. Nano partikiiller ile yapilan sentez sonucunda antifungal
aktivitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Nanopartikiillii bitki ekstraktlarindan elde
edilen soliisyonlarin diisiik dozlarda bile yiiksek fungal aktiviteye sahip olduklar
belirlenmistir. Nano partikiillii bitki ekstraktlarinin géstermis oldugu etkinlik goz 6niinde
bulunduruldugunda miicadelede kullanilabilecek degerlere sahip oldugu anlagilmistir.
Yaprak ekstraktindan elde edilen nano giimiis partikiillerinin, diger ekstraktlardan (gévde
ve kok) elde edilen nano glimiis partikiillere oranla daha etkin antifungal aktiviteye sahip
oldugu test edilmistir. Calisma siiresince incelenen S. sclerotiorum, F. acuminatum, F.
tricinctum, F. incarnatum, Colletotrichum sp., F. culvarum, R. solani, ,F. oxysporum, A.
alternata, S. rolfsii ve F. graminearum, fungal patojenlerinden F. tricinctum ve
Colletotrichum sp. gelisimlerinin engellenmesinde nano giimiis partikiillerin 200 pg/mL
konsantrasyonun %100 etkili oldugu belirlenmistir. Ekonomik agidan 6nemli olan tarim
tiriinlerini fungus tiirlerinden koruyabilmek i¢in denemede kullanilan bitki ekstraktlarinin

soliisyon halinde uygulanmasi olanakli goriilmektedir.

Nartop (2017) yapmus oldugu c¢aligmada giimiis nanopartikiillerin biyosentezi (yesil
sentez) yapilarak Pyracantha coccinea bitkisinin yiizey sterilizasyonunda kullanimi
incelenmistir. Alkanna tinctoria (havaciva) koksaplarmin sulu ekstraktlart glimiis
nanopartikiil biyosentezinde kullanilmustir. In vitro kosullardaki sterilizasyon basarisi test
edilmistir. Yapilan ¢aligma sonucunda, yiizeysel sterilizasyon c¢alismasinda %10’luk
NaOCI ve kolloidal nano giimiis partikiil ¢dzeltisi uygulamasinda herhangi bir etki
gbzlemlenmemistir. Sterilizasyon uygulamasinda ise 20 dakikalik giimiis nanopartikiiller

NaOCl ile ayn1 yiizeysel sterilizasyonu (%53.70) oraninda etki gostermistir.

Kim ve ark., (2008) yapmis oldugu ¢alismada giil kiillemesine kars1 kolloidal nano giimiis
soliisyonunun antifungal aktivitesi incelenmistir. Cift kapsiillii nano giimiis iyonunun
fiziksel yontemi ve stabilizatorler ile hazirlanmistir. Nano giimiisiin ¢ap1 yaklasik 1.5 nm
olarak oOl¢iilmiistiir. Sulu ¢6zelti icerisinde nano giimiis partikiilleri homojenize olarak
dagilmistir. Boyut analizi ve dalga boyu Olgiimleri i¢in Transmisyon Elektron

Mikroskobu ve UV vis spektrofotometre kullanilmistir. 5000 ppm konsantrasyondaki
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nano gimiis kolloidal ¢ozelti, 10 ppm 500 kg icinde seyreltilip ve giil kiillemesi ile
kirlenmis 3306 m2’lik alana piiskiirtiilmiistiir. Giil kiillemesi hastalig1 ikinci giiniinde

%95 oraninda kaybolmus ve bir hafta boyunda hastalik tekrarlamamaistir.

Mozayeni ve ark., (2015) yapmis oldugu ¢alismada Kalsiyum hidroksit (CH) ve %2
klorheksidin (CHX) nano giimiis jellerin Candida albicans tizerindeki antifungal
aktivitesi arastirmistir. Kalsiyum hidroksit (CH) ve %2 klorheksidin (CHX) bakterilere
kars1 uygun antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve kanal i¢i tedavi amactyla
kullanilabilir oldugu tespit edilmistir. Nano giimiiste Kalsiyum hidroksit (CH) ve %2
klorheksidin (CHX) gibi mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.
Sonu¢ olarak CH ve CHX kagit lizerinde ve Gates Glidden matkab: ile alinan
numunelerde tim Ol¢limlerde etkili oldugu tespit edilmistir. Ancak nano giimiis ile

kiyaslandiginda nano giimiisiin CH ve CHX’den daha etkili oldugu saptanmuistir.

