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OZET

FARKLI BOLGELERDEN ELDE EDIiLEN PROPOLIS EKSTRAKTLARININ
KiIMYASAL BILESENLERININ VE DOMATES BiTKiSINDE SORUN OLAN
TOPRAK KOKENLI BAZI FUNGAL HASTALIK ETMENLERi UZERINE
ANTIFUNGAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Domates {ilkemizin en 6nemli sebzelerinden biridir. Domateslerde solgunluk, kék ve
kokbogaz1 ciiriikliigii hastaliklarina neden olan Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia solani ve Macrophomina phaseolina domateslerde diisiik verime neden olan 6nemli
biyotik faktorler arasinda yer alirlar. Toprak kokenli hastaliklarla kimyasal miicadelenin yanisira
pek ¢ok alternatif miicadele yontemi bulunmaktadir. Bu ¢alisma tilkemizin farkli bolgelerindeki
illerden (Ordu, Edirne, Mugla, Ardahan ve Hatay) temin edilen propolis’in ethanol ekstrakti
(EEP)’min  kimyasal bilesenleri GC-MS ile belirlenmesinin yanisira, EEP’nin farklh
konasntrasyonlarinin  Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani ve
Macrophomina phaseolina nin misel gelisimi tizerine olan antifungal etkinliklerini belirlenmesi
amaciyla yiritilmistir. GC-MS sonuglarina gére EEP’nin ana bilesenleri temin edildikleri
bolgelere bagli olarak degisiklik gostermistir. Denemede kullanilan EEP igeriklerinde yiiksek
oranda cinnamic acid tiirevleri (%11.3-88.3), aldehyde (%0.27-8.31), alkol (%0.5-5.56), ugucu
yaglar (%0.1-4.66), terpenoitler (%0.6-4.64), ester (%0.47-2.44), ketone (%0.12-7.8), phenol
(%0.73) ve yag asitleri (%1.58-6.58) ana bilesenler olarak belirlenmistir. /n vitro kosullarda agar
seyreltme yontemi ile EEP’lerin farkli konsantrasyonlar1 (1000-14000 ppm) antifungal etkinlik
gostermis olup, hastalik etmenlerinin misel gelisimini kontrol petrilerine kiyasla 6nemli diizeyde
engellemislerdir. Kullanilan EEP’lerin konsantrasyonlari, EEP’lerin temin edildikleri bolgeler ve
test edildikleri fungal tiirler arasinda onemli farkliliklar belirlenmisgtir. Sonuglar antifungal
etkinliginin kullanilan konsantrasyonlara bagli oldugunu gdstermistir. Ordu, Edirne, Mugla,
Ardahan ve Hatay illerinden temin edilen EEP’lerin minimum engelleme konsantrasyonlarinin
(MIC) S. sclerotiorum igin 6000, 6000, 6000, 10000 ve 10000 ppm; S. rolfsii igin 6000, 6000,
6000, 8000 ve 10000 ppm; R. solani i¢in 8000, 8000, 8000, 10000 ve 12000 ppm; M. phaseolina
icin 12000, 10000, 12000, 12000 ve 14000 ppm oldugu belirlenmistir. EEP’ler i¢in belirlenen
MIC degerlerinin S. sclerotiorum, R. solani ve M. phaseolina’nin misel gelisimini engellemede
gosterdigi antifungal etkisinin fungistatik, S. rolfsii’nin misel gelisimini engellemede gosterdigi
antifungal etkisinin ise fungisidal oldugu belirlenmistir. Tahmin edilen etkili konsantrasyon
(ECs0) degerlerine gore en fazla antifungal etkinlige sahip EEP’nin Ordu, en disiik antifungal
etkinlige sahip EEP’nin ise Hatay ilinden temin edilen propolis 6rnekleri oldugu belirlenmistir.
Test edilen hastalik etmeni fungal etmenler arasinda en duyarli tiir S. rolfsii, en dayanikli tiir ise
M. phaseolina oldugu gozlenmistir. EEP’lerin tespit edilen MIC degerleri, test edilen hastalik
etmeni fungal etmenler arasinda sadece S. rolfsii’nin misellerinde vakuollesme seklinde gériilen
morfolojik bozulmalara neden olmustur.

Elde edilen sonuglara gore, EEP’lerin farkli konsantrasyonlari denemede kullanilan fungal
etmenlerin misel gelisimini engelleyici etkide bulunmustur. EEP'nin antifungal aktivitelerinden
kimyasal bilesenlerinde 6nemli miktarda belirlenen cinnamic acid tiirevleri, terpenoitler, ugucu
yaglar, aldehitler ve fenollerin varligi sorumlu olabilir. Bu baglamda meyve ve sebzelerin tarla
kosullarinda toprak kokenli hastalik etmenlerine karsi korunmasinda, EEP’ler teksel veya diger
gevre dostu uygulamalarla birlikte kombine olarak kulanilma potansiyeline sahip oldugu
sonucuna varilabilir.

2019, 49 sayfa

Anahtar Kelimeler: Domates, propolis, antifungal etkinlik, toprak kokenli fungal hastalik
etmenleri



ABSTRACT

DETERMINATION OF CHEMICAL COMPOSTION OF PROPOLIS EXTRACTS
OBTAINED FROM DIFFERENT REGIONS AND ANTIFUNGAL EFFICIENCIES
AGAINST SOILBORNE DISEASE AGENTS OF TOMATO

Tomato is the one of the most important vegetables of Turkey. Wilt and/or crown, root rot
diseases caused by soilborne fungal disease agents Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium rolfsii,
Rhizoctonia solani and Macrophomina phaseolina are among the major biotic factors
contributing to low yields of tomato production. Apart from chemical pesticides there are several
alternative methods that can be used to protect crops from soil-borne pathogens. This study was
conducted to determine chemical compositions of ethanolic extracts of propolis (EEP) obtained
from different regions of Turkey (Ordu, Edirne, Mugla, Ardahan and Hatay provinces) by using
GC-MS and their in vitro antifungal activities on mycelial growth of Sclerotinia sclerotiorum,
Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani and Macrophomina phaseolina. Major chemical
compositions of EEP showed variation according the regions obtained. The presence of
significant amount of cinnamic acid derivates (11.3-88.3%), aldehydes (0.27-8.31%), alcohol
(0.5-5.56%), essential oils (0.1-4.66%), terpenoids (0.6-4.64%), ester (0.47-2.44%), ketones
(0.12-7.8%), phenols (0.73%) and fatty acids (1.58-6.58%) were determined as major compounds
in each EEP used in studies. Using Agar dilution methods, different concentrations of EEPs [from
1000 ppm to 14000 ppp) showed antifungal activities in vitro conditions by inhibiting
significantly the mycelial growth of disease agents compared to control treatment. Significant
differences occurred between fungal species, origin of EEP and their used concentrations. The
results showed that the antifungal activity were concentration dependent. Minimum inhibition
concentrations (MIC) of EEP obtained from, Ordu, Edirne, Mugla, Ardahan and Hatay provinces
for S. sclerotiorum were 6000, 6000, 6000, 10000 and 10000 ppm; for S. rolfsii were 6000, 6000,
6000, 8000 and 10000 ppm; for R. solani were 8000, 8000, 8000, 10000 and 12000 ppm and for
M. phaseolina were 12000, 10000, 12000, 12000 and 14000 ppm, respectively. Antifungal
activities of MIC of EEP for mycelial inhibition of S. sclerotiorum, R. solani and M. phaseolina
were fungistatics, but the fungucidal for mycelial inhibition of S. rolfsii. According to estimated
effective concentration (ECso) values obtained, the most efficient EEP prepared from Ordu
province and the least effective EEP prepared from Hatay province samples. Among the fungal
species, fungal disease agents S. rolfsii and M. phaseolina were observed as the most sensitive
and resistant fungal disease agents, respectively. Among the fungal species tested, MIC of EEP
used caused morphological changes such as vacuolation in the fungal hyphae of S. rolfsii only.

According the results obtained, EEP had a suppressing effect on mycelial growth of fungal
disease agents of the above-mentioned fungi. The presence of significant amount of cinnamic acid
derivates, terpenoids, essential oils, aldehydes and phenols might be responsible for antifungal
activities of EEP. Consequently, it may be concluded that EEP may have the potential to be used
alone or in combination with others environmentally friendly disease control strategies as an
alternative source of antifungal agent for the protection of plants and highly perishable fruits and
vegetables during the field production against soil borne fungal disease agents.

2019, 49 pages

Keywords: Tomato, propolis, antifungal activity, soil-borne fungal disease agents



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi, planlanmasi, yiiriitiilmesi, laboratuvar ¢alismalar1 ve
yazim asamasinda degerli bilgilerini ve tecriibelerini esirgemeyen; egitim siirecimde her
tiirli destegi saglayan, etik davranma ve diizenli ¢calismay: felsefe edinmeme vesile olan,
kendisiyle ¢alismaktan ¢ok mutlu oldugum kiymetli danisman hocam Prof. Dr. Soner
SOYLU’ya, béliim dgretim iiyesi Dr. Ogr. Uyesi Fatih Mehmet TOK ’a, tez ¢alismalarim
sirasinda tiim béliim imkanlarindan yararlanmam saglayan MKU Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliim Bagkanligi’na tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica laboratuvar g¢alismalarinda yardimci olan arkadaslarim Ar.Gor. Merve
KARA, Maddi ve manevi desteklerinden gii¢ aldigim, her zaman yanimda olup beni her
konuda destekleyen esim Aziz GUL’e, Beni her zaman en iyisini yapabilecegime
inandiran ve bu giinlere gelmemi saglayan annem, babam ve kardeslerime, ¢ocuklarim

Zeynep Ziimra ve Yigit Erdem’e, en igten tesekkiirlerimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Sebzeler arasinda besleyici degeri yiiksek tiirlerinden biri olan domates (Solanum
lycopersicum L.) (=syn. Lycopersicon esculentum Mill.), insan beslenmesinde oldukga
biiyiilk bir Oneme sahiptir. Farkli kiiltiirlere sahip olsada, diinya mutfaklarinin
vazgecilmez lirlinlerinden biri olan domates meyvesi ¢ogunlukla taze tiiketilmelerinin
yanisira, konserve, salga ve kurutulmus olarakda pazarda degerlendirilmektedir.

Diinya Tarim teskilatt FAO verilerine gore 2016 yilinda en fazla domates tariminin
yapildig1 iilkeler sirasiyla Cin, Hindistan, Amerika Birlesik Devletleri, Tiirkiye, Misir,
Italya, Iran, ispanya, Brezilya ve Meksika’dir (Anonymous, 2016). Ulkemiz diinyada en
fazla domates ekim alani ve iiretimi yapan {ilkeler igerisinde 188.270 ha alanda
12.750.000 ton iiretim ile 4. sirada yer almaktadir. Ulkemizde yetistirilen toplam
22.534.030 ton sebzenin 12.750.000 tonunu domates olusturur (Anonim, 2017).
Ulkemizin hemen hemen tiim bolgelerinde yetistirilen domatesin bolgelere gore
dagilimma bakildiginda, 2016 TUIK verilerine gére en fazla ekim alan1 401.186 da alan
ve 3.889.014 ton iliretim miktar1 ile Akdeniz bolgesi ilk sirada yer almaktadir. Bu bolgeyi
205.909 da alan ve 1.391.835 Ton iiretim ile Ege Bolgesi, 132.399 da alan ve 845.078 ton
tiretim ile Bati Karadeniz bolgeleri izlemistir. Akdeniz bolgesinde en fazla domates
yetistiriciligi 227.354 da alan ve 2.602.857 ton iiretim ile Antalya, Isparta ve Burdur
illerinde yapilirken, Hatay ilinde toplam 26.117 da alanda 105.908 ton domates
yetistiriciligi yapilmistir (Anonim, 2017). Ilimizde iiretilen 846.340 ton sebzenin 273.150
tonunu domates TUretimi olusturmaktadir (Anonim, 2017). Bdlgemizde domates
yetistiriciligi daha ¢ok taze tiikketime yonelik olarak gerek oOrtiialt1 seralarda gerekse agik
alanlarda yapilmaktadir.

Ulkemizin i¢ ve dis ticaretinde dnemli yere sahip sebzelerden biri olan domatesin
verim ve kalitesi sicaklik, yagis, toprak yapisi gibi abiyotik etkenlerin yani sira, birgok
fungal, bakteriyel ve viral kokenli biyotik etmenler tarafindan olumsuz yonde
etkilenmektedir. Gerek iilkemiz gerekse diinya genelinde yetistiriciligi yapilan domates
bitkilerinde Tomato Yellow Leaf Curl, Tomato Etch, Tomato Yellow Top, Stolbur,
Patates Y Virus (PVY) ve Tobacco Mosaic Virus (TMV) gibi viral hastalik etmenlerin
yanisira, domates bakteriyel benek hastaligi etmeni (Pseudomonas syringae pv. tomato),

bakteriyel leke etmeni (Xanthomonas axanopodis pv. vesicatoria), bakteriyel govde



nekrozu ve 0z ciiriikligli etmenleri (Pseudomonas cichorii, Pseudomonas corrugata,
Erwinia carotovora subsp. carotovora), bakteriyel kanser ve solgunluk etmenleri
(Ralstonia solanacearum, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis) onemli
verim ve kalite kayiplarina neden olurlar (Smith ve ark., 1988; Jones ve ark., 1991; Koike
ve ark., 2007).

Domates bitkisinin ekimini ve verimin sinirlayan en dnemli biyotik faktorlerden bir
digeri ise yaprak ve toprak kokenli fungal hastaliklardir. Yaprak ve meyvelerde
enfeksiyonlara sebep olan fungal hastalik etmenlerinden Alternaria solani, Botrytis
cinerea, Phytophthora infestans ve Leveillula taurica domateste erken yaniklik, gri kiif,
mildiyd ve kiilleme hastaliklarina sebep olan, fide doneminde oldugu kadar bitkinin ileri
vejetasyon doneminde de ortaya ¢ikarak gerek yaprak gerekse meyve dokiimlerine ve
curtimelerine neden olurlar (Smith ve ark., 1988; Jones ve ark., 1991; Koike ve ark.,
2007).

