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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

BAZI BITKi EKSTRAKTLARININ Monilia fructigena (Pers.) Pers. BITKI
PATOJENINE KARSI IN VITRO VE IN VivO KOSULLARDA ANTiFUNGAL
ETKISININ BELIRLENMESI

BURAK CAN DUMAN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiTKi KORUMA ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI:DOC. DR. ABDURRAHMAN ONARAN)

Monilia fructigena bitki patojeni elmada hasat ve hasat sonrasi ekonomik olarak zarar
olusturan bir fungustur. Bu ¢alismada, Monilia fructigena’ya karsi in vitro ve in vivo
kosullar altinda 9 farkli bitki tiiriinden (Aesculus hippocastanum L., Nerium oleander L.,
Vitex agnus-castus L., Quercus aucheri L., Arbutus unedo L., Ricinus communis L.,
Citrus aurantium L., Salix babylonica L., Polygonum cognatum Meissn) elde edilen
methanol ve n-hexan ekstraktlarinin antifungal aktiviteleri arastirilmistir. Aktivite
calismalarinda ekstraktlarin etkinlikleri agar petri yontemi kullanilarak belirlenmistir.
Ekstraktlarin test patojenine kars1 0.5, 1, 2 ve 5 mg mL"! dozlar1 kullanilmistir. Patojenin
ekstraktlara kars1 sergilemis oldugu miselyum gelismeleri, miselyum gelisim
engellemeleri, Letal dozlar1 (LDso) belirlenmistir. /n vivo ¢alismalarda ise elma meyvesi
tizerindeki lezyon gelismeleri ol¢lilmustiir. M. fructigena patojenine kars1 ekstraktlarin
kullanilan dozlarinda degisen oranlarda etki gézlenmistir. Bitkilerin n-hexan ekstraktlari,
methanol ekstraktlarina gore daha etkili bulunmustur. Atkestanesi n-hexan (%83) ve
methanol (%79) ekstraktlarinda en yliksek miselyum gelisim engellemeleri gézlenmistir.
Bu sonugclara gore, dogal antifungal etkiye sahip maddeler, dogayla dost, kalint1 problemi
olmayan iceriklere sahip olmasindan dolay1 tercih edilen tiriinler arasinda yer almaktadir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

DETERMINATION OF ANTIFUNGAL ACTIVITY AGAINST PLANT
PATHOGEN Monilia fructigena (Pers.) Pers. IN VITRO AND IN VIVO
CONDITIONS OF SOME PLANT EXTACTS

BURAK CAN DUMAN

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF PLANT PROTECTION

(SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. ABDURRAHMAN ONARAN)

Monilia fructigena is a fungal plant pathogen harvested in apples and forming post-
harvest disease. In this study, antifungal activities of methanol and n-hexane extracts from
9 different plant species (desculus hippocastanum L., Nerium oleander L., Vitex agnus-
castus L., Quercus aucheri L., Arbutus unedo L., Ricinus communis L., Citrus aurantium
L., Salix babylonica L., Polygonum cognatum Meissn) under in vitro and in vivo
conditions have been investigated against M. fructigena. Activities of extracts were
determined using agar petri method in activity studies. Doses of 0.5, 1, 2 and 5 mg mL"!
were used against the test pathogen of extracts. Mycelium growth, mycelium
development inhibitions, lethal doses of the pathogen against extracts were determined.
In vivo studies, lesion growth on apple fruit was measured. Varying rates of effects have
been observed in the doses used of extracts against the M. fructigena pathogen. N-hexan
extracts of plants have been found to be more effective than methanol extracts. The
highest mycelium development inhibitions were observed in horse chestnut n-hexane
(83%) and methanol (79%) extracts. According to these results, substances with natural
antifungal effect are among the products of choice due to their nature-friendly, non-
residue problem content.
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1. GIRIS