Bu ¢aligmada civan pergemi (Achillea millefolium L.) ve kadife ¢igegi (Tagetes erecta
L.)’nin methanol ekstrakti ve nano partikiilerinin Monilinia laxa’ya kars1 in vivo ve in
vitro kosullar altinda test edilmistir. In vitro ¢alismada civan per¢emi ekstraktinda %5°lik
dozda %65.5 oraninda, yaprak ekstraktinda %5’lik dozda ise %56.6 oraninda
engelledigini tespit etmistir. Kadife ¢igeginde ¢igek ekstraktinda %5°lik dozda %37,
yaprak ekstraktinda ise %10 oraninda bir engelleme tespit etmistir. Nano partikiil ile
yapilan ¢aligmada ise 10 mg/ml civan percemi ¢igek ekstrakti %25, yine 10 mg/ml kadife
cicegi ¢igek ekstrakti %28 oraninda engellemistir. In vivo ¢alismada %5, %4’liikk dozlarda
kadife ¢igegi yaprak ve ¢icek ekstraktinda elma meyvesi lizerinde sirastyla %28.2 ve
%21.8 oraninda engelledigini tespit etmistir. %5, %4’liik dozlarda civan pergemi gigek
ekstrakti %27.1 ve %21 oraninda yaprak ekstraktinda %34.4 ve %?26.8 oraninda
engellemistir. Bu ¢calismanin sonucunda kadife ¢igegi ve civan percemi bitkilerinden elde
edilen nano partikiillerin M. laxa’ya kars1 biyopestisit olarak kullanma potansiyelinde

olabilecegi tespit edilmistir (Kandis, 2022).

Nano giimiis partikiilleri ile yapilan ¢alismalar son donemlerde popiiler hale gelmis olsa
da bakteri, viriis ve entomoloji alanindaki genis arastirmalar funguslar tizerindeki
caligmalar da oldukga smirlidir. Yapilacak olan bu ¢alismayla {ilkemizin florasinda dogal

olarak yetisen bitkilerin toplanmasiyla, elde edilecek bitki ekstraktlarinin farkli organik
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coziiciiler kullanilarak S. sclerotiorum patojenine karsi antifungal aktiviteleri belirlenmis

olacaktir.

19



3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyalleri

Materyal olarak c¢alismada kullanilan bitkiler hayit (Vitex agnus-castus), kaldirik
(Trachystemon orientalis) ve serbet¢i otu (Humulus lupulus) Tokat, Antalya ve Ordu
illerinden toplanmustir. In vivo ¢alisma asamasinda kullanilan hiyar meyvesi ticari pazar
ve marketlerden eni ve boyu esit olacak sekilde secilmistir. Calismada kullanilan bitki

materyalleri ve tiir 6zetleri Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Denemede kullanilan bitki materyalleri

Botanik Ismi Familyasi Tiirkce Ad1 | Bitki Kismm | Toplandig:
Yer
Vitex agnus-castus L. | Verbenaceae | Hayit Yaprak, Antalya
Cicek
Trachystemon Boraginaceae | Kaldirik Yaprak, Ordu
orientalis (L.) G.Don Cigek
Humulus lupulus Cannabaceae | Serbetci Cigek Tokat
Otu

3.1.2. Fungus Kiiltiirii

Bu calisma da kullanilan bitki patojeni fungus S. sclerotiorum Gaziosmanpasa
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, Fitopatoloji laboratuvarlarida
bulunan stok kiiltiirden elde edilmistir. Fungus kiiltiirii, 20 ml potato dextrose agar (PDA)
iceren 90 mm petri kaplarinda 2442 °C’de 7 giin gelistirildikten sonra g¢alismada

kullanilmistir.
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3.2. Yontem

Bu ¢alisma 3 farkli asamada yapilmustir.

1) Giimiis partikillerinin PDA besi yerinde S. sclerotiorum’a karsi antifungal
aktivitesinin belirlenmesi,

2) Bitki ekstraktlari ile hazirlanan soliisyonun S. sclerotiorum tizerindeki antifungal
aktivitesinin belirlenmesi,

3) Nano giimiislii bitki ekstraktlarinin farkli dozlarda S. sclerotiorum tizerindeki

antifungal aktivitesinin belirlenmesi olarak 3 farkli yontem uygulanmistir.

Pozitif kontrol olarak ticari firmanin 6nerdigi %80 Thiram kullanilmistir. Negatif kontrol
olarak sadece PDA kullanmilmistir. Dozlar %2.5, %5, %10, %20, %50 olarak

belirlenmistir. Ayrica deneme 3 tekerrtirlii ve 2 tekrarli olarak yapilmistir.

3.2.1. Giimiis Partikiillerinin Elde Edilmesi

Nano glimiis su ekstraktinin hazirlanmasinda ilk olarak 99 ml saf su erlen igerisine
doldurulmustur. Uzerine 1 ml seyreltilmis s1vi nano giimiis eklenerek calkalayicida
karistirilarak toplamda 100 ml homojenize bir karisim elde edilmistir. Bu uygulama

5(bes) bitki kismi i¢in ayr1 ayri tekrarlanmistir. (Sekil 3.1)

Sekil 3.1. Nanopartikiil soliisyonunun hazirlanmasi(a) ve hazirlanan nanopartikiil
soliisyonu ile bitki ekstraktlarinin karistirilmasi(b)