Yaprak kokenli hastalik etmenlerinin yani sira toprak kdkenli bir¢ok hastalik
etmenleri domates iirliniin verimi ve kalitesi lizerine 6nemli etkide bulunur (Bruehl,
1987). Toprak kokenli hastalik etmenlerinden Rhizoctonia solani Kiihn. [Rhizoctonia
Kok Ciriikliigii], Fusarium oxysporum Schlechtend. [Fusarium Solgunlugu (sariligi)],
Macrophomina phaseolina (Tassi) Goidanich [Komiir Ciriikligii], Sclerotinia
sclerotiorum (Lib.) de Bary [Beyaz Ciirtikliik] ve Sclerotinia rolfsii [Giiney yaniklik] gibi
hastalik etmenleri domates solgunluk, kok ve kok bogazi ciirlikliigli gibi hastaliklara
sebep olan, bitkinin fide doneminde oldugu kadar ileri donemlerinde de ortaya ¢ikan ve
erken enfeksiyonlarda bitki 6liimlerine neden olan 6nemli fungal hastalik etmenleridir
(Willetts ve Wong, 1980; Sippell ve Hall, 1982; Dixon, 1984; Jones ve ark., 1991; Weller
ve ark., 2002; Koike ve ark., 2007; Sultana ve ark., 2011Baysal-Giirel ve ark., 2012).

Domates bitkilerinde 6nemli verim kayiplarina neden olan fungal hastalik
etmenleri diinyada oldugu gibi tilkemizin ¢esitli bolgelerinde de sorun oldugu yapilan bir
cok sorvey calismalari ile ortaya konulmustur (Tuncer ve Erdiller, 1990; Eroglu ve Soran,
1992; Yiicel, 1994; Kiran ve Ertung, 1998; Kordali ve Demirci, 1998; Soylu ve Kurt,
2001; Yildiz ve Ddken, 2002; Can ark., 2004).

Domates iiretim alanlarinda verimi ve kaliteyi etkileyen faktorler arasinda
ekonomik olarak ciddi kayiplara neden olan hava kokenli fungal hastaliklarin

miicadelesinde genelde fungusitler yaygin olarak kullanilmaktadir. Toprak kdkenli fungal



patojenler ise tarim ekosistemlerinin tiretkenligini sinirlayan, dayanikli bitki gesitleri ve
sentetik fungusitlerin kullanimi gibi geleneksel yontemlerle kontrolii zor olan énemli
biyotik faktorlerdir (Figueiredo ve ark., 2009; Dalal ve Kulkarni, 2013). Bu tip
hastaliklara karsi kimyasal miicadelenin eksikligi, bazi1 patojenlerde yogun ve yiiksek
dozlarda kullanilan fungisitlere karsi patojenlerde dayanikliliginin ortaya cikisi ve
hastalik etmenlerinin konuk¢u dayanikliligini kirmasi gibi sebepler, toprak kokenli
hastalik etmenlerine karsi kimyasallara alternatif yeni hastalik miicadele yontemlerinin
gelistirilmesi ¢abalarnin artmasina neden olmustur (Mc Donald ve Linde, 2002; Guo ve
ark., 2011). Diinyada toprak dezenfeksiyonunda en etkili fiimigant olarak kullanilan metil
bromidin dogaya verdigi agir hasardan dolay1 tiim diinyada yasaklanmasi da toprak
kokenli hastalik etmenlerine kars1 kimyasallara alternatif cevre dostu miicadele yollarinin
arastirilma ihtiyacini daha da arttirmistir (Martin, 2003).

Son yillarda tiliketicinin sentetik kimyasal kullaniminin insan sagligina ve geveye
verdigi zarar hususnda bilinglenmesi, gelismis lilkelerde pestisit uygulamalarina gesitli
yaptirim ve siirlamalar getirilmesine sebep olurken, 6zelikle toprak kokenli hastaliklara
kars1 fungusitlerin etkisinin az/hi¢ bulunmamasi, toprakta uzun siire kalmalarina neden
olan dayanikli dinlenme yapilar1 olusturmalari nedeni ile bilim insanlarin1 bu tiir
hastaliklarla miicadelede dogal, cevre dostu, yenilenebilir yeni miicadele yolar1 ve
stratejilerinin aragtirilma gerekliligini ortaya koymaktadir.

Ulkemizde ve diinyada bitkilerde sorun olan fungal ve bakteriyel hastaliklarla
kimyasal pestisitlere alternatif miicadele yollar1 arasinda, (i) antagonist ve bitki gelisimini
tesvik eden bakteriyel ve fungal biyokontrol ajanlarin kullanildig: biyolojik miicadele,
(i) biyotik ve abiyotik uyaricilarin kullanildigi tesvik edilmis dayaniklilik ve (iii) bitkisel
(bitki ekstrakt ve ugucu yaglar) ve hayvansal kokenli antimikrobiyal bilesenler en fazla
etkinlikleri arastirilmis olan alternatif miicadele yontemleri bulunmaktadir.

Hastaliklarla alternatif miicadele yollarindan biri olan antimikrobiyal etkiye sahip
bilesenlerden biridide “propolis” olarak bilinen ar1 {irliniiniin kullanilmasidir. Propolis
Latinceden tiiretilmis bir kelime olup, “sehrin savunulmasi” anlamima gelen
pro=savunma ve polis=sehir 6n eklerinden olusur (Burdock, 1998). Propolis, isci bal
arilarimin bitkilerin filiz, ¢igek ve tomurcuk gibi farkli kisimlarindan topladigi, reginemsi
maddeler ve bitki salgilarinin arilarin bas kisminda bulunan guddeler tarafindan

salgilanan enzimlerle biyokimyasal degisiklige ugratarak olusturduklari kirli saridan,



koyu kahverengine kadar degisen renkte ve oda sicakliginda yari kati halde olan,
antibakteriyel, antiviral, antifungal gibi biyoetkinlige sahip re¢inemsi maddedir (Sahinler,
1999; Kumova ve ark., 2002; Dogan ve Hayoglu, 2012). Arilar topladiklar1 propolis’leri
kovanlarinda bulunan ¢atlaklardan kovan igerisine riizgar, yagmur veya farkli bocek ve
mikroorganizmalarin girisini engellemek, onarmak veya kapamak i¢in kullanir
(Matsushige ve ark., 1997; Pieta ve ark., 2002; Gémez-Caravaca ve ark., 2006; Quiroga
ve ark., 2006). Halk arasinda propolis “egin mumu” veya “ar1 pisligi” olarak da bilinir.
Propolis tiretimi ticari olarak oldukg¢a zor ve zaman alic1 olup, tiretimi i¢in en uygun ar1
genotiplerinin “Kafkas” ve “Anadolu” irklar1 oldugu bilinmektedir.

Ormanlik alanlar, vejeteasyon ve bitki ¢esitliliginin en fazla yer olmasi nedeniyle
propolislerin iiretimi i¢in en uygun boélgeleri olarak kabul edilir. Yabanci madde
iceriginin az olmasi nedeniyle kovan girisinde olusturulan propolislerin kalitesinin diisiik
oldugu kabul edilir (Geng ve Dodologlu, 2011). Propolis iiretimi yapan isletmelerde
kovan i¢ cevresine 0zel 1zgara seklindeki plastik ekipmanlar yerlestirilerek arilarin bu
ekipmanlardaki araliklar1 propolis ile doldurmasi saglanir. Propolis toplamaya ¢ikan ar1
once mandibulalarini kullanarak 6n bacaklarinin da yardimiyla propolisi bitkilerden ¢ekip
koparir, 6n ve orta bacaklari ile arka bacaklarina ve nihayet polen sepetgigine aktarir
(Geng ve Dodologlu, 2011).

Propolis’in tibbi alanda kullanimi1 ¢ok eski ¢aglara uzanir. Propolis, Misir’ da
mumyalama amaciyla kullanilmistir. Propolis antik ¢agdan beri halk hekimleri tarafindan
bogaz, iiriner enfeksiyonlar, egzama, iilser, kotii nefes gibi rahatsizliklar1 giderebilmek
i¢cin kullanilmistir (Santos ve ark., 2002). Anadolu’da ise geleneksel olarak insanlarda ve
ciftlik hayvanlarinda ayak ve deri problemlerinde, yaralarin iyilestirilmesinde ve
¢ibanlarda kullanilmistir (Burdock, 1998).

Avrupa, Amerika, Asya ve Afrika’daki bal arilar1 kovanlarindan toplanan
propolislerin  kimyasal igerikler bakimindan farkliliklar gosterdigi belirlenmistir
(Greenaway ve ark., 1990; Campos, 1997; Banskota ve ark., 2000). Bal arilar1 i¢in ¢cam
(Pinus spp.) regineleri, koknar (Abies spp.), hus agaci (Betula spp.), kavak tiirleri
(Populus spp.), at kestanesi (Aesculus hippocastonum), sogiit (Salix spp.) kizil agag
(Alnus spp.), erik (Prunus spp.), karaagag¢ (Ulmus spp.), mese (Quercus spp.) ve disbudak
(Fraxinus excelsior) énemli propolis kaynagi olan bitki tiirleridir (Kumova ve ark., 2002).

Propolislerin farkli bolgelerden toplanmasina ve farkli kimyasal i¢eriklere sahip olmasina



ragmen, genelde antimikrobiyal etkinlik agisindan aktif olduklar1 ve benzer biyolojik
ozellikler gosterdikleri bildirilmistir (Banskota ve ark., 2002).

Propolisin standardize edilmesi toplandigi cografik bolge ve iklime bagli olarak
igerigi degistigi i¢in pek miimkiin degildir (Banskota ve ark., 2000). Greenaway ve ark.,
(1990) propolisin kimyasal bilesiminde, regine, mumlu bitkiler, esansiyel yaglar, polen,
organik ve mineral maddeler bulundugunu bildirmistir. Yapilan pekc¢ok calismada
propolis iceriginin yaklasik %50’nin regine, %30°’nun mumsu madde, %10’nun ugucu
yag bileseni ve %5’nin polen, %5’nin ise diger organik bilesenlerden olustugu
bildirilmistir (Brown, 1989; Russo ve ark., 2004; Gomez-Caravaca ve ark., 2006; Falcdo
ve ark., 2010). Propolis’in ana bileseni olan regine ve mumsu maddenin flavin, vanilin,
chrysin ve caffeic acid ve ferulik asit gibi doymamis aromatik bileseklerden olusur.
Schmit, (1997) propolisin kimyasal bilesenlerinin ve bunlarin biyolojik aktiviteleri ile
ilgili literatiir derlemesi yapmis olup, farkli arastirma gruplarinca yapilan caligmalar
sonucunda belirlenen ana bilesenler ve bu bilesenlerin antimikrobiyal etkinliklerini ortaya
koymustur (Cizelge 1).

Fenolik bilesikler propolislerin temel bilesenlerinden biri olup, yapilan kimyasal
analiz c¢alismalarinda fenolik bilesikler arasinda en fazla tespit edilen bilesik
flavanoidlerdir (Greenaway ve ark., 1990). Sahinler ve Kaftanoglu (2005) yaptiklari
calismada; Propolis etanol ekstraktinda yiiksek konsantrasyonlarda aromatik asitler,
esterler ve diger tiirevleri gibi propolisin antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antienflamatuar ve antikanser ozelliginden sorumlu en yaygin bilesiklerin benzyl
cinnamate, methyl cinnamate, caffeic acid, cinnamyl cinnamate ve cinnamyl glcycine
oldugunu, bu bilesiklerin yanisira propolis iceriginde yag asidi, terpenoidler, esterler,
alkoller, hidrokarbonlar ve aromatik asitler de yer aldig: belirlenmistir (Farooqui, 2012;
Marghitas ve ark., 2013). Walker ve Crane (1987) bugiine kadar Gaz Kromotografi (GC-
MS), HPLC, LC-MS cihazlarinin kullanildigi ¢alismalarda propolislerin igeriginde
yaklagik 150’ye yakin bilesenin belirlendigini, bunlardan 38 tanesi flavanoid, 14’i
cinnamic asit, 12 tanesi benzoik asit oldugunu, geri kalan 11 bilesenin terpen,
sesquiterpen, alkol ve hidrokarbonlardan olustugunu bildirmistir. Propolis igeriginin
anlarin ¢alistig1 alanda yer alan bitkilerin ¢esitliligine bagl olarak kimyasal iceriklerinde
onemli diizeyde farkhiliklar goriildiigi, ayni bitki tiirtinlin farkli cografyalarda

bulunmasinin bile propolis igeriginde farkliliklara neden oldugu bildirilmistir. Farkli



propolis igeriginin mikroorganizmalara karsi gostereilen antimikrobiyal etkinligi

tizerinede 6nemli diizeyde etki ettigi yapilan bir¢ok caligmada bildirilmistir.

Cizelge 1. Propolis’in Bilesimi ve Bilinen Farmakolojik 6zellikleri

Kimyasal Bilesik Etkinlik Sekli

Quercetin Antiviral, Antihistaminik, Antitilser, Kilcal
damar gii¢lendirici

Pinocembrin Antibakteriyel, Antifungal, Lokal anestezik

Caffeic acid Antibakteriyel, Antifungal, Antiviral,
Antienflamatuar

caffeic acid ve phenyl ester Tumor sitotoksitesi

Kaynak: Schmit (1997)’den derlenmistir

Daha ¢ok insan ve hayvanlarda hastaliklara neden olan fungal ve bakteriyel hastalik
etmenleri tizerine antimikrobiyal etkinligi arastirilan propolis ekstraktlarinin, bitki
patojeni fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine karsi olan antimikrobiyal etkinlikleri
lizerine yapilmig ¢alismalar oldukg¢a sinirl sayidadir. Yapilan literatiir aragtirmalarinda
propolis ekstraktlarinin genelde Aspergillus niger, Penicillium sp., Rhizopus oryzae ve
Botrytis cinerea gibi hasat sonu bitki hastalik etmenlerine karsi antimikrobiyal
etkinliklerinin arastirildigi (La Torre ve ark., 1990; Erkmen ve Ozcan, 2008; Soylu ve
ark., 2008; Candir ve ark., 2009; Quintero-Ceron ve ark., 2014), toprak kokenli hastalik
etmenlerine karsi antimikrobiyal etkinligi iizerine yapilmis calisma (Kurt ve Sahinler,
2003; Yanar ve ark., 2016) sayisinin ise oldukga kisitli sayida oldugu goriilmiistiir.