Uzun yillardir, bitkilerden elde edilen ekstraktlarin antifungal etkiye sahip olduklari
bilinmektedir. Ozellikle son yillarda bitki hastaliklarina kars1 yeni alternatif miicadele
yontemleri arasinda bitki ekstraktlarinin yogun sekilde kullanilmaktadir. Giintimiizde
bitki hastaliklarina karsi kullanilan pestisitlerin yan etkileri sonucunda g¢evre, insan ve
dogal yasam olumsuz etkilenmektedir. Dolayisiyla bu olumsuz etkileri ortadan kaldiracak
veya azaltacak yeni alternatif miicadele yontem arayislar1 her gecen giin artmaktadir. Bu
nedenle bitki ekstraktlarindan elde edilecek etki maddelerinin tarimsal miicadelede yogun
olarak kullanilan pestisitlere karsi alternatif bir miicadele yontemi olarak kullanilmasinin

gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Pestisit kalintilar1 igermeyen bitkisel iiriinlere tiiketicilerin her gecen giin artan ilgileri,
gida giivenligini artirmaya yonelik yasal diizenlemeler ve yiiksek kaliteli iirtinlere
duyulan ihtiyag, dogal pestisitler gibi alternatif bitki koruma 6nlemlerinin gelistirilmesine
yonelik arastirmalar tesvik etmektedir. Bu durum 6zellikle taze meyve ve sebzelerde
hasat sonrasi hastalik etmenlerinin dnlenmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Gatto ve ark.,

2013).

Hasat sonras1 donemde hastalik olusturan en 6nemli etmenlerin basinda Botrytis cinerea,
Monilinia spp., Penicillium spp. ve Aspergillus spp. gibi fungal patojenler gelmektedir.
Bu patojenlerin hasat sonrasi kontrolii ise farkli sentetik kimyasal fungusitler tarafindan
basaril bir sekilde gergeklestirilebilmektedir (Forster ve ark., 2007; Gotto ve ark., 2013).
Ancak son donemlerde cesitli sebeplerle (insan ve ¢evre sagligi vb.) bu patojenler karsi
ruhsath aktif bilesenlerin sayisinin giderek azalmasi ve hasat sonrasi sorun olusturan bazi
patojenlerinin bu fungisitlere karsi direng gelistirmesi vb sebepler alternatif veya
tamamlayici kontrol araglarinin gelistirmesine yonelik ¢abalarini arttirmistir (Forster ve

ark., 2007; Mari ve ark., 2010; Gatto ve ark., 2013).

Antimikrobiyal aktivite gosteren bazi bitkilerden elde edilen dogal bilesik ekstraktlarinin
kullanim1 tarim alanlarinda sorun olusturan ve hasat sonrasi goriilen fungal hastalik
etmenlerinin kontroliinde yeni bir strateji olarak goriilmektedir. Bitkisel kokenli

ekstraktlarin kullanimi yoluyla daha diisiik bir ¢cevresel riskle kabul edilebilir seviyelerde



hastalik kontrolii saglamak, hasat sonrasi ortaya ¢ikan hastaliklar1 azaltmak, sentetik
fungisitlerden kaynaklanan riskleri diisiirmek, sentetik fungisitlerin kullantmin azaltmak
veya bunlar1 desteklemek vb. i¢in umut verici yeni bir strateji olarak kabul edilmektedir

(Gatto ve ark., 2013).

Dogal ortamlarinda bitkilerin kendilerini patojenlerden, zararlilardan ve rakip bitkilerden
korumak icin sitotoksik veya daha genel olarak biyosidal aktivite gosteren bazi
molekiillere (sekonder bilesiklere) sahip olduklar1 ve bu molekiilleri bulunduklari ortama

saldiklar1 bilinmektedir (VanEtten ve ark., 1994; Ozer ve ark., 2001).

Son yillarda 6zellikle antimikrobiyal aktiviteye sahip fenolik maddeler iceren bitkiler
iizerinde durulmaktadir. Bu baglamda baz bitki tiirlerinde bulunan etken maddelerin
dogal pestisitler olarak uygulanmalar1 konusunda mevcut bilgilerini genigletmesi
hedeflenmektedir (Gatto ve ark., 2011; Gatto ve ark., 2013). Zira bu bitkiler, tibbi ve
kozmetik amacgla kullanimlar1 disinda zengin antioksidan, antienflamatuar, diiiretik,
antibakteriyel ve antiviral aktif madde kaynagi olarak bilinmektedir (Yukawa ve ark.,

1996; Gatto ve ark., 2013).