21



3.2.2. Bitki Ekstraktimin Elde Edilmesi

Dogal ortamda kurutularak cicek ve yapraklart ayirilan bitki materyalleri 6giitiildiikten
sonra her birinden 50‘ser gr tartilarak 1000 ml cam kavanozlara doldurulmustur ve
orneklerin tizerini kapatacak kadar 250 ml steril saf su ¢oziiciisii ilave edilmistir.
Hazirlanan c¢ozeltiler, 24 saat oda sicakliginda orbital calkalayicida 120 rpm de
karistirilmistir. Daha sonra ekstrakt c¢ozeltileri kaba filtre kagidindan gegirilmistir
(Kalkisim, 2012). Elde edilen ¢ozelti (%20) daha sonra stok olarak kullanilmak iizere
koyu renkli siselere doldurularak buzdolabina (+4) kaldirilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. a) Orbital calkalayici b) Bitki ekstraktinin filtre kagidindan gegirilmesi

3.2.3. Serbetc¢iotu (Humulus Lupulus), Hayit (Vitex agnus-castus) ve Kaldirik
(Trachystemon orientalis) Su Ekstraktindan Nano Giimiis Partikiillerinin Elde
Edilmesi

Bitki ekstraktlarmnin hazirlanmasini takiben her bitki kismi i¢in hazirladigimiz 100 ml
seyreltilmis nano giimiis ¢6zeltisinden 95 ml alinmis ve tizerine 5 ml stok olarak elde
edilen bitki ekstraktlarindan ilave edilerek nano glimiis katkilt soliisyon hazirlanmistir.
Daha sonra elde edilen bu soliisyon serial diflizyon yontemine gore seyreltilerek % 2.5,
5, 10, 20, 50’lik dozlar belirlenmistir. Elde edilen soliisyonlar, erlen igerisinde
karigtirlldiktan sonra su banyosunda 15-30 dk bekletilerek nano giimiis partikiil

olusumunun bir gostergesi olan renk degisimi takip edilmistir (Asha, 2016) (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Nano glimiislii bitki ekstraktlarinda meydana gelen renk degisimi
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Glmiis nanopartikiillerin olusumu sirasinda ¢ozelti igerisinde pH degisimi
gozlenmektedir. Bu sebeple, bitki ekstresi ile nano giimiis ¢6zeltisi karisiminin pH
degerleri dijital pH-metre kullanilarak ilk karisim aninda ve 24 saat sonra kaydedilmistir.
Olgiilen pH degeri fungus gelisimini engelleyici diizeyde olmas1 sebebiyle pH degeri
uygun sekilde ayarlanmistir (Cizelge 3.2). Ayrica 24 saat sonunda glimiis nanopartikiil
¢ozeltisinden alinan 5 m1’lik 6rnek 320-500 nm araligindaki dalga boylarinda UV-Visible
spektrofotometrede incelenmistir. Boylece gilimils nanopartikiillerin UV-Visible

absorbsiyon spektrumu belirlenmistir (Nartop, 2017).

Sekil 3.4. pH Metre

3.2.4. In vitro kosullarda bitki ekstraktlarimin antifungal aktivitesinin belirlenmesi

Hazirlanan PDA otoklav edilerek 40 °C’ye kadar sogutulmustur. Daha sonra, Agar plate
difiizyon (Jo ve ark., 2009) yontemine gore, ekstraktlarin stok ¢ozeltisinden hazirlanmis
olan %2,5, %5, %10, %20 ve %50 dozlari PDA ortamina eklenmistir (Sekil 3.5). Bitki
ekstrakti ilave edilmis (PDA+E)’ler 60 mm ¢apli petri kaplarma (10 ml olacak sekilde)
aktarilmistir. PDA+E’lar 12 saat beklenerek daha sonra hastalik etmeni fungusun 5 mm
capinda miselyum diskleri petri kapinin merkezine ekim yapilmistir. Fungus kiiltiiri
22+2°C’de inkiibasyona tabi tutulmustur. Negatif kontrolde patojen petri kapini
kaplayinca dijital kumpas yardimiyla dikey ve yatay caplarda ol¢iimler alinmaya

baslanmistir. Alinan 6l¢timlerde 1,3,5,7. glinler esas alinmustir.

24



Sekil 3.5. Bitki ekstraktinin PDA ile karistirilmasi

3.2.5. In vitro kosullarda nano giimiis Soliisyonunun S. sclerotiorum iizerindeki

antifungal aktivitesinin belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin antifungal aktivitesini takiben stok olarak kullandigimiz nano giimiis
¢ozeltisinden bitki ekstraktinda oldugu gibi %2.5, %5, %10, %20 ve %50 dozlar1 PDA
ortamina eklenmistir. Belirlenen dozlarda Nano giimiis ilave edilmis PDA 60 mm ¢apl
petri kaplarina (10 ml olacak sekilde) aktarilmistir. PDA ortamina eklenen nano glimiis

¢oOzeltisi 1. 3. 5. ve 7. giin olmak iizere 6l¢iimler alinmastir.