Yapilan bu ¢alisma ile iilkemizin farkli bolgelerinden elde edilen ve %70’lik etil
alkol (ethanol) icerisinde ekstrakte edilmis propolis’lerin (EEP) kimyasal igeriklerinin
belirlenmesinin yanisira, farkli dozlarinin domateste sorun olan bazi 6nemli toprak
kokenli fungal hasatlik etmenlerinden S. sclerotiorum, R. solani, M. phaseolina ve S.
rolfsii’nin misel gelisiminin engellenmesi {izerine olan antifungal etkinlikleri in vitro

kosullarda belirlenmesi amaglanmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Propolis Ekstraktlarimin Fungal ve Bakteriyel Hastalik Etmenlerine Karsi
Antimikrobiyal Etkinlikleri

Propolis’in antik eski ¢aglardan beri insanlar tarafindan pekg¢ok hastaliklara karsi
dogal ilag olarak kullanilmakta oldugu bildirilmektedir. Yapilan literiir arastirmalarinda
propolis’in su veya ethanol ekstraktlarinin daha ¢ok insan ve hayvanlarda hastalik yapan
bakteriyel ve fungal (maya) etmenlere karsi antibakteriyel ve antifungal etkinlikleri
bildirilmig olup, bitki hastalik etmenlerine karsi yapilan c¢alismalar son yillarda artig
gostermeye baglamistir. Bugiine kadar yapilan antimikrobiyal etkinliklerinin arastirildig
caligmalarda propolis’in daha ¢ok % 70’lik ethanol i¢inde ekstrakte edilmis ekstraktinin
(EEP) kullanildigi bilinmektedir. Dichloromethane ve su gibi solvent ve sivilar ise
propolislerin ekstrassiyonunda nadiren kullanilan diger ¢6ziilerdir.

Ozcan (1999), su icinde ekstrakte edilen propolis ekstraktlarinin 0.5, 1.0, 2.0, 3.0
ve %4.0’lik konsantrasyonlardaki antifungal etkinliklerini bitki fungal hastalik
etmenlerinden Alternaria alternata, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus, Botrytis
cinerea, Fusarium oxysporum f. sp. melonis ve Penicillium digitatum’a kars1 arastirdiklari
calismada, propolis’in %4 konsantrasyonunun test edilen 5 farkli konsantrasyon arasinda
%350 ve lizeri engelleme yapan en etkili konsantrasyon oldugu, test edilen fungal tiirler
arasinda en duyarl tiirlerin Alternaria alternata ve Penicillium digitatum oldugunu
bildirmistir.

Tripathi ve Dubey (2004), sebzelerde hasatsonu goriilen hastaliklarla miicadelede
dogal bilesiklerin kullanilma olanaklarini arastirdiklari calismalarin derlendigi ¢alismada,
hasatsonu hastaliklara kars1 kullanilan kimyasal pestisitlerin dogaya, insana ve gevreye
olan olumsuzluklarin yanisira patojenler iizerindeki olumsuzlar1 belirtmislerdir.

Vallabh ve Straker (2005), farkli EEP konsantrasyonlarinin avakodo patojeni C.
gloeosporioides ve P. guepinii hastalik etmenlerine kars1 antifungal etkinliklerini in vitro
ve in vivo kosullarda arastirdiklari ¢alismalarinda, kullanilan EEP 6rneklerinin MIC
degerinin C. gloeosporioides ve P. guepinii hastalik etmenleri i¢in 10 ve 7 mg/ml olarak

belirlemislerdir. Yapilan in vivo ¢aligmalarinda yapraga uygulanan EEP uygulamalarinin



kontrolde %18.3 hastalik siddeti goriiliirken, uygulama yapilmis yapraklarda herhangi bir
hastalik belirtisinin goriilmedigini bildirmislerdir.

Uzel ve ark. (2005), ethanol i¢inde hazirlanmis 4 farkli Anadolu propolis
ekstraktinin (EEP) kimyasal bilesenlerini GC-MS ile belirlemisler, antifungal ve
antibakteriyel etkinliklerini ise insan ve gida patojenlerine karsi arastirmislardir. Agar
seyreltme yontemi ile EEP’lerin minimum engelleme konsantrasyonlarinin (MIC)
Streptococcus sobrinus ve Enterococcus faecalis igin 2 pg/ml; Micrococcus luteus,
Candida albicans ve C. krusei i¢in 4 pg/ml; Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis ve Enterobacter aerogenes i¢in 8 mu g/ml;
Escherichia coli and C. tropicalis i¢in 16 pg/ml; Salmonella typhimurium ve
Pseudomonas aeruginosa i¢in 32 mg/ml olarak belirlemislerdir. Propolis ekstraktlarinin
ana bilesenlerin ise pinocembrin, pinostropin, isalpinin, pinobanksin, quercetin,
naringenin, galangine ve chrysin gibi flavonoidlerden olustugunu bildirmislerdir.

Basim ve ark. (2006), ethanol i¢inde hazirlanmis polen ekstraktinin farkli
konsantrasyonlarimin 13 farkli 6nemli bitki patojeni bakteriyel hastalik etmenine
(Agrobacterium tumefaciens, A. vitis, Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis,
Erwinia amylovora, E. carotovora subsp. carotovora, Pseudomonas corrugata, P.
savastanoi pv. savastanoi, P. syringae pv. phaseolicola, P. syringae pv. syringae, P.
syringae pv. tomato, Ralstonia solanacearum, X. anthomonas campestris pv. campestris
ve X. axonopodis pv. vesicatoria) kars1 antibakteriyel etkinliklerini arastirmiglardir. Elde
edilen sonuglara gore, polen ekstraktina karsi en duyarli tiirin Agrobacterium
tumefaciens oldugu, bu tirii sirasiyla P. syringae pv. tomato, X axonopodis pv.
vesicatoria, E. amylovora, P. corrugata, R. solanacearum, X campestris pv. campestris,
A. vitis, C michiganensis subsp. michiganensis, E carotovora subsp. carotovora, P.
savastanoi pv. savastanoi, P. syringae pv. phaseolicola ve P. syringae pv. syringae
tiirlerinin izledigini belirlemislerdir. EEP’in en etkili oldugu bakteriyel tiiriin P. syringae
pv. phaseolicola oldugu, bu tiirii sirasiyla P. savastanoi pv. savastanoi, P. corrugata, R.
solanacearum, E. carotovora pv. carotovora, P. syringae pv. syringae, E amylovora, A.
tumejaciens, A. vitis, C michiganensis subsp. michiganensis, P. syringae pv. tomato, X
campestris pv. campestris ve X. axonopodis pv. vesicatoria tiirii bakteriyel hastalik

etmenleri tarafindan izlendigini bildirmislerdir.



Erkmen ve Ozcan (2008), ethanol i¢inde hazirlanmis propolis ekstraktinin (EEP)
yanisira polen ekstrakti ve defne ugucu yaglariin farkli konsantrasyonlarinin (0.02-2.5%
(vol/vol) antimikrobiyal etkinliklerini bakteri (Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Salmonlla typhimurium, Staphylococcus aureus, Yersinia
enterocolitica, Enterococcus faecalis ve Listeria monocytogenes) maya (Saccharomyces
cerevisiae, Candida rugosa) ve fungal hastalik etmenlerine (Aspergillus niger, Rhizopus
oryzae) kars1 arastirmiglardir. Elde edilen antimikrobiyal test sonuglarina gore polen
ekstraktinin antifungal ve antibakteriyel etkinliginin bulunmadigini, propolis’in 0.02%
konsantrasyonda bakteriyel etmenlerden B. cereus ve B. subtilis’e, 1.0% konsantrasyonda
S. aureus ve E. faecalis, 0.2% konsantrasyonda L. monocytogenes’e karsi antibakteriyel
etkinlik  gosterdigini, propolis’in  funguslara  karst  minimum  engelleme
konsantrasyonunun 2.5% oldugunu, gerek propolis’in gerekse defne ugucu yaginin E. coli
ve S. typhimurium etmenlerine karsi antibakteriyel etkinliklerinin bulunmadigini
belirlemiglerdir. Elde edilen sonuclar, gerek EEP gerekse defne ugucu yaginin gidalarda
gida kokenli patojenlere karsi koruyucu bilesikler olarak kullanilabilecegini 6nermistir.

Soylu ve ark. (2008), ethanol propolis ekstraktinin (EEP) farkli
konsantrasyonlarinin  antifungal etkinligini turunggillerde depo hastalik etmeni
Penicillium digitatum’a kars1 arastirdiklar1 ¢alismalarinda, EEP’in %70 lik ethanol i¢inde
hazirlanmis EEP’in 10, 50 ve 100 mg/ml konsantrasyonlarda fungus sporlarinin
¢imlenmesini tamamen engelledigini, EEP’in %35 lik ethanol i¢inde hazirlanmis EEP’in
ayni konsantrasyonlarda 31, 68 and 93 % oraninda engelledigini belirlemistir. Yapilan in
vivo c¢alismalarda %70’lik ethanol i¢inde hazirlanan EEP’in kullanilan tiim dozlar1 yapay
olarak hastalik bulastirilmis meyvelerde hastalik ¢ikisini engellemezken, EEP’in 100
mg/ml konsantrasyonda dogal hastalik ¢ikisini %100 oraninda engelledigini
belirlemislerdir.

Curifuta ve ark. (2012), Sili propolis’ini ethanol iginde ekstrakte edilmis (EEP)
ticari preparatinin kimyasal bilesenlerinin yanisira aralarinda Alternaria alternata,
Fusarium sp., Ulocladium sp., Botrytis cinerea, Penicillium expansum ve Trichoderma
reesei’nin bulundugu tarimsal 6neme sahip 6 farkli fungusa karsi in vitro antifungal
etkinligini arastirdiklar1 calismalarinda, toplam polyphenol miktarinin 7.8 and 42.3 mg
mL araliginda oldugunu, HPLC analiz sonucunda propolis ana bilesenlerinin caffeic acid,

myricetin, quercetin, kaempferol, apigenin, pinocembrin, galangin, caffeic acid phenethyl



ester (CAPE) ve rutin oldugunu belirlemislerdir. EEP’in 4 farkli dozunun (0.5, 1.0, 2.5
and 5.0 %) antifungal etkinligine bakildiginda aralarinda istatistiksel olarak farklilik
goriilmesine ragmen kullanilan dozlarin tamaminin test edilen funguslara kars1 antifungal
etkinlik gosterdigini bildirmislerdir.

Gallez ve ark. (2014), ethanol i¢inde ekstrakte edilmis propolis (EEP) ekstraktinin
antifungal etkinligini iki farkli bitki fungal hastalik etmeni Didymella bryoniae ve
Rhizotocnia solani’ye kars1 arastirdiklar1 ¢alismalarinda propolis uygulamasinin alkol ve
kontrol petrilere kiyasla funguslarin in vitro kosullarda misel gelisimini %70-78 oraninda
engelledigini, bu etkinligin fungistatik yapida oldugunu gézlemlemislerdir. Arastiricilar
propolis’in hastaliklara kars1 kullanilmalar1 i¢in in vivo ve tarla denemelerinin
yapilmasinin da gerektigini tavsiye etmislerdir.

Quintero-Ceron ve ark. (2014), Kolombiya propolis’ini ethanol iginde ekstrakte
etmigler (EEP) ve EEP’in depolanmis firiinlerde hastalik yapan fungal hastalik
etmenlerinden Aspergillus niger, Penicillium sp., Rhizopus oryzae ve Botrytis cinerea’ya
kars1 fungistatik etkinligini in vitro kosullarda arastirmislardir. Elde edilen sonuglarina
gore fungal etmenlerden en duyarli tiiriin Aspergillus niger oldugu (%0.09 w/v
konsantrasyonda), bu tiirii sirastyla Penicillium sp. (0.42% wi/v), R. oryzae (0.53% w/v)
ve B. cinerea (1.09% w/v) tiirlerinin izledigini bildirmislerdir. Sonuglar EEP soliisyonun
tekli veya diger antifungal maddeler ile kombinasyon halinde fungusitlere alternatif
olarak depo patojenlerine karsi kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Yanar ve ark. (2016), Tiirkiye’nin 3 farkli bolgesinden (Tokat, Sivas ve Corum)
elde edilmis propolis’in ethanol ekstraktinin (EEP) 9%0.5, %1 ve %3’lik
konsantrasyonlarini toprak kokenli hastalik etmenlerinden Macrophomina phaseolina,
Cylindrocarpon destructans, Rhizoctonia solani ve Fusarium oxysporum’a Kkarsi
antifungal etkinligini aragtirmislardir. EEP’in antifungal etkinliklerinin artan dozlarda
test edilen fungal etmenlere kars1 arttigini, %3 liikk konsantrasyonda tiim EEP’lerin test
edilen fungal etmenlere kars1 %100 engelleme gosterdigini, %]1°lik konsantrasyonda tiim
EEP’lerin test edilen fungal etmenlere karst %58 ila %100 oranlarinda engelleme
gosterdigini belirlemistir. EEP’ler arasinda Tokat ve Corum 6rneklerinin Sivas 6rnegine
kiyasla daha yiiksek etkinlik gosterdigini belirlemislerdir.

Abo-Elyousr ve ark. (2017), Misir’in farkli bolgesinden elde ettikleri propolisi su

icinde ekstrakte ettikden sonra domates bakteriyel solgun etmeni Ralstonia
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solanacearum’a karst in vitro ve in vivo kosullarda antibakteriyel etkinliklerini
arastirdiklar1 ¢aligsmalarinda, sulu ekstraktin 1, 10 ve 100 mg/mL konsantrasyonlarda
antibakteriyel etkinlik gosterdigini, 100 mg/mL konsantrasyonda sulu ekstraktin in vivo
etkinliginin diger 2 konsantrasyona gore daha yiliksek etkinlik gdsterdigini
belirlemiglerdir.