Taksonomide Ascomycetes’de yer alan bir fungus tiiriidiir. Monilia fructigena genellikle
“Elma Kahverengi Ciiriikliigi” olarak adlandirilan Avrupa’da elma ve armutta yaygin
goriilen bir Monilia tiriidiir (Jones ve Aldwinckle 1990). Monilia fructigena, Monilia
laxa ve Monilia fructicola’ya benzer ve bu li¢ tiirli birbirinden ayirt edebilmek zordur
(Byrde ve Willets 1977). Yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda mumyalagsma
hastaliginin etmeni Monilia fructigena’dir (Buza ve ark.,2004). Fungus geng siirgiinlerde
ve ¢icekte yaniklik ile olgun meyvelerde ¢iiriimeye neden olmaktadir (Bassi, 1999; Cline,
2005). Monilia fructigena’nin neden oldugu kahverengi ciiriikliik hastaligina yumusak
cekirdekli meyvelerden armut ve elma hassasken, sert ¢ekirdekli meyvelerden erikte
kahverengi c¢iiriikliik hastaligina karsi duyarlidir (Byrde ve Willets 1977). Monilia
fructigena’nin 40’dan fazla konukg¢uda bulundugu bildirilmistir. Bunlar arasinda elma,

armut, ayva, kayisi, seftali, erik ve kiraz yer almaktadir (Sagasta, 1977).

Monilia fructegena’nin (sekil 1.1) hayat dongiisiine baktigimizda apotesyumlari
ilkbaharda, toprakta kalan mumyalasmis meyveler iizerinde olusur. Fungus kis1 dallar

iizerinde kalmis ya da yere dokiilmiis hastalikli meyveler tlizerinde konidiospor halinde



gegirmekte olup konidiosporlar primer enfeksiyonlara neden olmaktadir (Aydemir,

2008).
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Sekil 1.1. Monilia fructigena (Pers.) Pers.’in hayat dongiisii (Anonim, 2019)

Arastirmada etkinligi belirlenen bitkiler, Aesculus hippocastanum (L.), Nerium oleander
(L.), Vitex agnus-castus (L.), Quercus aucheri (L.), Arbutus unedo (L.), Ricinus
communis (L.), Citrus aurantium (L.), Salix babylonica (L.) ve Polygonum cognatum
Meissn tiirlerine ait bitki kisimlarindan olugmaktadir. Bu bitki tiirleri hakkinda bilgi

verecek olursak;

Bilimsel ismi ‘“zakkum” olarak anilan Nerium oleander, Gentianales takiminin
Apocynaceae familyasinda yer almaktadir. Cok yillik ¢alimsi yapida bir bitki tiirtidiir.
Derelerin kenarlarinda ve mevsimsel kuruyan su yataklarinda goriilen ve ortalama olarak
0-800 m rakimlar1 arasinda yasayabilen bitkiye, {lkemizde farkli illerde
rastlanabilmektedir (Anonim, 2019a).

Bilimsel ismi “hayit” olarak adlandirilan Vitex agnus-castus, Lamiales takiminin

Verbenaceae familyasinda yer almaktadir. Cok yillik ¢ali formunda bir bitki tiiriidiir. En



cok kumlu yerlerde olmak iizere allivyonlu topraklar ve kayalik bdlgelerde
goriilmektedir. Ortalama 0-750 m rakimlar1 arasinda yasayabilen bitkiye iilkemizde

Akdeniz bolgesinde rastlanabilmektedir (Anonim, 2019b).

Bilimsel ismi “pelit” olarak adlandirilan Quercus aucheri, Fagales takiminin Fagaceae
familyasinda yer almaktadir. Cok yillik ¢ali veya aga¢ formunda bir bitki tiirtidiir. Makide
kire¢ tagi yamaglarda goriilmektedir. Ortalama 0-450 m rakimlar1 arasinda yasayabilen
bu bitki tiirline iilkemizde Ege ve Akdeniz bolgelerinde rastlanabilmektedir (Anonim,

2019c¢).

Bilimsel ismi “koca yemis” olarak adlandirilan Arbutus unedo, Ericales takiminin
Ericaceae familyasinda yer almaktadir. Cok yillik ¢cali formunda bir bitki tiiriidiir. Makide
goriilmekte olup ortalama 0-300 m arasinda yasayabilmektedir. Ulkemizde bu bitki
tiiriine Karadeniz, Marmara, Ege ve Akdeniz bdlgelerinde rastlanabilmektedir (Anonim,

20194).

Bilimsel ismi “hint baklasi” olarak adlandirilan Ricinus communis, Euphorbiales
takimimin Euphorbiaceae familyasinda yer almaktadir. Tek yillik veya ¢ok yillik bir bitki
tirtidiir. Yol kenarlar1 ve bos alanlarda goriilmekte olup 0-35 m rakimlar arasinda
yasayabilmektedir. ~ Ulkemizde =~ Marmara, FEge ve Akdeniz bdlgelerinde
rastlanabilmektedir (Anonim, 2019e).