3.2.6. In vitro kosullarda nano giimiis partikiilleri ilave edilmis bitki ekstraktimin S.
sclerotiorum iizerindeki antifungal aktivitesi

Nano giimiisiin antifungal aktivitesinin belirlenmesini takiben en etkili dozlar olan
serbet¢i otu ¢igek, kaldirik ¢igek ve kaldirik yaprak, 95 ml nano giimiis ¢ozeltisine 5 ml
stok olarak elde ettigimiz bitki ekstraktlarindan ilave edilerek glimiis partikiillii soliisyon
hazirlanmistir. Elde edilen soliisyonlar, erlen igerisinde karistirildiktan sonra oda
sicakliginda 24 saat bekletilerek nanopartikiil olusumunun bir gostergesi olan renk
degisimi takip edilmistir. Giimiis nanopartikiillerin olusumu sirasinda ¢ozelti igerisinde
pH degisimi gozlemlenmistir. Bu sebeple, sulu ekstresi ile glimiis nitrat ¢ozeltisi
karisiminin pH degerleri dijital pH-metre kullanilarak ilk karisim aninda ve 24 saat sonra
kaydedilmistir. Ilk dl¢iimde 4-5 pH araliginda degerlere sahip olan nano giimiis partikiillii
bitki ekstrakti 24 saat sonra yapilan dl¢iimde daha diisiik degerler vermistir. Son yapilan
Olctimle pH degerlerinin fungus gelisimini engelleyici diizeyde olmasi sebebiyle 6-7 pH

araliginda degerlerine ayarlanmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Ilk dl¢iim ve 24 saat sonraki pH 6l¢iim degerleri

Ayrica 24 saat sonunda glimiis nanopartikiil ¢dzeltisinden alinan 5 ml’lik 6rnek 320-500
nm araligindaki dalga boylarinda UV-Visible spektrofotometrede incelenmistir. Boylece

glimiis nanopartikiillerin UV-Visible absorbsiyon spektrumu belirlenmistir.

Sekil 3.6. I vitro laboratuvar calismalari
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UV-Visible Spektrofotometre ile giimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu

Kaldirik-¢igek, kaldirik-yaprak ve serbetciotu-gigek ile hazirlanan ekstraktlarin giimiis
nitrat (AgNO3) cozeltisinin sentezlenmesiyle olusan giimiis nanopartikiil (AgNP)'lerin
UV goriiniir bolge spektrumlart gosterilmistir. Hazirlanan nano giimiislii  bitki
ekstraktlarindan 24 saat sonra aliman 5 ml’lik 6rnekler ile yapilan 6lgiimler sonucunda
dalga boylar1 425-470 arasinda pik yaptig1 belirlenmistir (Sekil 3.7). 3 bitki kismi1 igin

yapilan 6l¢timlerde dalga boylar1 yapilan denemeyi destekler niteliktedir.
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Sekil 3.7. da UV-Visible spektrofotometrede nano giimiislii KC, KY ve SC bitki
ekstraktinin ol¢timleri (KC: Kaldirik-¢igek, KY: Kaldirik-yaprak ve SC: Serbetci otu-
¢igek)

3.2.7. In-vivo kosullarda sulu nano-giimiis bitki ekstraktlarimin antifungal
etkilerinin belirlenmesi

In-vitro kosullar1 takiben etkili bulunan bitki ekstraktli nano-giimiis ekstraktlar S.
sclerotiorum’a kars1 hiyar (Cucumi sativus) meyvesi lizerinde test edilmesi amaciyla
tesadiif bloklar deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak kurulmustur (Mohammadi ve
ark., 2016). Gergeklestirilen in vivo ¢alisma igin, ticari market ve pazarlardan hiyar
meyveleri elde edilmistir. Ayn1 boyut, renk ve olgunlagma asamasinda goriiniir kusur ve
yaralanmalara sahip olmayan hiyar meyveleri se¢ilmistir. Meyveler yiizey dezenfektani
igin %2 sodyum hipoklorit i¢ine 2 dakika daldirilarak ve musluk suyu ile durulanarak
kurumaya birakilmigtir. Hiyarlara bir mantar delici yardimiyla yaralar agilacak (0.5 cm
derinlik ve 1.5 cm ¢apta, her meyvede 2 yara olacak sekilde) ve her yara igerisine 50 pl’
lik ekstrakt ¢ozeltisi pipetle uygulanmis ve damlaciklarin meyvenin i¢ine girmesi ve
meyve lizerinde gelisim saglanmasi i¢in 1 saat beklenmistir. Daha sonra fungusun 3 mm
capinda miselyum diskleri agilan yaralarin {izerine yerlestirilmistir. Negatif kontrol
olarak, acilan yarali bolgeye sadece fungus, sadece nano-giimiisli siispansiyon
uygulanmistir. Pozitif kontrol olarak ticari olarak satigi yapilan %80 thiram ilaci
kullanilmis ve negatif kontrol olarak S. sclerotiorum kullanilmistir. 7 giin sonra meyve

tizerindeki lezyon biiytikliikleri dijital kumpas ile Sl¢lilmiistiir.
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Sekil 3.8. Hiyar meyvesi iizerinde uygulanan nano partikiillii bitki ekstraktinin S.
sclerotiorum etkinlik ¢alismasi