Georgieva ve ark. (2018), Dichloromethane propolis ekstrakti ve bu ekstraktan
izole edilen 4 cycloartane triterpenes molekiiliin antibakteriyel ve antifungal etkinligini
insan patojeni Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Candida albicans iizerinde
aragtirmiglar, sonugta 4 molekiilden 3 tanesinin test edilen mikroorganizmalardan
Escherichia coli’ye kars1i yiiksek antibakteriyel, tamaminin ise degisen
konsantrasyonlarda Candida albicans ve Staphylococcus aureus karsi antimikrobiyal
etkinlik gosterdiklerini belirlemislerdir.

Silva-Castro ve ark. (2018), chitosan oligomers (COs), propolis (Ps) ve glimiis
nanopartikiil (AgNPs) bilesiklerinin potansiyel antimikrobiyal etkinliklerini orman
agaclarinda sorun olan fungal ve oomycetes hastalik etmenlerinden Fusarium circinatum,
Diplodia pinea, Gremmeniella abietina, Cryphonectria parasitica, Heterobasidion
annosum, Phytophthora cambivora, Phytophthora xalni ve Phytophthora plurivora kars1
aragtirmiglardir. Calisma sonucunda COs-Ps ve COs-AgNPs karisimlarinin Fusarium
circinatum ve Diplodia pinea’nin misel gelisimini %80 oraninda engelledigini, COS
bilesiginin tek bagsina Gremmeniella abietina, Cryphonectria parasitica, Heterobasidion
annosum, Phytophthora cambivora’un misel gelisimini 78%, 86%, 93% ve 100%
oranlarinda engelledigini, propolis (Ps)’in ise tek basma Phytophthora xalni ve

Phytophthora plurivora %100 oraninda engelledigini bildirmislerdir.

2.2. Propolis Ekstraktlarnin Kimyasal Bilesenlerinin Belirlenmesine Yonelik

Calismalar

Velikova ve ark. (2000), Tiirkiye, Bulgaristan, Yunanistan ve Cezayir gibi Akdeniz
tilkelerinden elde edilen farkli propolis 6rneklerinin ana bilesenlerini GC-MS yontemi ile
belirledikleri ¢alismalarinda, tiim 6rneklerde ¢ogunlukla flavonoidler, caffeic ve ferulic

asid esterlerinin ana bilesenler olarak ortak oldugunu, Tiirk propolis 6rneklerinde diisiik
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oranda diterpenic asitler bulunurken, Cezayir propolis 6rneklerinde 6nemli diizeyde
hydroxyditerpenic’lerin bulundugunu belirlemiglerdir.

Sorkun ve ark. (2001), Tiirkiye’nin farkli illerinden (Bursa, Erzurum, Glimiishane
ve Trabzon) elde ettikleri propolis ekstraktlariin kimyasal bilesenlerini arastirdiklari
caligmalarinda, Erzurum ilinden elde edilen propolis i¢eriginin yiiksek diizeyde aromatik
asit, ester ve alkol icermek suretiyle diger illerinkinden farkli yapida oldugunu, Bursa
ilinden toplanan propolis 6rneklerinin ise yiiksek diizeylerde flavavones, aromatik acids
esters, terpenoids, flavones ve keton igerdigini bildirmislerdir.

Mercan ve ark. (2006), Tirkiye’nin farkli bolgelerinden toplanan propolis
ekstraktlarinin kimyasal bilesenlerinin farkliliklar gosterdigini, propolis ana bilesenlerin
Chrysin, apigenin, flavonoids, flavanones, naringenin, ethyl oleate, 3-4-dimethoxy-
cinnamic acid ve 9-octadecenoic acid’den olustugunu, farkli kimyasal yapiya sahip
propolislerin antimikrobiyal ve antioksidant -etkinliklerinin farklilik gdsterdigini
bildirmislerdir.

Bankova (2005a,b), Propolis’in igerdigi pekcok kimyasal madde karigimindan
dolay1 mikroorganizmalara kars1 etkin kullanilabilecek bir silah oldugunu, igeriginde
300°den fazla bilesenin bulundugunu, bunun %50’nin (yaklasik 160 tanes)
tanimlanabildigini bildirmistir. Tanimlamasi yapilan bilesenlerin ise yarisindan ¢cogunun
phenolic bilesikler olan, flavonoidler (flavones, isoflavones ve flavones), aromatik asit ve
esterler (caffeic acid, cinnamic ve digerleri), aromatik aldehydler (vanillin ve isovanillin),
coumarins ve phenolic triglyceride’ler oldugunu, diger 6nemli bilesenlerin ise provitamin
A, B vitamini, lactones, polysaccharides ve amino asitlerden olustugunu bildirmislerdir

Sahinler ve Kaftanoglu (2006), Dogu Akdeniz bolgesinden Hatay, Adana ve Mersin
illerinden toplanan propollis 6rneklerinin kimyasal igerigini GC-MS ile analiz etmisler,
sonugta ethanolde ektrakte edilmis propolis (EEP) 6rneklerinin ana bilesenlerinin benzyl
cinnamate, methyl cinnamate, caffeic acid, cinnamyl cinnamate ve cinnamoylglcine
bilesiklerinin yanisira yag asitleri, terpenoids, esters, alcohols hydrocarbons ve aromatik
asitlerden olustugunu belirlemislerdir.

Celemli ve ark (2013), Yunanistan ve Tirkiye’den temin edilen propolis
orneklerinin kimyasal bilegenleri agisindan karsilastiklar1 ¢alismalarinda iki tilke propolis
iceriginin farkliliklar gostermekle birlikte 6zellikle Ege bolgesi Tiirk 6rneklerin Yunan

propolis ornekleri ile yiiksek diizeyde flavanoid icerigi agisindan benzerlik gosterdigini,
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Yunan propolis orneklerinde ayrica B-elemene ve totarol bilesenlerin yiiksek diizeyde
bulundugunu bildirmislerdir.

Aliyazicioglu ve ark. (2013), 10 farkli Tirk propolis orneklerinin GC-MS ile
kimyasal bilesenlerini arastirdiklar1 caligmalarinda tiim orneklerin yiiksek diizeyde
antioksidant etkinlige sahip oldugu, bu etkinligin yiiksek diizeyde antioksidan bilesikler
olan Quercetin, benzoic acid, caffeic acid, ferulic acid ve coumaric acidlerden
kaynaklandigini, bununla birlikte vanillic acid, chlorogenic acid, epicathecin, rutin,
syringic acid ve o-coumaric acid ¢ok az diizeyde bulundugunu bildirmislerdir.

Al-Ghamdi ve ark. (2017), Yemen’in 4 farkli bolgesinden toplanan dichloromethan
ve methanol i¢inde ekstrakte edilmis propolis drneklerini GC-MS analizleri sonucunda
ana bilesenlerin triterpenoids (254 + 188 mg/g), n-alkene (145 + 89 mg/g), nalkane (65 +
29 mg/g), n-alkanoic acid (40 £ 26 mg/g), uzun zincirli mum ester (38 = 25 mg gl), n-
alkanol (8 + 3 mg/g) ve methyl n-alkanoates (6 £ 4 mg/g) oldugu, propolis sktrakt
iceriklerinin bolgeye ve bolgedeki bitki baskinligina bagli olarak 6nemli farkliliklar
gosterdigini bildirmislerdir.

Bayram ve Gergek (2017), Hakkari ilinden toplanan ethanol propolis ekstrakt (EEP)
orneklerinin  kimyasal bilesenlerini GC-MS ile belirledikleri ¢alismalarinda,
hydrocarbon, aliphatic asit ve esterleri, carboxylic asit ve esteleris, cinnamic acids ve
esterleri, flavonoid, alkol ve terpen bilesenlerinin propolis orneklerinin ana bilesenler

olduklarin bildirmislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin ana materyalini olusturan Macrophomina phaseolina, Sclerotinia
sclerotiorum, Rhizoctonia solani ve Sclerotiorum rolfsii Hatay ilinin domates
yetistiriciligi yapilan tarla ve seralarindaki hastalikli bitki 6rneklerinden Patates Dekstroz
Agar (PDA, Merck, Darmstad, Germany) lizerinde izole edilmis olup, tiir teshisleri gerek
morfolojik gerekse molekiiler yontemlerle yapilmistir. Fungal etmenlerin patojenite testi
saglikli domates bitkilerinin kok bolgelerine inokule edilmek suretiyle yapilmis ve benzer
simptomlar elde edilmek suretiyle teyit edilmistir. Fungal izolatlar PDA besi yerinde, 4°C
de muhafaza edilerek denemelerde kullanilmastir.

Caligmanin bir diger 6nemli ana materyali olan propolis 6rnekleri iilkemizin farkli
bolgelerini temsil edecek sekilde Karadeniz Bolgesinden Ordu; Dogu Anadolu
Bolgesinden Ardahan; Ege bolgesinden Mugla; Akdeniz Bolgesinden Hatay; Trakya-
Marmara bolgesinden Edirne illerinde aktif aricilik yapan iireticilerden temin edilmistir.

Calismanin diger materyallerini mikoloji laboratuari alet-ekipmanlari, gesitli cam

ve plastik laboratuvar malzemeleri, besi ortamlari, kimyasal maddeler den olusturmustur.
3.2. Yontem
3.2.1. Propolislerin Farkh Bolgelerden Temin edilmesi

Caligmalarda kullanilan propolis Karadeniz Bolgesinden Ordu; Dogu Anadolu
Bolgesinden Ardahan; Ege bolgesinden Mugla; Akdeniz Bolgesinden Hatay; Trakya-

Marmara bolgesinden Edirne illerindeki ar1 yetistiricilerinden temin edilmistir.

3.2.2. Farkh Bolgelerden Temin Edilen Propolislerin Etanol Ekstraksiyonlarinin

(EEP) Hazirlanmasi

Etanol propolislerin antimikrobiyal etkinliklerinin arastirildigr c¢aligmalarin

cogunda solvent olarak kullanilan bir ¢oziiciidir (Gomez-Caravac ve ark., 2006).
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Propolisin ana bilesenini olusturan mumsu maddeler etanol i¢inde erimedikleri igin
propolis ekstraktlari igeriginin yiiksek saflikta hazirlanmasina neden olur. Propolisin
ekstraksiyonu i¢in propolis Ornekleri dncelikle dondurucuda bekletilmis (Sekil 3.1A),
donan propolisler bir degirmen vasitasi ile kiiciik parcaciklar haline getirilmis. Ogiitiilmiis
propolislerden 20 gr. tartilarak igerisinde 80 ml % 70’lik etil alkol (ethanol) bulunan
kapakli cam siselere konulmus ve 200 rpm/dak. hizinda orbital calkalayicida oda
sicakliginda (22-25 °C) 3 giin ekstraksiyona birakilmistir (Sekil 3.1B). Elde edilen
ekstrakt daha sonra 2 kat Watman Filtre kagidindan gegirilmek suretiyle siiziilerek
propolis bilesenlerini balmumundan ayirmak suretiyle, propolis’in ethanol ekstrakti
(EEP) elde edilmistir (Sekil 3.1C-D). Elde edilen EEP 10000 rpm’de 20 dak. santrifiij
edildikten sonra kullanilincaya kadar buzdolabinda +4 °C’de agz1 siki bir sekilde
kapatilmak suretiyle (Sekil 31C) muhafaza edilmistir (Wilson ve ark., 2015).

Sekil 3.1. Denemelerde kullanilan etanolde ekstrakte edilmis propolis soliisyonlarmin
(EEP) hazirlanmasi. (A) -20 °C de dondurulmus, pargalara ayrilmis propolisler. (B)
Orbital calkalayicida 2 giin bekletilmis EEP soliisyonlar1. (C ve D) Soliisyonlarin filtre
kagitlarda siiziilen EEP ekstraktlarin re¢ine-mumsu maddelerden ayristirilmasi
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3.2.3. Farkh Bolgelerden Temin Edilen EEP Ekstraktlarinin Kimyasal

Bilesenlerinin Belirlenmesi

Farkli illerden elde edilen EEP ekstraktlarinin kimyasal bilesenleri Gaz
Kromotografi (GC) (Hewlett-Packard 6890) cihazi ve bu cihaza entegre olmus kiitle
spektroskopi (MS) (Hewlett-Packard 5973) ile dnceden bildirildigi sekilde yapilmigtir
(Omar ve ark., 2017). Her ile ait 2 mg EEP ekstraktt 1 ml ethyl acetate iginde
hazirlandiktan sonra 1 ul GC-MS cihazi i¢ine enjekte edilmistir. GS-MS cihazi tizerinde
(%88 Cyanopropyl)aryl-polysiloxane (HP-88) capillary kolon (100 m x 0.25 mm x 0.25
pum film kalinliginda) bulunmaktadir. Denemelerde 1.0 ml/dak. akis hizina sahip helyum
gazi tastyict gaz olarak kullanilmuistir. Firin sicakligi 45 °C de 5 dak. tutulduktan sonra, 2
°C/dak. artisla 130 °C’ye yiikseltilmis, bu sicaklikta 5 dak. bekletildikten sonra ve 3
°C/dak. artisla 170 °C’ye daha sonra 9 °C/dak. artigla 220 °C’ye ve en son bu sicaklikta
29 dak. bekletilecek sekilde programlanmustir. Iyonizasyon voltaji 70 eV ve i¢ sicaklik
250 °C olarak ayarlanmustir.

Yaglarin bilesiminde bulunan bilesikler % olarak ve kolonda alikonma zamanlari
(Retention time, RT) MS iizerindeki Wiley 275.L kiitiiphanesi yardimiyla belirlenmistir
(McLafferty, 1994; Adams, 1995). Alinkonma indeks degerleri (Retention index, RI) n-
alkan serisi (Cg-C20) karisiminin ayni sicaklik programinda gosterdigi MS degerleri ile

karsilastirilarak hesaplanmaistir

3.2.4. Farkh EEP Ekstraktlarimn Fungal Hastahk Etmenleri Uzerine Antifungal

Etkinliginin in vitro Kosullarda Belirlenmesi

Calismada kullanilan tiim besi ortamlar1 kullanilmadan 6nce 121 °C’de 15 dak.
otoklav edilmistir. Denemelerde Patates Dekstroz Agar (PDA) hazir ticari olarak (Merck,
Darmstad, Germany) satin alinmak suretiyle kullanilmistir.