Bilimsel ismi “salkim s6giit” olarak adlandirilan Salix babylonica, Salicales takiminin
Salicaceae familyasinda yer almaktadir. Cok yillik aga¢ formunda bir bitki tiirtidiir. Dere
kiyilarinda goriilmekte olup 0-1300 m rakimlar arasinda yasayabilmektedir. Bu bitki
tiiriine iilkemizde farkli illerde rastlanabilmektedir (Anonim, 2019f).

Bilimsel ismi “madimak” olarak adlandirilan Polygonum cognatum, Polygonales
takiminin Polygonaceae familyasinda yer almaktadir. Cok yillik ot formunda bir bitki
tiriidiir. Yol kenarlar1 ve yamag arazilerde goriilmekte olup 720-3000 m rakimlari
arasinda yasayabilmektedir. Bu bitki tiiriine {ilkemizin farkli illerinde rastlanabilmektedir

(Anonim, 2019g).



Bilimsel ismi “atkestanesi” olarak adlandirilan Aesculus hippocastanum, Sapindales
takiminin Sapindaceae familyasinda yer almaktadir. Cok yillik aga¢ formunda bir bitki

tiirli olup iilkemizin farkl illerinde rastlanabilmektedir (Anonim, 2019g).

Bilimsel ismi “turung” olarak anilan Citrus aurantium, Sapindales takiminin Rutaceae
familyasinda yer almaktadir. Cok yillik aga¢ formunda bir bitki tiirii olup lilkemizde

Karadeniz ve Akdeniz bdlgelerinde rastlanabilmektedir (Anonim, 2019h).

Bitkilerde bulunan kimyasal bilesikler ve ugucu yaglarin antifungal (Onaran ve Yilar,
2012), herbisidal (Chon ve Kim, 2004; Yilar ve ark., 2013), bakteriyel (Ilgim ve ark.,
1998; Serpi ve ark., 2012), insektisidal (Karakog¢ ve Gokge, 2012; Erdogan ve Yildirim,
2013) etkileri lizerine ¢aligmalar olmakta olup bu ¢alismalar ile bitkilerde zarara yol agan

etmenlere karsi, farkli maddelerin elde edilmesine olanak saglamistir.

Tarim triinlerindeki hastalik ve zararlilariin savasiminda kullanilan sentetik pestisitler
etkinliligi yliksek kimyasal maddelerdir. Bununla birlikte sentetik pestisitlerin uzun
yillardir bilingsiz kullanimi patojen ve zararlilarin pestisitlere dayaniklilik kazanmasi
gida, su, hava ve toprakta toksik bilesiklerin birikmesine, ekosistemin bozulmasina neden
olmustur. Pestisitlerin bu olumsuz etkileri nedeni ile alternatif savasim yontemleri bulma

arayislart hiz kazanmistir (Shahi ve ark., 2003).

Bu calisma ile lilkemizde yumusak ve sert ¢ekirdekli meyve agaclarinda mumyalagsma
hastaligina neden olan Monilia fructigena’nin miicadelesinde, bitki ekstraktlarindan elde
edilen maddelerin kullanilma imkani1 arastirilmis olup kullanilan kimyasal ilaglara
yonelik yeni bir alternatif miicadele yonteminin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu amagla
Antalya, Diizce, Trabzon ve Tokat illerinde yetisen toplam 9 adet bitki tiiriiniin yaprak,
cicek ve govdelerinin 16 farkli kisminin methanol ve n-hexan organik ¢oziiciileri

kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin, antifungal potansiyelleri degerlendirilmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

Yapilan literatiir aragtirmalari sonucunda caligmamiza konu olan bitki tiirlerine ait
ekstraktlarin bitki patojeni Monilia fructigena’ya karsi etkinliklerine yonelik herhangi bir
calismaya rastlanmamustir. Monilia fructigena (Pers.) Pers.’ya karst farkli bitki
ekstraktlarin antifungal etkinliklerine ait ¢calismalar mevcuttur. Bunlarda, 2.1 ve 2.2

konu bagliklar altinda incelenmistir.