3.3. istatistik Verileri

Calisma sonucunda elde edilen veriler, SPSS istatistik paket programi kullanilarak
varyans analizine tabi tutulmustur. Ortalamalar arasindaki farklar Duncan testi ile

belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada, in vitro ve in vivo kosullar altinda hayit, kaldirik ve serbetci otu bitkilerinin
farkli kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin ve bu ekstraktlarin nano giimiis partikiilleri
ile birlikte sentezlenmesinden olusan soliisyonlarin S. sclerotiorum’a kars1 antifungal

aktivite calismalar yiriitillmustiir.

4.1. In vitro Antifungal Calisma Sonuglari

In vitro kosullar altinda yiiriitiilen laboratuvar ¢aligmasinda nano giimiislii soliisyon, bitki
ekstrakti ve nano giimiis katkili bitki ekstraktinin S. sclerotiorum’ a karsi aktivitesi

belirlenmistir. Deneme ii¢ asama olarak kurulmustur.

4.1.1. Nano giimiis partikiil soliisyonlu deneme ¢alisma sonuclari

Nano giimiis partikiilleri ile hazirlanan deneme sonucunda elde edilen verilere
bakildiginda %2,5, %5, %10, %20, %50 oranlarinda en diisiik dozda dahi herhangi bir
gelisim olmadigi belirlenmistir. Ancak PDA ortaminda havai miselyum gelisimleri
gozlemlenmistir. Elde edilen sonuglar en yiiksek dozda ve en diisiik dozda Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

Sekil 4.1. Nano gilimiis partikiillii petri calismasinda %2.5 ve %50°lik dozlardaki
gelismelerinin petri gorselleri
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4.1.2. Bitki ekstraktinin S. sclerotiorum iizerindeki antifungal aktivite sonuclar

otunun bitki ekstraktlarindan elde

edilen %2,5, %5, %10, %20, %50 dozlarinda S. sclerotiorum {iizerindeki antifungal

Calismamizda hayit, kaldirik ve serbetgi
aktivitesi belirlenmistir. Pozitif kontrol olarak ticari bir markanm thiram ilaci
kullanilmistir. Bitki kisimlarindan %2.5°1luk dozda hayit-yaprak etki gostermezken diger
bitki kisimlar1 biitiin dozlarda etki gdstermistir. Bitki kisimlart arasinda en fazla etkiyi
kaldirik-gicek gosterirken en az etkiyi ise hayit-yaprak gostermistir. En fazla etkiyi
kaldirik-cigek %50’lik dozda %68.27 oraninda, en az etkiyi hayit-yaprak %33.67
oraninda gostermistir. %50’lik dozda kontrol ile kiyaslandiginda sirasiyla en fazla etki
gosteren Kaldirik-gicek (%68.27), serbetci otu-gicek (%65.54), kaldirik-yaprak (%51.76),
hayit-gicek (%35.01), hayit-gicek (%33.67) olmustur (Cizelge 4.1). Bitki ekstrakti ile
yapilan ¢alisma sonunda en fazla etki gosteren bitki kisimlar1 nano glimiis katkili bitki

ekstrakti ile yapilacak olan ¢alisma i¢in se¢ilmistir. Buna gbre %50 iizerinde etki gdsteren

kaldirik-gicek, serbetgi otu-gigek ve kaldirik-yaprak ikinci asama igin segilmistir.

Cizelge 4.1. Bitki ekstraktinin S. sclerotiorum’a karsi antifungal aktivite oranlari (%)

Doz (%) HY HC KY KC SC

0 (kontrol) [0,00£0,00°  [0,00£0,00¢ [0,00+0,00" [0,00+0,009 [0,00+0,00°
2,5 14,462,389 10,00+0,009 |8,22+1,50° |11,36+4,017 |21,22+3,36¢
5 16,501,489 |7,59+1,18% |22,21+3,399 |25,50+4,60° |29,86+4,25
10 21,78+1,44° |20,34+2,23° |34,94+2,45° |40,77+3,50% [47,03+3,64°
20 25424289 |27,94+4,81°¢|45,800+3,11°|55,30+£2,04° |60,41+2,87°
50 33,67+0,91° |35,01£3,94° |51,76+1,39° |68,27+1,45" |65,54+3,97°