EEP’in fungal gelisim {lizerine antifungal degme etkinligini belirlemek i¢in %20 lik
stok soliisyondan hazirlanan farkli konsantrasyonlar: (0, 1000, 2000, 3000, 4000, 5000,
6000, 7000, 8000, 9000, 10000, 11000, 12000, 13000 ve 14000 ppm) kullanilmistir.
Hazirlanan konsantrasyonlar PDA ortamina (45 °C) katilasmadan 6nce karistirilmis ve 9

cm capindaki petri kaplarina dokiilmiistiir. Farkli konsantrasyonda EEP eklenmis ve
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katilasmis PDA iizerine fungal etmenlerin aktif olarak gelismis olan 5-7 giinlik
kolonilerinden 5 mm ¢apinda miselyal diskler, mantar delici yardimi ile alinmis ve
yaklasik 20 ml farkli konsantrasyonda EEP eklenmis PDA igeren petri kaplarinin (17x90
mm) orta kismina miselyal kisim alta gelecek sekilde aktarilmistir.

Kapaklar hizli bir sekilde kapatildiktan sonra iki kat parafilm ile sarilmis ve ters
cevrilmis halde 24-25°C’de 5-7 giin siire ile inkiibe edilmistir. Kontrol petrilerinde ortama
propolis icermeyen ayni miktarda %70 etil alkol eklenmistir. Bu siire boyunca giinliik
ortalama koloni ¢aplar1 6l¢iilmiis ve radyal koloni gelisimi hesaplanmistir. Her bir
EEP’nin farkli konsantrasyonlarinda engelleme orani, % Abbott formiiliine gore
hesaplanmustir.

Engelleme (%) = [(FGk - FGu) / FGk] x 100 (3.1)

FGk = Kontrol petrilerdeki fungal gelisim ¢ap1 (mm)

FGu= Uygulama yapilmis petrilerdeki fungal gelisim ¢ap1 (mm)

3.2.5. EEP’nin Farkli Konsantrasyonlarimin Misel Gelisimi Uzerine Fungisidal ve

Fungistatik Etkilerinin Belirlenmesi

Farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal etmenlerin misel gelisimde degme etkisinin
fungisidal veya fungistatik oldugunu belirlemek amaciyla degme etki denemesi sonunda
misel gelisimi gdstermeyen en diigiik konsantrasyondaki fungus diskleri EEP uygulamasi
yaptlmamis yeni PDA ortamlarina alinarak 5-12 giin siireyle inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibasyon siireci sonunda misel gelisiminin goriilmedigi konsantrasyonlarda EEP
etkisinin fungisidal oldugu, misel gelisiminin goriildiigli konsantrasyonlarda ise etkinin

fungistatik olduguna karar verilmistir.

3.2.6. EEP’nin Minimum Engelleme Konsantrasyonlarinin Funguslarin Misel

Yapilarinda Meydana Getirdigi Morfolojik Degisikliklerin Belirlenmesi

EEP’nin minimum engelleme konsantrasyonlarinin funguslarin miselleri iizerinde
meydana gelen morfolojik degisiklikler faz kontrast optiklerle donatilmis Olympus BX51
mikroskobu altinda incelenmistir. Fungus kiiltiirlerinden alinan diskler PDA igeren

petrilere aktarildiktan sonra misel gelisimi i¢in 2 giin 25 °C’de inkiibasyona birakilmigtir
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(Sekil 3.2A). Fungus misellerinin diskten itibaren yaklasik 2 cm gelismesiyle EEP’nin
denemelerde belirlenen minimum engelleme konsantrasyonlari onceden belirtildigi
sekilde petrilerde gelisen misellerin en u¢ noktasina pipet yardimi ile damlatilarak
isaretlenmis, petri kapaklari parafilmle kapatildiktan sonra, 3 giin daha 25 °C de
inkiibasyona birakilmigtir. EEP’nin uygulandig isaretli bdlgelerden (Sekil 3.2B) alinan
fungal miseller {izerindeki morfolojik degisiklikler mikroskopta incelemek icin %50
glycerol iginde preparatlar1 hazirlanmis, fungal hifler iizerindeki yapisal degisiklikler
incelenmistir (Soylu ve ark., 2010).

Sekil 3.2. Farkli EEP konsantrasyonlarinin misel yapilari tizerine olan etkinliginin
belirlenmesi. (A) Fungal kiiltiir 2 giin 6n gelismeye birakildiktan sonra, (B) uygulama
yapilan alan (daire i¢ine alinarak) 3 giin daha inkiibasyona birakilmig ve daha sonra
mikroskop gozlemleri i¢in hazirlanmigtir.

3.2.7. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tiim in vitro denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gore, her bir uygulama
icin 3 tekerriir olacak sekilde kurulmustur. Farkli konsantrasyonlardaki misel gelisiminin
engellenme oranlar1 % oranlarina ¢evrilmeden SPSS istatistik program1 (SPSS Statistics
17.0) kullanilarak tek yonli ANOVA ile varyans analizi yapilmigs ve farkli EEP
konsntrasyonlar1 arasindaki farklilik Tukey HSD Testi ile tespit edilmistir (P<0.05).
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EEP’nin farkli konsantrasyonlarda misel gelisimini %50 diizeyinde engelleyen etkili
konsantrasyonlari1 (ECso) her bir EEP i¢in farkli konsantrasyonlarda elde edilen degerleri
kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

yardimi ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Farkh Bolgelerden Temin Edilen Propolislerin Ekstraksiyonu ve Kimyasal

Bilesenlerin Belirlenmesi

Farkli bolgelerden temin edilen propolislerden hazirlanan EEP ektsraktlarinin
kimyasal bilesenleri GC-MS sistemi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge
4.11°de verilmistir. Farklr illerden elde edilen EEP ekstraktlarinin kimyasal igeriginin
bolgelere gore farklilik gosterdigi, genel anlamda tiim EEP tar¢in asidi olarak bilinen
cinnamic acid tiirevlerinin yliksek oranda bulundugu gozlenmistir (Cizelge 4.1).
Denemede kullanilan EEP iceriginde yiiksek oranda cinnamic acid tiirevleri (%11.3-
88.3), aldehyde (%0.27-8.31), ketone (%0.12-7.8), yag asitleri (%1.58-6.58), alkol
(%0.5-5.56), ugucu yaglar (%0.1-4.66), terpenoitler (%0.6-4.64), ester (%0.47-2.44),
phenol (%0.73) bilesenleri EEP’lerin ana bilesenler olarak belirlenmistir.

Farkli illerden temin edilen EEP ekstraktlarinin tiim fungal etmenlere karsi
gostermis olduklar1 antifungal etkinlik acisindan degerlendirildiginde etkinligi yiiksek
olarak gozlenen Ordu EEP igeriginin biiylik oranda %60.13 ile tar¢in asidi olarak bilinen
cinnamic acid tlirevi bilesenlerden olustugu, bunu sirasiyla farkli kimyasal yapidaki alkol
(%5.56), yag asidi (%3.71), keton (%3.32) ve ester (%2.44) yapidaki bileseklerin takip
ettigi gortilmiistiir. Benzer sekilde etkinligi yiiksek olarak belirlenen Edirne ili EEP
ekstraktlarininda  %88.29 oranla cinnamic acid tiirevi bilesenlerden olustugu
belirlenmistir. Etkinligi diger EEP’ler kiyasla diigiik antifungal etkinlik gosteren Hatay ili
EEP 6rneginde cinnamic acid tiirevlerinin %11.3 gibi oranla oldukc¢a diisiik seviyede
oldugu gozlenmistir.

Calismamizda kullanilan propolis igeriklerinde tespit edilen icerik farkliliklarinin
benzeri lilkemizde ve farkli tilkelerde yapilan 6nceden ¢alismalarda da kaydedilmistir. Bu
farkliligin ana sebebi cografi bolgeye 6zgiin cicek/bitki farkliligindan kaynaklandig:
bilinmektedir (Sahinler ve Kaftanoglu, 2005; Sforcin ve Bankova, 2011; Isidorov ve ark.,
2014). Yapilan ¢alismalarda propolislerin flavonoids, aromatic acids ve phenolic gibi
farkli ana bilesenlerinden olustugu bildirilmistir (Bankova ve ark., 2000; Chen ve ark.,
2008; Daugsch ve ark., 2008; Kumazawa ve ark., 2008; Markham ve ark., 1996; Marquez

Hernandez ve ark., 2010; Popova ve ark., 2010). Propolis 6rneklerinde tespit ettigimiz
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bilesenlerden 6zellikle cinnamaldehyde, benzyl cinnamate, methyl cinnamate, caffeic
acid, cinnamyl cinnamate ve cinnamoylglcine gibi bilesiklerin birgok mikrobiyal
etmenlere kars1 antifungal, antibakteriyal, antiviral, anti-inflamatuar ve anti kanserojen
etkinlikten sorumlu oldugu yapilan 6nceki ¢alismalarda da bildirilmistir (Bufalo ve ark.,
2009; Orsi ve ark., 2005; Silva ve ark., 2009; Mengiilliioglu, 2012).

Cizelge 4.1 Farkli illerden temin edilen propolis ekstraktlarinin kimyasal icerikleri (%)

Ana Bilesen Gruplari ve Bilesenleri Ordu Edirne Mugla Ardahan Hatay

AROMATIK ASITLER 0.23 0.43 ND ND 0.74
B-Nitrostyrene + - -
2-Heptadecanone - - +
Phenol, 2-methoxy-4-(1-propenyl) - +
TERPENOID 1.95 0.63 0.99 4,
Caryophyllene oxide - - -
2-Naphthalenemethanol + + +
12-Oxabicyclo[9.1.0]dodeca - - -
Azulene - - -
Hinesol - - -
Thymol + - - - -
a-Pinene - - - - +
a-Caryophyllene - - - - +
a-Guaiene - - - - +
+
6

[op]

4 3.58

+ + + 4+ +
1

a-Cadinol - - - -
ESANSIYEL(U¢ucu) YAG 1.21 ND ND 0,07 4.
Phenol, 2-methoxy-4-(1-propenyl) - + -
Nerolidol

Cyclohexene
4-Hydroxy-2-methoxybenaldehyde

Benzeneacetaldehyde
Hexanedioic acid - + -

Cyclotetradecatetraene - - +
AROMATIK KETON 0.23 1.23 2.69 7,88 4.53
2-Propen-1-one - + + + +
Benzene - - + - -
Acetophenone +
KETON 33
Pyridine, 3-butyl-, 1-oxide +
Tetrahydrothiophen-3-One + - - -
+
+
+

+ + + +
1
1

Methyl N-Hexadecyl Ketone
3-Buten-2-One, 4-Phenyl
2-Nonadecanone
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Cizelge 4.1 (devam). Farkli illerden temin edilen propolis ekstraktlarinin kimyasal
icerikleri (%)

Acridin-1(2H)-One, 3,4-Dihydro-9- + - - -
2-Pentacosanone + - - -
Heptadecane-2,4-dione - - -
Ketone, methyl 2-methyl-1-cyclohex - - -

Pentadecatrien-2-one - + - -
Propen-1-one - + - -
ALKOL 5.56 0.49 1.99 1,99 3.33

2- Propanol, 2 Metil - - - +
3-Cyclohexene 1 Metanol - - - +

Benzil Alkol - - + + -
Phenylethyl Alcohol +

Oxirane, Tetradecyl

Farnesol

Benzene, 1-Cyclopenten-1-YI-
2-Propen-1-Ol, 3-Phenyl
Guaiol - + - - -
ESTERLER 2.44 1.58 1.28 0,47 ND
Heneicosane - - -

Hexadecanoic Acid, Methyl Ester - - + +
Hexadecanoic Acid, Ethyl Ester + - -

4-Vinylbenzoic Acid - - + .

+ + + 4+ o+
1
1
1
1

- - - +

Nonadecane +

Benzenepropanoic Acid, Ethyl Ester +

9-Octadecenoic Acid (Z2)-, Methyl Ester + - - -
+
8

Methyl P-Methoxycinnamate
ALDEHYDE 0.83 ND 8.31 0,27 0.49
1-Phenanthrenecarboxaldehyde - - + -

Benzaldehyde +
Benzeneacetaldehyde -
Cinnamaldehyde +
Vanillin -
CINNAMIC ACID 60.13 88.29 53.06 58,14 11.3
Cinnamamide
Cinnamyl cinnamate
Vinyl trans-cinnamate
trans-Cinnamic acid
Cinnamoylglycine, methyl ester -
Benzyl cinnamate +
PHENOLIC - - 0
Phenol 2 methoksil

YAG ASITLERI 3.71 ND 1.58 ND 6.58
Ethyl oleate + + +

+ + +

+ + + +

- + + -

+ + + +
1
1

+
+
+

+ + +

+ + +
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Cizelge 4.1 (devam). Farkli illerden temin edilen propolis ekstraktlarinin kimyasal
icerikleri (%)

Hexanoic acid, 2-methyl- + - +

2-Buten-1-ol, 3-methyl acetate +

3-Buten-1-ol, 3-methyl +

Linoleic acid ethyl ester - - +
GENEL TOPLAM (%) 78.32 94.65 70.75 74.2 77.06

ND: analizlerde tespit edilememistir.

4.2. Farkh EEP Ekstraklarimn Fungal Etmenlerin Misel Gelisiminin Engellenmesi

iizerine in vitro Antifungal Etkileri

Farkli bolgelerden elde edilen EEP’lerin ¢aligsmalarda kullanilan fasulyenin 6nemli
toprak kokenli fungal hastalik etmenlerinden olan Sclerotinia sclerotiorum, Sclerotium
rolfsii, Rhizoctonia solani ve Macrophomina phaseolina’nin misel gelisimini engelleme
(antifungal) potansiyelleri farkli konsantrasyonlarda EEP eklenmis PDA igeren petri
kaplarinda (Sekil 4.1, Sekil 4.3, Sekil 4.5, Sekil 4.7) belirlenmistir. Elde edilen sonuglar

asagida detayl1 olarak verilmistir.