2.1. Monilia fructigena ile ilgili yapilmus aktivite ¢caliymalar:

Farkli bitkilerden elde edilen ekstraktlarin Monilia fructigena’ya karsi antifungal
etkilerinin ortaya konmasi amaciyla yiiriitiilen ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ancak
calismaya konu olan bitkilerin M. fructigena iizerine antifungal etkilerine iliskin olarak

yapilmis sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Sin ve ark., (2017) tarafindan yiiriitiilen bir calismada; Orabanche ramosa, Viscum album
ve Cuscuta campestris'den elde edilen methanol ekstraktlar1 farkli dozlarda Alternaria
solani, Monilinia fructigena, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL)'ye
kars1 antifungal aktiviteleri yoniiyle test edilmistir. Bitki ekstraktlarinin yiizde miselyum
gelisim engelleme (MGE) oranlar ve letal dozlar1 (LDso90)’na iliskin sonuglar dikkate
alindiginda belirgin bir sekilde antifungal aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Kullanilan
bitki ekstraktlarinin kontrolle kiyaslandiginda genel olarak M. fructigena’nin misel
gelisimini engelledigi ve doz artisina bagli olarak antifungal aktivitenin de arttig
saptanmistir. Kullanilan bitki ekstraktlarin misel gelisimini engelleme orani %10-78
arasinda degismistir. V. album’un en yiikksek uygulama dozunda M. fructigena'nin misel
gelisimi %78 oraninda engellenmistir. Kullanilan bitki ekstraktlarinin M. fructigena igin
LDso degerleri 7.54-9.29 mg ml! LDy degerleri ise 43.51-101.97 mg ml™! arasinda
hesaplanmistir. Calisma sonucunda bitkilerin biinyelerinde antifungal maddeler
icerdikleri ve bu nedenle antifungal aktiviteleri nedeniyle ucuz ve ¢evre dostu alternatifler

olduklar1 kanaatine varilmaistir.



Unlii ve ark., (2009) yapmis olduklari ¢alismaya gore bitki ekstraktlar1 yaninda bitkisel
kokenli ugucu yaglarin da ¢ogu mikroorganizmaya karsi genis bir spektrumda giiclii bir

antimikrobiyal (antibakteriyel ve antifungal) aktivite gosterdigi saptanmistir.

Yilar ve Bayar, (2018) yapmis olduklar1 caligmada bazi1 bitkisel kdkenli ugucu yaglarin
Monilinia fructigena’nin gelisimini de inhibe ettigini bildirmislerdir. Nitekim Thymbra
spicata L. ile Rosmarinus officinalis L. bitkilerine ait ugucu yaglarin M. fructigena’ya
kars1 antifungal potansiyelinin belirlenmesi amaciyla petri kaplarinda bir calisma
yiiriitilmiistiir. Bu amagla denemede kullanilan ugucu yaglar 0 (kontrol), 0.5, 0.8, 1, 1.5,
2, 4, 8, 16 ul/petri dozda petri kapaklarina yapistirilan filtre kagitina mikropipetle
damlatilmig ve patojenler iizerindeki etkileri gozlenmistir. Denemede kulanilan bitkilere
ait ugucu yaglarin patojen iizerine 6nemli derece engelleyici etkili olduklart saptanmastir.
R. officinalis ugucu yag1 M. fructigena’nin miselyum gelisimini 16 pl dozda %100
oraninda engellemistir. 7. spicata ugucu yaginin miselyum gelisimine etkisi daha yiiksek
cikmistir. Nitekim 2pl/petri kab1 dozda misel gelisimini %100 oraninda inhibe etmistir.
M. fructigena’ya kars1 T. spicata ile R. officinalis ugucu yaglarinin LCso ve LCoo degerleri
ise sirastyla, 0.80-1.63 ve 5.36-12.17 olarak belirlenmistir. Calismanin sonuglari
degerlendirildiginde her iki ugucu yagin da M. fructigena kontroliinde kullanilan sentetik

fungusitlere birer alternatif olabilecegini ortaya koymustur.

Benzer sekilde Mancini ve ark., (2014) tarafindan yiiriitiilen bir calismada ise Origanum
vulgare ssp. hirtum ugucu yaglarinin, hem M. fructigena hem de diger iki 6nemli depo
hastalig1 etmeni olan M. laxa ve M. fructicola tiirlerinin misel gelisimini tamamen inhibe

ettigi ortaya konulmustur.