K;ﬁg‘go' 100+0,008 | 100£0,00° |100£0,00° |100£0,00* | 1000,00°

*Aynu stitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak (p<0.05) birbirinden farklidir.
HY: Hayit-yaprak, HC: Hayit-¢igek, KC: Kaldirik-gigcek, KY: Kaldirk-yaprak, SC: Serbetci otu-cicek
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4.1.3. Nanogiimiis katkih bitki ekstrakti ile hazirlanan antifungal aktivite ¢alisma

sonuclari

Cizelge 4.2. Nano giimiislii bitki ekstraktinin S. sclerotiorum’a kars1 antifungal aktivite

oranlar1 (%)

Doz (%) KY KC ¢
0 (kotrol) 0,00£0,00° 0,000,00' 0,000,00°
2,5 44,49:0,6¢ 13,58+2,06° 47,80£6,06¢
5 51,0241,17¢ 54,98+1,01° 54,9144,32°
10 71,95+4,26° 69,42+1,25¢ 77,09£2,63"
20 100+0,00° 74,96£0,98" 100+0,00°
50 100+0,00° 100+0,00° 100+0,00°
K;('g;'t’itf;o' 100+0,00° 100+0,00° 100+0,00°

*Ayni siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar istatistiksel olarak (p<0.05) birbirinden farklidir.
HY: Hayit-yaprak, HC: Hayit-¢igek, KC: Kaldirik-¢icek, KY: Kaldirk-yaprak, SC: Serbetci otu-cigek

Nano giimiis katkili bitki ekstrakti1 ile kurulan deneme sonucunda ti¢ farkli bitki kismi
tizerinden sonuglar degerlendirilmistir. %50°lik dozlarda ti¢ bitki kisminda da miselyum
gelisimi olusmamstir. Ug bitki kisminda da %2.5 ‘luk doz hari¢ diger dozlar %50
tizerinde antifungal aktivite gostermistir. %20’lik dozda kaldirik-yaprak ve serbet¢i otu-
cicek patojeni %100 engellerken kaldirik-gigek bitkisi %74,96 engellemistir (Cizelge
4.2). Deneme sonucunda bitki kisimlarinin yiiksek oranda antifungal aktiviteye sahip

oldugu gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismada timitvar sonuglar elde edilmistir.

32



KALDIRIK-YAPRAK

% 2.5 %5 %10 %20 %50

KALDIRIK-CICEK

%2.5 %5 %10 %20 %50

SERBETCI OTU-CiCEK

%2.5 %5 %10 %20 %50

Sekil 4.2. Nano giimiislii bitki ekstraktlarinin S. sclerotiorum {izerindeki miselyum
gelisimine etkileri
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4.2. In vivo Antifungal Aktivite Calisma Sonuglari

In vitro kosullar altinda S. sclerotiorum’a kars1 etkinligi belirlenen hayit, serbetgi otu ve
kaldirik bitkilerinden elde edilen ekstraktlardan en yiiksek etki gosteren bitki kisimlar1 in
vivo kosullarda hiyar meyvesi {lizerinde uygulamaya alinmistir. Bu ¢aligmada {i¢ bitki
kisminda yiiksek oranda etki gozlemlenmistir. En etkili kisimlar olan kaldirik-gigek,
kaldirik-yaprak ve serbetciotu-gigek bitkilerinin hiyar bitkisi tizerindeki etkinligi test
edilmistir. /n vivo kosullarda yiiriitiilen ¢alismada 1., 3., 5. ve 7. giin dl¢iimleri alinmistir.
Olgiimler sonucunda hastalik etmeni olan S. sclerotiorum 3. giinde hiyar meyvesini
tamamen kapladigi gozlemlenmistir. 7. glin sonunda biitiin bitki kisimlarinda hiyar
meyvesi {izerini tamamen kaplamistir. /n vivo kosullarda uygulamasi yapilan gézlemler
sonucunda diisiik antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Yapilan ¢alisma asamalari

Sekil 4.3’te verilmistir.

Sekil 4.3. Hiyar meyvesi iizerinde yapilan ¢alisma da S. sclerotiorum tizerindeki
aktivitesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Uzun yillar boyunca bitkilerin kdk, govde, yaprak ve ¢igek kisimlarindan elde edilen
ekstraktlarla yapilan c¢alismalar bir¢cok bitkinin antifungal aktiviteye sahip oldugunu

gostermektedir.

Ulkemizde ve Diinyada bir¢ok tarim alaninda, tiikettigimiz meyve ve sebzelerde iiriin
kayiplarina sebep olan 6nemli hastalik etmenleri bulunmaktadir (Yavuz ve ark., 2022).
Bu ¢aligmada fungal etmen olarak kullanilan S. sclerotiorum, bu hastaliklardan biridir ve
bilimsel arastirmalara konu olan nekrotrofik bir fitopatojen bir fungustur (Otun ve
Khayalethu, 2022). Bahse konu hastalik etmeni 400'den fazla tiirden olusan genis bir
konuke¢u dagilimina sahiptir ve ¢ok sayida konukguda etkilidir. Patojen ciddi verim
kayiplarina neden olabilmekte ve diger bir¢ok iilke gibi Tiirkiye’de de kaliteyi
diistirmektedir. Sclerotinia dayanikli yapisi sayesinde toprakta 8 yila kadar canli
kalabilmektedir (Kurt ve ark., 2011).