4.2.1. Farkh EEP Ekstraklarmmin Sclerotinia sclerotiorum’un Misel Gelisiminin

Engellenmesi iizerine in vitro Antifungal Etkinliginin Belirlenmesi

In vitro antifungal etkinliklerinin belirlendigi testlemeleri sonucunda elde edilen
farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal etmen Sclerotinia sclerotiorum’nin misel
gelisimini engelleme diizeyleri agisindan degerlendirildiginde (Sekil 4.1); en etkili
EEP’in Ordu ilinden temin edilen propolis ekstraktlari tarafindan gosterildigi, bunu sirasi
ile Mugla, Edirne, Ardahan ve Hatay illerinden temin edilen propolis ekstraktlarinin
izledigi belirlenmistir. Fungal etmenin misel gelisimini engelleyen Minimum Engelleme
Konsantrasyonlarinin (Minimum Inhibition Concentration, MIC) Ordu, Mugla ve Edirne
illerinden elde edilen EEP i¢in 6000 ppm, Ardahan ve Hatay illerinden elde edilen EEP
icin 10000 ppm oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3). Yapilan istatistik
analiz sonucunda EEP konsantrasyonlar arasinda onemli farkliliklarin oldugu, tespit
edilmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni S. sclerotiorum misel
gelisimi lizerine olan antifungal etkinligi

Farkl illerden temin edilen EEP’lerin misel gelisimi (mm) iizerine

etkinligi
Doz (ppm) Ordu Ardahan Hatay Mugla Edirne
0,0 89.79 89.7i 89.7f 89.7¢ 89.7e
1000 61.3fA 88.0iB 88.3fB 85.7fgB 88.3eB
2000 40.0eA 86.3iC 85.0fC 81.7eB 85.0C
3000 25.3dA 71.3hC 83.3efD 60.0dB 59.3dB
4000 13.7cA 52.7gD 81.7efE 35.0cB 43.3cC
5000 7.7bA 44.0fC 74.7deD 17.0bB 18.7bB
6000 0.0aA 35.3eB 66.7dC 0.0aA 0.0aA
7000 0.0aA 26.0dB 51.3cC 0.0aA 0.0aA
8000 0.0aA 18.3cB 42.0cC 0.0aA 0.0aA
9000 0.0aA 8.3bB 18.7bC 0.0aA 0.0aA
10000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
11000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
12000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
13000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
14000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
ECso 1649.4 47425 6869.4 3315.4 3551.5

Siitun veya satir iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiiciik veya biiyiik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore 6nemli oldugunu gosterir (P<0.05).

Cizelge 4.3. Farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni S. sclerotiorum misel
gelisiminin % engellenmesi lizerine olan antifungal etkinligi

Farkl illerden temin edilen EEP’lerin misel gelisimini engellemesi
(%) lizerine etkinligi

Doz (ppm) Ordu Ardahan Hatay Mugla Edirne
0,0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1000 31.6 1.9 1.5 4.5 15
2000 55.4 3.7 5.2 8.9 5.2
3000 71.7 20.4 7.1 331 33.8
4000 84.8 41.3 8.9 61.0 51.7
5000 91.5 50.9 16.7 81.0 79.2
6000 100.0* 60.6 25.7 100.0* 100.0*
7000 100.0 71.0 42.8 100.0 100.0
8000 100.0 79.6 53.2 100.0 100.0
9000 100.0 90.7 79.2 100.0 100.0
10000 100.0 100.0* 100.0* 100.0 100.0
11000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
12000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
13000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
14000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

* 96100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan 6rnekler yeni PDA petrilerinde
gelisme gostermesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik fungisitatik olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1. Farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal etmen S. sclerotiorum’un misel
gelisimini engelleme potansiyelleri. (A) Ardahan EEP, (B) Ordu EEP 6rnekleridir.

Probit analiz sonucunda fungal misel gelisimini %50 oraninda engelleyen etkili
konsantrasyon (ECso) degerleri, Ordu 6rnegi i¢in 1649.4 ppm, Mugla 6rnegi i¢in 3315.4
ppm, Edirne o6rnegi i¢in 3551.5 ppm, Ardahan Ornegi icin 4742.5 ppm olarak
hesaplanirken, en yiiksek ECsg degeri Hatay Ornegi icin ise 6869.4 ppm olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.2).

Farkli bolgelerden hazirlanan farkl EEP konsantrasyonlarinin
fungusidal/fungistatik etkisinin arastirildigt ¢alismada fungus misellerinin hig
gelismedigi konsantrasyonlarin (MIC) bulundugu petrilerden alinan misel disklerin EEP
icermeyen PDA iizerine konduklarinda, fungal etmenin misel gelisimini engelleyen Ordu,
Mugla ve Edirne illerinden elde edilen EEP i¢in minimum engelleme konsantrasyonu
olan 6000 ppm dozunda fungal gelisimin yeniden basladig1 bu sebeple bu dozda goriilen
etkinligin fungistatik oldugu, benzer sekilde Ardahan ve Hatay illerinden elde edilen
EEP i¢in belirlenen minimum engelleme konsantrasyonu olan 10000 ppm dozunda fungal
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gelisimin yeniden basladigi bu sebeple bu dozda goriilen etkinligin fungistatik oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.2).

Sekil 4.2. Fungal etmen S. sclerotiorum’a karsi minimum engellemenin goriildiigii EEP
konsantrasyonunun (Edirne EPP 6000 ppm) fungistatik etkinligi. Engellemelerin
goriildiigii petrilerden (0k) alinan fungal misel diskleri (*) yeni konduklari petrilerde
yeniden gelisme gostermistir.

4.2.2. Farkh EEP Ekstraklarimin Sclerotium rolfsii’nin Misel Gelisiminin

Engellenmesi iizerine in vitro Antifungal Etkinliginin Belirlenmesi

In vitro antifungal etkinliklerinin belirlendigi testlemeleri sonucunda elde edilen
farkli EEP konsantrasyonlarmin fungal etmen Sclerotium rolfsii’nin misel gelisimini
engelleme diizeyleri agisindan degerlendirildiginde (Sekil 4.3); en etkili EEP’in fungal
etmen S. sclerotiorum’a kars1 etkinliginde oldugu gibi Ordu ilinden temin edilen propolis
ekstraktlar1 tarafindan gosterildigi, bunu sirasi ile Edirne, Mugla, Ardahan ve Hatay
illerinden temin edilen propolis ekstraktlarinin izledigi belirlenmistir. Fungal etmenin
misel gelisimini engelleyen Minimum Engelleme Konsantrasyonlarinin (Minimum
Inhibition Concentration, MIC) Ordu, Edirne ve Mugla illerinden elde edilen EEP i¢in
6000 ppm, Ardahan ilinden elde edilen EEP i¢in 8000 ppmve Hatay ilinden elde edilen
EEP i¢in 10000 ppm oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.4. Farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni S. rolfsii misel
gelisimi lizerine olan antifungal etkinligi

Farkl illerden temin edilen EEP’lerin misel gelisimi (mm) iizerine etkinligi

Doz (ppm) Ordu Ardahan Hatay Mugla Edirne
0,0 89.7g 89.7g 89.7h 89.7¢ 89.7¢
1000 46.7TA 88.3gC 89.0hC 78.3fB 79.3fB
2000 39.7eA 88.3gC 86.7hC 61.3eB 40.3eA
3000 30.3dA 68.3fC 80.7gD 39.0dB 32.3dA
4000 22.0cB 52.0eC 73.7fD 15.7cA 24.0cB
5000 12.0bC 42.3dD 62.3eE 7.3bA 8.3bB
6000 0.0aA 31.7cB 44.7dC 0.0aA 0.0aA
7000 0.0aA 19.70bB 25.3cC 0.0aA 0.0aA
8000 0.0aA 0.0aA 12.7bB 0.0aA 0.0aA
9000 0.0a 0.0a 7.7 0.0a 0.0a
10000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
11000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
12000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
13000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
14000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
ECso 1385.0 4497.3 5454.5 2361.3 2138.8

Siitun veya satir iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik veya biiyiik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore dnemli oldugunu gosterir (P<0.05).

Cizelge 4.5. Farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni S. rolfsii misel
gelisiminin % engellenmesi {izerine olan antifungal etkinligi

Farkl illerden temin edilen EEP’lerin misel gelisiminin engellenmesi (%)
iizerine etkinligi

Doz (ppm) Ordu Ardahan Hatay Mugla Edirne
0,0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1000 48.0 15 0.7 12.6 115
2000 55.8 15 33 31.6 55.0
3000 66.2 23.8 10.0 56.5 63.9
4000 75.5 42.0 17.8 82.5 73.2
5000 86.6 52.8 30.5 91.8 90.7
6000 100.0* 64.7 50.2 100.0* 100.0*
7000 100.0 78.1 717 100.0 100.0
8000 100.0 100.0* 85.9 100.0 100.0
9000 100.0 100.0 91.5 100.0 100.0
10000 100.0 100.0 100.0* 100.0 100.0
11000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
12000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
13000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
14000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

* 05100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan 6rnekler yeni PDA petrilerinde
gelisme gostermemesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik fungisidal olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.3. Farkli EEP konsantrasyonlariin fungal etmen S. rolfsii’nin misel gelisimini
engelleme potansiyelleri. (A) Ardahan EEP, (B) Edirne EEP 6rnegini gosterir.

Yapilan istatistik analiz sonucunda EEP konsantrasyonlar arasinda o&nemli
farkliliklarin oldugu, tespit edilmistir (Cizelge 4.4).

Probit analiz sonucunda fungal misel gelisimini %50 oraninda engelleyen etkili
konsantrasyon (ECso) degerleri, Ordu 6rnegi i¢in 1385.0 ppm, Edirne 6rnegi i¢in 2138.8
ppm, Mugla o6rnegi icin 2361.3 ppm, Ardahan Ornegi icin 4497.3 ppm olarak
hesaplanirken, en yiiksek ECsg degeri Hatay oOrnegi icin ise 5454.5 ppm olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.4).

Farkli bolgelerden hazirlanan farkli EEP konsantrasyonlarinin
fungusidal/fungistatik etkisinin arastirildigi ¢alismada fungus misellerinin hig
gelismedigi konsantrasyonlarin (MIC) bulundugu petrilerden alinan misel disklerin EEP
icermeyen PDA iizerine konduklarinda, fungal etmenin misel gelisimini engelleyen Ordu,
Mugla ve Edirne illerinden elde edilen EEP i¢in minimum engelleme konsantrasyonu
olan 6000 ppm dozunda fungal gelisimin goriilmedigi, bu sebeple bu dozlarda goriilen
etkinligin fungusidal oldugu, benzer sekilde Ardahan ve Hatay illerinden elde edilen EEP
i¢in belirlenen minimum engelleme konsantrasyonu olan 8000 ve 10000 ppm dozlarinda
da fungal gelisimin g6zlenmedigi, bu sebeple bu dozlarda goriilen etkinligin fungusidal
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Fungal etmen S. rolfsii’ye kars1 minimum engellemenin goriildiigii EEP
konsantrasyonunun (Ordu EPP 6000 ppm) fungusidal etkinligi. Engellemelerin
goriildigi petrilerden (ok) alinan fungal misel diskleri (*) yeni konduklar1 petrilerde
yeniden gelisme gostermemistir.

4.2.3. Farkh EEP Ekstraklarmin Rhizoctonia solani’nin Misel Gelisiminin

Engellenmesi iizerine in vitro Antifungal Etkinliginin Belirlenmesi

In vitro antifungal etkinliklerinin belirlendigi testlemeleri sonucunda elde edilen
farklt EEP konsantrasyonlarinin fungal etmen Rhizoctonia solani’nin misel gelisimini
engelleme diizeyleri agisindan degerlendirildiginde (Sekil 4.5); en etkili EEP’in benzer
sekilde diger fungal etmenlerde oldugu gibi Ordu ilinden temin edilen propolis
ekstraktlari tarafindan gosterildigi, bunu sirasi ile Edirne, Mugla, Ardahan ve Hatay
illerinden temin edilen propolis ekstraktlarinin izledigi belirlenmistir. Fungal etmenin
misel gelisimini engelleyen Minimum Engelleme Konsantrasyonlarmin (Minimum
Inhibition Concentration, MIC) Ordu, Edirne ve Mugla illerinden elde edilen EEP i¢in
8000 ppm, Ardahan ilinden elde edilen EEP igin 10000 ppm, Hatay ilinden elde edilen
EEP i¢in 12000 ppm oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7). Yapilan
istatistik analiz sonucunda EEP konsantrasyonlar arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu,

tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. Farkli EEP konsantrasyonlarmin fungal hastalik etmeni R. solani misel
gelisimi lizerine olan antifungal etkinligi

Farkl illerden temin edilen EEP’lerin misel gelisimi (mm) iizerine etkinligi

Doz (ppm) Ordu Ardahan Hatay Mugla Edirne
0,0 75.3h 75.3k 75.3k 75.39 75.3h
1000 48.0gA 51.3]A 60.3jB 64.7fB 62.7gB
2000 37.0fA 43.3iB 58.0jD 52.0eC 37.3fA
3000 30.3eB 36.3hC 50.3iD 48.7deD 25.7eA
4000 23.0dB 28.79gC 44.7hD 46.3dD 17.7dA
5000 17.3cB 22.7fC 42.3hE 28.7cD 12.3cA
6000 13.3cAB 19.3eC 37.3gD 12.0bA 9.7bcA
7000 7.3bA 15.7dB 32.0fC 7.3bA 6.3bA
8000 0.0aA 12.3cB 27.0eC 0.0aA 0.0aA
9000 0.0aA 7.3bB 17.3dC 0.0aA 0.0aA
10000 0.0aA 0.0aA 10.3cB 0.0aA 0.0aA
11000 0.0aA 0.0aA 6.0bB 0.0aA 0.0aA

12000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
13000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
14000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a
ECso 1864.1 2369.8 4303.4 3251.7 2137.1

Siitun veya satir iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiiciik veya biiyiik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore dnemli oldugunu gosterir (P<0.05).