Gongalves ve ark., (2010) sadece ekstrakt ve ugucu yaglar1 degil bitkisel kokenli mumlar
da antifungal ativiteleri nedeniyle test etmislerdir. Calismada Copernicia cerifera’dan
elde edilen karnauba mumu in vitro olarak Monilinia fructicola ve Rhizopus stolonifer
patojenlerinin gelisimine ve bu patojenlerin nektarin ile erikte olusturduklar1 enfeksiyona
etkileri arastirilmistir. Karnauba balmumunun misel biiyiimesi ve spor ¢imlenmesi
iizerine etkileri patates dekstroz agara ilave edilen %1, %2, %3 ve %4,5
konsantrasyonlarin da denenmistir. Ayrica karnauba balmumu kapl nektarinlerde her iki

fungusa ait sporlarin ¢imlenmesi taramali elektron mikroskobu ile degerlendirilmistir.



Karnauba mumunun seftali ve nektarinlerde hasat sonrasi koruyucu etkileri de
incelenmistir. Bu amagla yapilan testlerde meyveler yaralanmis, karnauba mumu ile
kaplanmig ve daha sonra inokulasyon yapilmistir. Balmumu konsantrasyonlarinin
higbirinde M. fructicola misel biiylimesi gorilmemistir. Benzer sekilde R. stolonifer
misel gelisimi de karnauba mumunun %]1’lik konsantrasyonu disinda ki biitiin
konsantrasyonlariyla tamamen inhibe edilmistir. Karnauba balmumunun in vitro
kosullarinda kullanilan biitiin konsatrasyonlarinda M. fructicola ve R. stolonifer’de spor
cimlenmesi olmamistir. Yilzde 9 karnauba balmumu ile kaplanmis nektarinlerin
yiizeyinde de M. fructicola spor ¢imlenmesi %50 ve R. stoloniferspor ¢cimlenmesi ise %90
oraninda inhibe edilmistir. Karnauba balmumunun koruyucu uygulamalarina iliskin
sonuglar incelendiginde; %4.5 ve %9 mum kullanimi ile nektarin ve erikteki her iki
hastaligin insidansinin da 6nemli dl¢iide azaltildigr goriilmiistiir. Ancak her iki hastalik
etmeninin enfeksiyon sonrasi kontrolii amaciyla uygulanan balmumunun yetersiz kaldig:

saptanmuistir.

Gatto ve ark., (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise bitki ekstraklarinin meyve ve
sebzelerde hasat sonrasi funguslarin yonetiminde sentetik fungisitlere yararl bir alternatif
olabilecegi ortaya konulmustur. Bu calismada, dokuz yabani yenilebilir otsu bitki
tiriinden (Borago officinalis, Orobanche crenata, Plantago koronopus, P. lanceolata,
Sanguisorba officinalis, Silene vulgaris, Sonchus asper, Sonchus oleraceus ve
Taraxacum officinale) elde edilen ekstraktlar in vitro ve in vivo kosullarinda baz1 6nemli
hasat sonrasi patojenlere karst fungusidal aktiviteleri yoniiyle degerlendirmistir.
Calismada Botrytis cinerea, Penicillium digitatum, P. expansum, P. italicum, Aspergillus
carbonarius ve A. Niger yaninda bir baska Monilya tiirii olan Monilinia laxa’ya da yer
verilmistir. Tiim ekstraktlarin fenolik bilesimi HPLC ile degerlendirilmistir. S. minor ve
O. crenata ekstraklar1 tiim denemelerde en yiiksek etkinligi gostermistir. Ozelllikle in
vitro kosullarda S. minor’un M. laxa, P. digitatum, P. italicum ve A. niger'm konidial
cimlenmesini tamamen inhibe ettigi ve B. Cinerea’yr Onemli diizeyde azalttig
saptanmistir. Benzer sekilde O. Crenata ekstraktinin da, test edilen tim funguslarin
konidial ¢imlenmenin daha diisiik seviyede fakat yine de Oonemli Olgiide azaldigi
saptanmistir. Ayrica, her iki tiirden elde edilen ekstraktlarin ayn1 zamanda konidilerin,
germ tlipliniin uzamasini da azaltiltifi saptanmistir. Calismada genel olarak fenolik

konsantrasyonu (doz) arttikca antifungal aktivitede de bir artis gdzlenmistir. Yaral



meyvelerde yapilan denemelerde, S. minor ekstraktinin kayisi ve nektarinlerde M. laxa 'y1
tamamen engellemistir. O. crenata ekstraktlarn ise sirasiyla sofralik ilizlim, kayis1 ve
nektarin ve portakaldaki gri kiif, kahverengi ¢iirlik ve yesil kiifii azaltmistir. Calismada
ekstraktlarin antifungal etkileri ekstraktlarda bulunan bazi kafeik asit tiirevlerinin ve/veya

flavonoidlerin varligina baglanmistir.