S. sclerotiorum’un konukgu oldugu bitkilerden biri de hiyar meyvesidir. S. sclerotiorum
etmeninin 64 familya, 225 cins ve 361 bitki tiiriinde; baklagillerde ve yem bitkilerinde
hastaliga sebebiyet verdigini belirlemistir (Purdy, 1979; Pratt, 1993). Hiyar meyvesi
tizerinde biiytik tahribatlara neden oldugu bilinmektedir. Bitkilerin raf 6mriinii uzatmak
ve bitkilerde olusan tahribati en aza indirmek i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Yapmis
oldugumuz ¢alismada da S. sclerotiorum’un bitkiler {izerinde birakmis oldugu zarari
engellemek veya en aza indirmek i¢in yapilmigtir. Benzer bir ¢alismada (Yilar ve ark.,
2019) Humulus lupulus L. (Serbet¢i otu) bitkisinden elde edilen methanol ve hexan
ekstraktlarinin F. oxysporium ve S. sclerotiorum tizerindeki etkisi in vitro kosullar altinda
incelenmistir. 0.1, 0.5, 1 ve 2 mg\ml dozlarda hexan ve methanol ekstraktlarinin
funguslara karsi etkinligi test edilmistir. Yapilan calisma sonucunda hexan ekstrati,
metanol ekstraktina gére daha etkili oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢caligsmada; Serbetciotu
bitkisinden elde edilen Methanol ve n-Hexan ekstraktlariin in vitro sartlarda S.

sclerotiorum ve F. oxysporum iizerine antifungal aktivitelerinin oldugu belirlenmistir.

Gergeklestirilen in vitro c¢alismalarda bitki ekstraktlarinin tek basina antifungal
etkinliginin diisiik oldugu gozlemlenmistir. Bitki ekstrakti ile yapilan ¢alismada en fazla
etkiyi KC gosterirken en az etkiyi ise HY gostermistir. En fazla etkiyi KC %50°’lik dozda
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68.27 oraninda, en az etkiyi hayit-yaprak 33.67 oraninda gostermistir. %50’lik dozda
negatif kontrol ile kiyaslandiginda sirasiyla en fazla etki gosteren kaldirik-gigek (68.27),
serbet¢i otu-¢igek (65.54), kaldirik-yaprak (51.76), hayit-cicek (35.01), hayit-yaprak
(33.67) olmustur. Bitki ekstrakti ile yapilan ¢alisma sonucunda en fazla etki gosteren
bitki kisimlar1 kaldirik-gigek (68.27), serbetgi otu-gicek (65.54), kaldirik-yaprak (51.76)
nano giimiis partikiillii bitki ekstrakti ile yapilacak olan deneme i¢in se¢ilmistir. Nano
glimiis partikiillii bitki ekstrakt1 hazirlandiktan hemen sonra ve 24 saat olmak iizere pH
degerleri ol¢iilmiistiir. 24 saat sonra kaydedilen degerin fungus gelisimini engelleyici
diizeyde oldugu anlasildigindan pH degeri fungus gelisimini engellemeyecek sekilde
ayarlanmugtir. Kaldirik-yaprak, kaldirik-¢igek ve serbetgi otu-cicek bitkileri ile hazirlanan
nano giimiislii ekstraktin in vitro (PDA ortaminda) kosullar altinda ytiriitiilen ¢alismada
her ti¢ bitki kisminin da %50’lik dozda %100 antifungal aktivite gosterdigi
kaydedilmistir. %20’lik dozda ise KC(74.96) hari¢ diger iki ekstrakt %100 engellemistir.
Ayni zamanda hazirlanan nano giimiis partikiilli bitki ekstraktt UV-Visible
Spektrofotometre de 6l¢iimleri alinarak dalga boyu 6l¢iilmiistiir. Nano glimiis partikiilli
bitki ekstrakti ile hazirlanan calisma sonucunda 320-500 nm dalga boyu araliginda
yapilan 6l¢timlerde kaldirik-gigek, kaldirik-yaprak ve serbetci otu-¢gigek i¢in dalga boylari
425-470 nm araliginda degistigi kaydedilmistir.