Cizelge 4.7. Farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni R. solani misel
gelisiminin % engellenmesi iizerine olan antifungal etkinligi

Farkl illerden temin edilen EEP’lerin misel gelisimini engellemesi (%)
iizerine etkinligi

Doz (ppm) Ordu Ardahan Hatay Mugla Edirne
0,0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1000 36.3 31.9 19.9 14.2 16.8
2000 50.9 42.5 23.0 31.0 50.4
3000 59.7 51.8 33.2 354 65.9
4000 69.5 61.9 40.7 38.5 76.5
5000 77.0 69.9 43.8 61.9 83.6
6000 82.3 74.3 50.4 84.1 87.2
7000 90.3 79.2 57.5 90.3 91.6
8000 100.0* 83.6 64.2 100.0* 100.0*
9000 100.0 90.3 77.0 100.0 100.0
10000 100.0 100.0* 86.3 100.0 100.0
11000 100.0 100.0 92.0 100.0 100.0
12000 100.0 100.0 100.0* 100.0 100.0
13000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
14000 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

* 06100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan 6rnekler yeni PDA petrilerinde
gelisme gostermesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik fungisitatik olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Farkli EEP konsantrasyonlariin fungal etmen R. solani’nin misel gelisimini
engelleme potansiyelleri. (A) Ardahan EEP, (B) Ordu EEP 6rneklerini gosterir.

Probit analiz sonucunda fungal misel gelisimini %50 oraninda engelleyen etkili
konsantrasyon (ECso) degerlerinin sirasiyla, en diisiik olarak Ordu 6rnegi i¢in 1864.1
ppm, Edirne 6rnegi i¢in 2137.1 ppm, Ardahan 6rnegi i¢in 2369.8 ppm, Mugla 6rnegi i¢in
3251.7 ppm, olarak hesaplanirken, en yiiksek ECso degeri Hatay ornegi i¢in 4303.4 ppm
olarak belirlenmistir.

Farkli bolgelerden hazirlanan farkli EEP konsantrasyonlarinin
fungusidal/fungistatik etkisinin arastirildigi ¢alismada fungus misellerinin  hig
gelismedigi konsantrasyonlarin (MIC) bulundugu petrilerden alinan misel disklerin EEP
icermeyen PDA iizerine konduklarinda, fungal etmenin misel gelisimini engelleyen Ordu,
Mugla ve Edirne illerinden elde edilen EEP i¢in minimum engelleme konsantrasyonu
olan 8000 ppm dozunda fungal gelisimin yeniden basladigi bu sebeple bu dozda goriilen
etkinligin fungistatik oldugu, Ardahan ve Hatay illerinden elde edilen EEP igin
belirlenen minimum engelleme konsantrasyonu olan 10000 ve 12000 ppm dozlarinda
fungal gelisimin yeniden basladigi bu sebeple bu dozlarda goriilen etkinligin benzer
sekilde fungistatik oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Fungal etmen R. solani’ye karsi minimum engellemenin goriildiigii EEP
konsantrasyonunun (Hatay ve Ordu EPP 8000 ve 12000 ppm) fungistatik etkinligi.
Engellemelerin goriildiigii petrilerden (ok) alinan fungal misel diskleri (*) yeni
konduklar petrilerde yeniden gelisme gostermistir.

4.2.4. Farkh EEP Ekstraklarinin Macrophomina phaseolina’nin Misel Gelisiminin

Engellenmesi iizerine in vitro Antifungal Etkinliginin Belirlenmesi

In vitro antifungal etkinliklerinin belirlendigi testlemeleri sonucunda elde edilen
farkli EEP konsantrasyonlarmin fungal etmen Macrophomina phaseolina’nin misel
gelisimini engelleme diizeyleri agisindan degerlendirildiginde (Sekil 4.7); minimum
engellemeyi saglayan dozlarin diger fungal etmenlere nispeten daha yiliksek dozlarda
oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.8). Hastalik etmeninin misel gelisimini engellemede en
etkili EEP’in diger fungal etmenlerde oldugundan aksine Edirne ilinden temin edilen
propolis ekstraktlar1 tarafindan gosterildigi, bunu sirast ile Ardahan, Ordu, Mugla, ve
Hatay illerinden temin edilen propolis ekstraktlarinin izledigi belirlenmistir. Fungal
etmenin misel gelisimini engelleyen Minimum Engelleme Konsantrasyonlarmin
(Minimum Inhibition Concentration, MIC) Edirne ilinden elde edilen EEP igin 10000
ppm, Ardahan, Ordu, Mugla illerinden elde edilen EEP icin 12000 ppm dozlarinda
gozlenirken, en diisiik antifungal etkinligin Hatay ilinden elde edilen EEP i¢in 14000 ppm
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9). Yapilan istatistik analiz sonucunda EEP

konsantrasyonlar arasinda 6nemli farkliliklarin oldugu, tespit edilmistir (Cizelge 4.8).
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Cizelge 4.8. Farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni M. phaseolina misel
gelisimi lizerine olan antifungal etkinligi

Farkl illerden temin edilen EEP’lerin misel gelisimi (mm) iizerine etkinligi

Doz (ppm) Ordu Ardahan Hatay Mugla Edirne
0,0 84.3k 84.3k 84.3n 84.3l 84.3j
1000 64.0j 61.3j 84.0n 73.3k 47.7i
2000 57.3i 54.3i 79.3m 68.7j 39.0h
3000 50.0h 43.3h 75.3 60.0i 31.0g
4000 46.7gh 29.79 71.0k 55.3h 27.3f
5000 43.0g 26.3g 63.3j 44.3g 22.0e
6000 36.3f 21.0f 58.3i 35.3f 15.3d
7000 26.0e 19.7ef 51.3h 29.3e 11.3c
8000 18.3d 16.7de 46.79 22.0d 9.0bc
9000 13.7¢c 14.7cd 40.0f 16.7c 7.0b
10000 8.7b 11.3bc 33.7e 10.3b 0.0a
11000 6.7b 7.3b 25.7d 6.7b 0.0a
12000 0.0a 0.0a 19.0c 0.0a 0.0a
13000 0.0a 0.0a 9.7b 0.0a 0.0a
14000 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a

ECso 3484.5 2671.3 7552.7 4380.8 1666.8

Siitun veya satir iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik veya biiyiik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak Tukey HSD testine gore dnemli oldugunu gosterir (P<0.05).

Cizelge 4.9. Farkli EEP konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni M. phaseolina misel
gelisiminin % engellenmesi {izerine olan antifungal etkinligi

Farkl illerden temin edilen EEP’lerin misel gelisiminin engellenmesi (%)
iizerine etkinligi

Doz (ppm) Ordu Ardahan Hatay Mugla Edirne
0,0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1000 24.1 27.3 0.4 13.0 43.5
2000 32.0 35.6 5.9 18.6 53.8
3000 40.7 48.6 10.7 28.9 63.2
4000 44.7 64.8 15.8 34.4 67.6
5000 49.0 68.8 24.9 47.4 73.9
6000 56.9 75.1 30.8 58.1 81.8
7000 69.2 76.7 39.1 65.2 86.6
8000 78.3 80.2 44.7 73.9 89.3
9000 83.8 82.6 52.6 80.2 91.7
10000 89.7 86.6 60.1 87.7 100.0*
11000 92.1 91.3 69.6 92.1 100.0
12000 100.0* 100.0* 775 100.0* 100.0
13000 100.0 100.0 88.5 100.0 100.0
14000 100.0 100.0 100.0* 100.0 100.0

* 06100 engellemenin gozlendigi bu konsantrasyonlardaki petrilerden alinan 6rnekler yeni PDA petrilerinde
gelisme gostermesi nedeni ile bu degerlerdeki antifungal etkinlik fungisitatik olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Farkli EEP konsantrasyonlariin fungal etmen M. phaseolina’nin misel
gelisimini engelleme potansiyelleri. (A) Ardahan EEP, (B) Hatay EEP 6rneklerini
gosterir

Probit analiz sonucunda fungal misel gelisimini %50 oraninda engelleyen etkili
konsantrasyon (ECso) degerlerinin sirasiyla, en diisiik olarak Edirne 6rnegi i¢in 1666.8
ppm, Ardahan 6rnegi i¢in 2671.3 ppm, Ordu 6rnegi i¢in 3484.5 ppm, Mugla 6rnegi i¢in
4380.8 ppm, olarak hesaplanirken, en yiiksek ECso degeri Hatay 6rnegi i¢in 7552.7 ppm
olarak belirlenmistir.

Farkli bolgelerden hazirlanan farkl EEP konsantrasyonlarinin

fungusidal/fungistatik etkisinin arastirildigi c¢alismada fungus misellerinin hig
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gelismedigi konsantrasyonlarin (MIC) bulundugu petrilerden alinan misel disklerin EEP
icermeyen PDA iizerine konduklarinda, fungal etmenin misel gelisimini engelleyen
Edirne ilinden elde edilen EEP i¢in minimum engelleme konsantrasyonu olan 10000 ppm
dozunda, Ardahan, Ordu ve Mugla illerinden elde edilen EEP i¢in minimum engelleme
konsantrasyonu olan 12000 ppm dozunda, Hatay ilinden elde edilen EEP i¢in belirlenen
minimum engelleme konsantrasyonu olan 14000 ppm dozunda fungal gelisimin yeniden
basladigi1 bu sebeple bu dozlarda goriilen etkinligin fungistatik oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.8).

Sekil 4.8. Fungal etmen M. phaseolina’ya karst minimum engellemenin gériildiigii EEP
konsantrasyonunun (Mugla EPP 12000 ppm) fungistatik etkinligi. Engellemelerin
goriildiigii petrilerden (ok) alinan fungal misel diskleri (*) yeni konduklar petrilerde
yeniden gelisme gostermistir.
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Ulkemizin farkli ar1 yetistiriciligi yapilan bolgelerinden temin edilen farkli EEP
ekstraktlarinin antifungal etkinlikleri tiim fungal etmenlerin misel gelisimini engeleyen
MIC (Cizelge 4.10) ve ECso sonuglar1 (Cizelge 4.11) agisindan degerlendirildiginde
fungal etmen M. phaseolina etmeni disinda tiim etmenlere en etkili EEP ekstraktinin Ordu
ilinden temin edilen propolis’ten hazirlanan ekstraktlar tarafindan gosterildigi, bunu
sirasiyla Edirne, Mugla ve Ardahan illerinden temin edilen propolis drenklerinin takip
ettigini, en disiik etkinligin ise Hatay ilinden temin edilen propolis 6rnekleri tarafindan

gosterildigi belirlenmistir.

Cizelge 4.10. Calismalarda kullanilan EEP konsantrasyonlarinin fungal hastalik
etmenlerinin misel gelisimini engelleyen minimum engelleme konsantrasyonlari (MIC)

Farkh EEP konsantrasyonlari kullanilmak suretiyle tespit edilen
Minimum Engelleme Konsantrasyonlar: (ppm)

Elirl:]r;?]?ér Ordu Edirne Mugla Ardahan Hatay
S. sclerotiorum 6000 6000 6000 10000 10000
S. rolfsii 6000 6000 6000 8000 10000
R. solani 8000 8000 8000 10000 12000
M. phaseolina 12000 10000 12000 12000 14000

Cizelge 4.11. Calismalarda kullanilan EEP konsantrasyonlarinin Probit analizi sonucu
belirlenen fungal hastalik etmenlerinin misel gelisimini %50 engelleyen etkili
konsantrasyon degerleri (ECso)

Etkili konsantrasyon degerleri (ECso) (ppm)

Fungal

Etmenler Ordu Edirne Mugla Ardahan Hatay
S. sclerotiorum 1649.4 3551.5 3.315.4 4742.5 6869.4
S. rolfsii 1385.0 2138.8 2361.3 4497.3 5454.5
R. solani 1864.1 2137.1 3251.7 2369.8 4303.4
M. phaseolina 3484.5 1666.8 4380.8 2671.3 7552.7
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Onceden yapilmis pek ¢ok arastirmalarinda propolis ekstraktlarinin antimikrobiyal
etkinliklerinin daha ¢ok gram pozitif ve gram negatif insan/hayvan/gida patojenlerine
kars1 arastirildigi (Marcucci, 1995; Burdock, 1998; Kujumgiev ve ark. 1999; Zabaiou ve
ark., 2017), bitki patojenlerine karsi etkinliklerin ise olduk¢a kisithi sayida ¢ok az
calismalarda irdelenerek gozardi edilmistir. Yanar ve ark. (2016)’nin Tokat, Sivas ve
Corum illerinden temin ettikleri propolislerin %0.5, %1 ve %3 liik konsantrasyonlarinin
Macrophomina phaseolina, Cylindrocarpon destructans, Rhizoctonia solani ve Fusarium
oxysporum etmenlerine kars1 antifungal etkinliklerini arastiridiklar1 ¢alismalarinda artan
propolis konsantrasyonuna bagli olarak antifungal etkinligin arttigini, test edilen propolis
eksraktlarinin %1 ve %3 liik konsanstrasyonlarda test edilen fungal etmenlerin misel
gelisimlerini %90 ve {izerindeki bir degerle engelledigini, etmenler arasinda F.
oxysporum diger fungal etmenlere gore dayanikli oldugunu, Sivas ilinden temin edilen
propolis ekstraktlarinin diger propolis drenkelerinden daha diisiik etkinlik gosterdigini
bildirmiglerdir.

Benzer sekilde Yanar ve ark. (2005), propolis’in methanol ekstraktinin bir diger
onemli toprak kokenli pathogenlerden olan Phytophthora spp misel gelisimini 10, 7, 5,
and 3 pg/ml konsantrasyonlarda tamamen (%100) engelledigini bildirmistir. Ozcan
(1999) yapmis oldugu calismasinda suda ekstrakte edilmis propolis’in %4 liik
kosanstrasyonunun test edildikleri fungal etmenlerin misel gelisimlerini %50 oraninda
engelledigini bildirmistir. Ozcan ve ark. (2004) yapmus olduklari bir diger ¢alismada %2
ve %S5 lik propolis uygulamasinin Alternaria alternata ve Fusarium oxysporium f. sp.
melonis etmenlerinin misel gelisimini etkili bir sekilde engelledigini, test edilen
etmenlerden Fusarium oxysporium f. sp. melonis’in Alternaria alternata kiyasla daha
duyarli oldugunu belirlemistir. Curifuta ve ark. (2012) yapmis olduklar1 ¢alismada Sili
kokenli EEP’nin %0.5, 1.0, 2.5 and 5.0 konsantrasyonlarinin bitkilerde énemli fungal
hastalik etmenlerinden Alternaria alternata, Fusarium sp., Ulocladium sp., Botrytis
cinerea, Penicillium expansum and Trichoderma reesei kars1 yiiksek diizeyde antifungal
etkinlik gosterdigini, gosterilen etkinin kullanilan doza bagli olarak arttigini
bildirmislerdir.