Ganchev, (2007) tarafindan Bulgaristan’da yapilan bir ¢caligsmada in vitro testlerinde bazi
bitki kokenli aktif maddeler Monilia fructigenamin konidilerine uygulanmistir.
Uygulandig belirtilen bu maddelere makalede yer verilmemistir. Ancak yayinda verilen
sonuglara gore, bitkisel kokenli maddelerin bu patojenin kontroliinde onemli bir
potansiyele sahip oldugu, gelecekte bunlarin arazi ¢aligmalarinda degerlendirilecekleri,
nihayetinde cevre dostu pestisitlerin elde edilmesi ve bunlarin organik tarimdaki
muhtemel uygulamalan icin formiilasyon caligsmalarina gegilmesi gerektiine vurgu

yapilmistir.

Daha 6nce yapilan biitiin bu ¢aligmalar bize bitkilerin, antimikrobiyal, allelopatik, biyo-
diizenleyici ve antioksidan 6zellikler dahil olmak iizere bir dizi 6zellige sahip ¢ok ¢esitli
ikincil metabolitler ve ugucu yaglar icerdiklerini gdstermektedir (Ozer ve ark., 2001;
Solomon ve ark., 2005; Koci¢-Tanackov ve Dimi¢, 2013; Obi ve ark, 2018). Ayrica bu
biyoaktif maddelerin bazilarinin in vitro ve in vivo olarak test edildiklerinde diger bazi
fungal etmenler yaninda Monilinia spp.’ye kars1 da 6nemli seviyede etki gosterdikleri ve
ozellikle organik tarim uygulamalar1 yoniiyle 6nemli bir potansiye sahip olduklari

goriilmektedir.

Biitiin bu calismalara iliskin sonuglar bir biitiin olarak ele alindiginda bitkisel kokenli
ekstraktlar, ucucu yaglar ve bitkisel kokenli mumlar vb maddelerin icerdikleri pek ¢ok
etken madde nedeniyle Monilia fructigena’nin gerek arazi ve gerekse depo kosullarinda
kontroliinde iimit verici sonuglarin elde edildigi goriilmektedir (Solomon ve ark., 2005;
Ganchev, 2007; Gongalves ve ark., 2010; Gatto ve ark., 2011; Koci¢-Tanackov ve Dimi¢,
2013; Gatto ve ark., 2013; Obi ve ark., 2018).



2.2. Calismada kullanilan bitki tiirleri ile ilgili cahismalar
2.2.1. Aesculus hippocastanum L. (Atkestanesi)

Sapindales takimmin Sapindaceae familyasinda yer alan atkestanesi (Aesculus
hippocastanum)’nin  antimikrobial  (antifungal,  antibakteriyel)  6zelliklerinin
saptanmasina iliskin ¢alismalarin sinirli oldugu ve bu konuda genel olarak ¢alisilmadig
belirtilmektedir (Ertiirk, 2017). Bununla birlikte atkestanesinin saponinler, flavonoidler
basta olmak iizere baz1 biyolojik olarak aktif olan bilesenler igerdigi bilinmektedir
(Wilkinson ve Brown, 1999). Bu nedenle antifungal etki yoniiyle bir potansiyele sahip

oldugu diistiniilmiistiir.

Yapilan az sayidaki ¢aligmalardan ikisinde atkestanesinin su ve etanol ekstraktlari, agizda
ve dis sagliglr yoniiyle 6nemli olan; Streptococcus mutans, S. salivarius, S. mitis, S.
sanguis ve Lactobacillus acidophilus gibi bakterilere ve Candida albicans ile Penicillium
morneffi gibi tiirlere kars1 antibakteriyel ve antifungal etkinligi yoniiyle test edilmistir.
Calisma sonuglarina gore bitkinin etanol konsantrasyonlari S. mutans, S. sanguis
bakterileri ile C. albicans ve P. morneffi fungal patojenlerine karsi dnemli seviyede

antibakteriyel ve/veya antifungal etki gostermistir (Roy ve ark., 2011a ve 2011b).