Hafez ve Kabeil (2013) yapmis oldugu ¢alismada yapmis oldugumuz ¢alismaya benzer
sekilde son zamanlarda nano giimiis 6nemli bir hale gelmistir ve nano giimiislii bir¢ok
uygulamas1 yapilmaktadir. Chroococcus dispers ve Chlorella vulgaris i¢in su oziitii
hazirlanip glimiis nitrat indirgemesi i¢in kullanilmistir. Ortaya ¢ikan biyo nano glimiis
kullanilarak elektron mikroskobu altinda incelenmistir ve parcacik boyutu 25 ile 55 nm
arasinda degistigi saptanmistir. Bakteri suslarindan Pseudomonas flavescens, mantar
olarak E. amylovora, F. solani , F. oxysporium, R. solani, Helminthosprium spp., A.
alternata, S. sclerotiorum ile disk difiizyon yontemi kullanilarak antibakteriyel
antibiyotiklerle karsilastirilmistir. Sonuglar yiliksek bakteri aktivitesine sahip oldugunu
gostermistir. Ayni zamanda nano gimiis uygulanan funguslarda yiiksek aktivite

gdstermistir ve antibiyotik aktivitesinden 9 kat daha fazla aktivite gostermistir.

Yine Svecova ve ark., (2013)’nin yapmis oldugu calismada Vitex agnus-castus metanol

ekstrakti, in vitro ve in vivo kosullar altinda P. ultimum'a kars1 gii¢lii antifungal aktivite
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gostermistir. Domates fidelerinde % 0.2'lik ekstrakt, misel biiyiimesini engelleyerek P.
ultimum'a kars1 6nemli antifungal sentetik mantar ilacina karsi antifungal aktivite
gostermistir. Denemede kullanilan bitki ekstrakti hem domates fidelerine hemde bitki
patojeni olan P. ultimum'a enjekte edilmistir. Dort adet PR geninin (PR-1, PR-2, PR-5,
PR-6) gostermis oldugu etkiler izlenmistir. PR-1 ve PR-4 genlerine fungus asilandiktan
12 saat sonra V. agnus-castus ekstrakti ilave edilmistir. 24 saat sonra bitki ekstrakti
kaybolmus ve bitki lizerinde aym1 anda uygulanan ekstrakt ve patojenin sinerjistik
indiikleyici etkisi gozlemlenmistir. PR-6 geni dogrudan V. agnus-castus tarafindan aktive
edilmemis ektrakt ancak patojen ile birlikte uygulandiginda 24 saatte gergeklesmistir ve
gen ckspresyonu 48 saat sonra artmistir. Buna bagl olarak PR-5 geninin aktivasyonu

olusmamustir.

Onaran ve Yanar (2016) tarafindan, S. sclerotiorum, M. fructigena ve A. solani’ye kars1
bazi bitki ekstraktlarina ait farkli bitkilerin boliimleri hexan ve metanol bitki
ekstraktlariin antifungal etkinlikleri test edilmistir. Yapilan ¢alisma neticesinde en fazla
etkiyi sirasiyla, C. mas, P. laurocerasus, M. nigra, M. alba ve R. canina bitki
ekstraktlarinda gosterdigi tespit edilmistir. P. laurocerasus yaprak ekstraktlarinin M.

fructigena miselyum gelisimine karsi en fazla etki gosterdigi belirlenmistir.

Sonug olarak Diinya’da ve Tiirkiye’de 6nemli iiriin kayiplarina neden olan sulu yumusak
ciiriikliik beyaz kiif, govde ciiriikligii olarak bilinen S. sclerotiorum 6nemli bir fungal
hastaliktir. Bu fungal patojen genis bir konukgu c¢esitliligine sahip olmasinin yaninda
toprakta uzun siire canliligini siirdiirebilmesi miicadelesi bakimindan olduk¢a zordur. Bu
hastalikla miicadele yogun pestisit kullanimi hem ¢evreye hem de insan sagligina olan
olumsuz etkileri nedeniyle alternatif miicadele yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmaktadir.
Yapilan bu g¢alisma ile farkli bitki ekstraktlarinda (kaldirik-gigek, kaldirik-yaprak,
serbetciotu cicek, hayit-yaprak ve hayit-cicek) hazirlanan ekstrakt, nano partikiillii
ekstrakt ve nano partikiilli bitki ekstrakti olmak {izere ii¢ farkli kombinasyonda
antifungal aktivitesi arastirilmistir. Calisma sonucunda, bitki ekstraktlarinin farkli
diizeylerde aktiviteye sahip olduklar1 gozlemlenmistir. En etkili ekstraktin nano partikiillii
ekstrakt oldugu gozlemlenmis, bunu ise bitkinin kendi ekstrakti ve nano partikiil
izlemistir. Ancak saf nano partikiillii ekstrakta herhangi bir etki gézlemlenmemistir.

Diinya’da ve Tiirkiye’de 6nemli iirlin kayiplarina neden olan sulu yumusak ¢iiriikliik
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beyaz kiif, govde ¢iiriikliigii olarak bilinen S. sclerotiorum alternatif olabilecek farkli
uygulamalar yapilmaya ve c¢alismalarina devam edilmektedir. Bu ¢alismada ayni
zamanda S. slerotiorum’a karsi yapilacak alternatif miicadele yontemlerinin

gelistirilmesinde literatiire 6nemli katkilar saglayacaktir.
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