Propolis ekstraktlariin farkli veya benzer hastalik etmeni mikroorganizmalara
(fungal veya bakteriyel) degisen oranlarda antifungal etkinlik gostermesinin ana sebebi

propolis igeriginin temin edildikleri yerlerdeki bitki florasina bagli olarak kimyasal
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iceriginin dnemli diizeyde farklilik gostermesinden kaynaklanmaktadir. Benzer sonuglar
daha 6nceden yapilmis bir ¢ok ¢alismalarda da bildirilmistir (Chee, 2002; Shehu ve ark.
2015). Nitekim yapilan bu ¢alismalarda gosterilen antimikrobiyal etkinligin kullanilan
propolis’in kimyasal igerigi ve kullanilan ekstraksiyon yontemine bagli oldugu yapilan
calismalarda bildirilmistir (Katircioglu ve Mercan, 2006; Curifuta ve ark., 2012; Temiz
ve ark., 2013; Shehu ve ark., 2015).

Quiroga ve ark. (2006)’nin yapmis oldugu bir c¢alismada Arjantin’in farkli
bolgelerinden temin edilen propolis ekstraktlarinin ve 2 6nemli ana bilesenlerinin
(pinocembrin ve galangin) antifungal etkinlikleri fitopatojen fungal tiirlere [Aspergillus
niger, Fusarium spp, , Macrophomina sp., Penicillium notatum, Phomopsis sp. ve
Thichoderma spp.] karst arastirdiklar1  ¢alismalarda, sentetik kimyasallardan
ketoconazole ve clortrimazole’in antifungal etkinliginin gerek propolis ekstrakti gerekse
2 ana bilesene kiyasla daha yiiksek olmasina ragmen, gerek propolis ekstrakti gerekse
ana bilesenlerin test edildikleri fungal etmenlere kars1 yiiksek diizeyde (%40 ila %97
arasinda degisen engelleme oranlarinda) antifungal etkinlik gosterdigini, ana bilesenlerin
propolis ekstraktina kiyasla daha yiiksek diizeylerde antimikrobiyal etkinlikte oldugunu,
bu sebeple bu dogal bilesenlerin fungal etmenlere karsi sentetik fungusitlere alternatif
dogal kaynaklar olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varmislardir.

Silva-Castro ve ark. (2018), orman agaglarinda sorun olan fungal etmenlerden
Fusarium circinatum, Diplodia pinea, Gremmeniella abietina, Cryphonectria parasitica,
Heterobasidion annosum, ve Phytophthora spp. karsi chitosan oligomer (COs), propolis
(Ps) ve glimiis nanopartikiilleri (AgNPs)’in tekli ve kombinasyonlarmin antifungal
etkinliklerini arastirdiklar1 calismalarinda propolis ekstraktinin hastalik etmenlerinden
Phytophthora alni ve Phytophthora plurivora’nin misel gelisimini tamamen
engelledigini bildirmiglerdir. Soylu ve ark. (2008)’in yapmis olduklar1 bir diger
caligmalarinda, EEP’nin 10, 50 ve 100 pg mL dozlarinda turunggil depo patojeni
Penicillium digitatum’nun konidilerinin ¢imlenmesini %70°lik etanol ekstraktinin %100
oraninda, %35’lik etanol ekstraktinin ise %93 oraninda engelledigini belirlemislerdir.

Abd-El-Kareem ve ark. (2017) EEP’nin 0, %5, %10% ve %15 dozlarini fasulyede
sorun beyaz ¢iiriikliik etmeni S. sclerotiorum’un misel ve sklerot ¢imlenmesi tizerine olan
antifungal etkinliklerini arastiridiklar1 ¢alismalarinda EEP’nin artan dozlarda antifungal

etkinliklerinin arttigini, en yiiksek sklerot ¢imlenmesinin engellendigi dozun %15°lik
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EEP oldugunu, %10’luk EEP dozunun sklerot c¢imlenmesinin %91 diizeyinde
engelledigini, %15 lik EEP dozunun ayni zamanda hastalik ¢ikisin1 %90 diizeyinde
engelledigini, elde edilen sonuglarin EEP’nin hastalikla entegre miicadelede kimyasallara
alternatif iyi bir yontem oldugunu bildirmislerdir. Benzer sekilde bir diger ¢alismada, La
Torre ve ark. (1990) cilekte EEP uygulamasinin in vitro ve in vivo Botrytis cinerea
tarafindan neden olunan gri kif hastaliginin ¢ikist ve gelisimi iizerine fungistatik
etkinliginin oldugunu bildirmislerdir. Arastiricilar 4000 ppm dozunda EEP uygulamasi

ile kontrol arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir farkin bulunmadigini belirlemislerdir.

4.3. Farkhh Propolis Ekstraklarimn Fungus Hifleri Uzerinde Sebep Oldugu
Morfolojik Degisikliklerin Isik Mikroskobu Altinda Belirlenmesi

In vitro antifungal etkinlik denemeleri sonucunda fungal misel gelisimini
engelleyen en diislik konsantrasyonlar (MIC) EEP igermeyen PDA iizerinde gelismis 2
giinliik fungus miselleri tlizerine konulduktan 2-4 giin sonra uygulamalarin funguslarin
miselleri lizerinde meydana gelen morfolojik degisiklikler 151k mikroskobu altinda
belirlenmistir. Test edilen tim MIC degerleri fungal etmenlerden S. sclerotiorum, R.
solani ve M. phaseolina etmenlerinin hifleri tizerinde herhangi bir morfolojik degisiklige
sebep olmadigi gibi, fungal hif gelisiminde durdurmada basarili olamamaistir. Test edilen
tim MIC degerleri uygulanmig fungal etmenlerden S. rolfsii’nin hifler 151k mikroskopu
altinda incelendiginde sitoplazmik igeriginde vakuollesme ve biiziisme seklinde
morofolojik bozulmalarin oldugu gézlenmistir (Sekil 4.9).

Propolis ekstraktlarin test edildikleri mikroorganizmalarin morfolojik yapilar
tizerine yapilmis oldukca kisitli sayida calisma bulunmaktadir. Yang ve ark. (2010)
tarafindan Cin’de yapilan bir ¢alismada propolis’in etil asetat ekstraktinin (EAEP)
turunggil depo c¢lirtikliigli etmenleri Penicillium digitatum ve Penicillium italicum’un
miselleri {izerine olan etkinliklerini arastirdiklar1 ¢alismada EAEP’in 150 mg/L dozunda
misel gelisimini tamamen engelledigini, bu dozlarda fungal etmenin hiflerinde 6lim
gostergesi olan (apoptotik) incelmelere, hiicre icerisinde vakoellesmelere ve koyu
nekrotik niikleuslarin olusmasina neden oldugunu gozlemlemislerdir. Li ve ark. (2009)
Myanmar’in farkli bolgelerinden elde edilmis methanol’de hazirlanmis propolis

ekstraktlarinin (MEP) insan kanser hiicrelerinin niikleuslarinda koyulagsmalara ve
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boliinmeler seklinde bozulmalara neden oldugunu bildirmiglerdir. Propolis’lerin toprak
kokenli hastalik etmenlerinin misellerinde neden oldugu morfolojik degisiklikler ilk kez

bu ¢aligma ile ortaya konulmustur.

Sekil 4.9. In vitro testlerinde farkli EEP uygulamasi yapilmis yerlerdeki fungal hastalik
etmen, M. phaseolina (A), R. solani (B), S. sclerotiorum (C) ve S. rolfsii (D ve E)
miselleri tizerinde neden oldugu morfolojik degisiklikler. EEP uygulamasi fungal

etmenler arasinda sadece S. rolfsii hiflerinde vakollesmeler seklinde olusan morfolojik

bozulmalara (0k) neden olmustur.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, iilkemizin 6nemli bal iiretim alanlarindaki kovanlardan toplanan
propolis orneklerinin etanol ekstraktalarinin (EEP) kimyasal bilesenleri ile domates’in
onemli toprak kokenli fungal hastalik etmenlerinden olan S. scleriorum, S. rolfsii, R.
solani ve M. phaseolina’nin misel gelisimi {izerine olan antifungal etkinlikleri in vitro
kosullarda arastirllmistir. Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda gerek iilkemizde
gerekse farkli iilkelerde denemelerde kullanilan S. scleriorum, R. solani ve M. phaseolina
etmenlerine kars1 propolis ekstraktlariin antifungal etkinligi iizerine ¢aligmalar oldukca
az olmakla birlikte, S. rolfsii 'ye kars1t EEP’lerin antifungal etkinlikleri ilk kez bu ¢aligma
ile arastirilmastir.

Farkli bolgelerden temin edilen propolislerden hazirlanan EEP ektsraktlarinin
kimyasal bilesenleri GC-MS sistemi ile belirlenmis olup, EEP ekstraktlarinin kimyasal
iceriginin bolgelere gore farklilik gosterdigi, genel anlamda tiim EEP tarcin asidi olarak
bilinen cinnamic acid tiirevlerinin yiiksek oranda (%11.3-88.3) bulundugu, bunu sirasiyla
aldehyde (%0.27-8.31), ketone (%0.12-7.8), yag asitleri (%1.58-6.58), alkol (%0.5-5.56),
ugucu yaglar (%0.1-4.66), terpenoitler (%0.6-4.64), ester (%0.47-2.44), phenol (%0.73)
bilesenleri takip ettigi belirlenmistir. Antifungal etkinlik agisindan degerlendirildiginde
etkinligi yliksek olarak gézlenen Ordu EEP igeriginin biiylik oranda %60.13 ile cinnamic
acid tiirevi bilesenlerden olustugu, etkinligi diger EEP’ler kiyasla diisiik antifungal
etkinlik gosteren Hatay ili EEP 6rneginde cinnamic acid tiirevlerinin %11.3 gibi oranla
oldukca diisiik seviyede oldugu gozlenmistir. Bu durum EEP’lerin sahip oldugu
antifungal etkinligin daha cok cinnanic acid tiirevlerinden kaynaklanabilecegini
diistindiirmektedir.

Calismamizda elde edilen sonuglara gore farkli bolgelerden elde edilen
propolislerin etanol ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki etkinlikleri fungal tiirlere
gore farklilik gostermistir. Test edilen EEP’lerin ECso degerlerine gore test edildikleri tim
hastalik etmeni tiirler g6z 6niinde bulunduruldugunda, iller arasinda en yiiksek antifungal
etkinlik Ordu ilinden temin edilen EEP ekstraktindan (Cizelge 4.1, 4.3, 4.5, ve 4.7), en
diisiik etkinlik ise Hatay ilinden temin edilen EEP ekstraktinda gozlenmistir.
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Fungal tiirler arasinda EEP uygulamalarina en duyarli hastalik etmeni tiiriin S.
rolfsii (Ordu EEP’in 1.385,0 ppm ECso degeri ile), en dayanikli hastalik etmeni tiiriin ise
M. phaseolina’nin (Hatay EEP’in 7.552,7 ppm ECso degeri ile) oldugu belirlenmistir

Minimum engellemenin gozlendigi konsantrasyonlardaki (MIC) fungal misel
disklerin EEP icermeyen yeni petrilere aktarildiginda sadece S. rolfsii igin belirlenen MIC
degerlerdeki konsantrasyonlarin fungusidal etkinlikte oldugu belirlenirken, diger tim
tirlerde MIC degerlerinin gozlendigi EEP konsantrasyonlarin fungistatik etkinlikte
oldugu tespit edilmistir.

Yapilan mikroskobik gézlemlerde, M. phaseolina, R. solani, ve S. sclerotiorum gibi
fungal etmenlerin hifler iizerine EEP eksraktlarinin MIC degerlerinin uygulandigi
petrilerdeki fungal hiflerde herhangi bir morfolojik bozulmalar olmazken, S. rolfsii’nin
hiflerinde EEP ekstraktinin MIC degerlerinde hiflerin hiicrelerinde vakuollesme seklinde
sitoplazmik degisikliklere neden oldugu gozlenmistir. EEP’lerin fungal hastalik etmenleri
tizerine olan antifungal etkinlik ¢alismalari genellikle in vitro kosullarda misel gelisimini
engellenmesi seklinde karekterize edilirken, yapmis oldugumuz calismada propolis’lerin
toprak kokenli fungal etmen miselleri iizerinde meydana getirdigi morfolojik
degisiklikler ilk kez bu calisma ile ortaya konulmustur.

Sonug olarak, EEP’lerin toprak kokenli hastalik etmenlere karsi in vitro kosullarda
antifungal etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Ozellikle Ordu ili gibi farkli bitki tiirlerinin
yogun oldugu bdlgelerden elde edilen propolis ekstraktlarinin antifungal etkinliklerin
yiiksek diizeyde goriilmesi, yapilarinda daha dnceden antimikrobiyal etkinligi bilinen
cinnamic acid ve diger bilesenlerce zenginligi, EEP ekraktinin domateslerde sorun olan
toprak kokenli fungal hastaliklara karsi pestisitlere alternatif, ¢evre dostu biyopreparat
olarak hastalik yonetiminde kullanilabilecek diistiniilmektedir.

Elde edilen 6n ¢alisma sonuglarimiz, gelecekte fungal etmenlere karsi gii¢lii in vitro
antifungal etkinlige sahip olan EEP’lerin teksel ve/veya karisim halinde preparatlar
yapilarak farkli toprak kokenli patojen funguslara karsi in vitro ve in vivo kosullarda

denenmesi ¢alismalarina katki saglayacaktir.
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