Ertiirk, (2017) tarafindan yapilan bir ¢aligmada ise; Ordu ilinden toplanan atkestanesi (4.
hippocastanum) yaprak, tohum, tohum kabugu ve meyve kapsiili ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitesi calisilmistir. Bu ekstraktlarin hazirlanmasinda etanol ¢oziici
olarak kullanilmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi 7 bakteri ve 1 mayaya kars1
disk diflizyon metodu kullanilarak degerlendirilmistir. Antimikrobiyal test sonuglari,
atkestanesinden elde edilen ekstraktlarin hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif
bakterilere ¢ok zayif bir sekilde antibakteriyel aktivite gdsterdigini ortaya koymustur.
Proteus vulgaris ve Listeria monocytogenes atkestanesi oOrneklerine en duyarh
mikroorganizmalar olarak bulunmustur. Sonuglar 4. hippocastanum'un baz1 Gram negatif
ve Grampozitif bakterilere kars1 zayif bir antibakteriyel etki gosterdigini fakat 4. niger’e

antifungal etkisinin olmadigini ortaya koymaktadir.
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2.2.2. Nerium oleander (L.) (Zakkum)

Gentianales takiminin Apocynaceae familyasinda yer alan zakkum (Nerium oleander)
bitkisinin tiim parcalar1 cok toksik glikozitler (oleandrin, digitoksigenin, neriin, folinerin
ve rosagenin) igerirler (Langford ve Boor, 1996; Anadon ve ark., 2018). Son derece toksik
olan bitki yilin her doneminde hayvan ve insanlar igin zehirlidir. Bitkinin atlarda,
eseklerde ve buzagilardaki o6liimciil dozu 30-50 mg/kg’dir (Oryan ve ark., 1996). Bu
nedenle bitkinin antimikrobial (antibakterial ve antifungal) etkisine iligkin literatiirde bazi
caligmalar bulunmaktadir. Ancak antimikrobial etki yoniiyle yapilan bu g¢aligsmalarin

sonuglar1 arasinda biiyiik farkliliklar bulunmaktadir.

El Sawi ve ark., (2010) tarafindan yapilan bir calismada Nerium oleander ekstraktlarinin
antimikrobiyal Ozellikleri; tic Gram negatif bakteri (Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa ve Salmonella enteritidis), ii¢ Gram pozitif bakteri (Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes ve Staphycocos aureus) ile alti fungus tiiriine (Aspergillus flavus, A.
fumigatus, A. niger, Fusarium moniliforme, Penicillium expansum ve Rhizopus oryzae)
kars1 test edilmistir. Zakkumun ham ekstraktlar1t maksimum antimikrobiyal aktiviteyi en
hassas izolatlar olan R. subtilis ve A. flavus’a karsi sirastyla 15 ve 20 mm inhibisyon zonu

ile gdstermistir. En diisiik inhibitor etki ise 4. flavus’da goriilmiistiir.

Boyraz ve Kogak, (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada Alternaria mali Roberts,
Fusarium oxysporum Synder ve Hansen, Botrytis cinerea Pers. Sclerotinia sclerotiorum
(Lib.) de Bary ve Colletotrichum circinans (Berk.) Vogl.’a kars1 bitkisel ekstraktlarin
antifungal etkisi arastirilmistir. Calismada aralarinda zakkumun da bulundugu 8 bitkiye
ait [kekik (Thymus vulgaris L.), kimyon (Cuminum cyminum L.), ardi¢ (Juniperus
communis L.), nane (Mentha piperita L.), zakkum (Nerium oleander L.), sarmasik
(Hedera helix L.), ¢ortik (Echinophora tenuifolia L.), 1sirgan (Urtica dioica L.),
okaliptus (Eucaliptu ssp.), yavsan (Artemisia sp.)] ekstraktlar kullanilmistir. Besiyerine
0.5 ml, 1 ml ve 2 ml/100 ml dozunda uygulanan ¢ortiik, nane, okaliptus, ardi¢ ve zakkum
ekstraktlart %26 ile %100’e varan oranlarda hastalik etmenlerin misel gelisimlerini
engellemislerdir. Zakkum ekstraktinin da %1 ve %2 dozlarda denemeye alinan biitiin
fitopatojen funguslar tlizerinde belirgin bir antifungal etkisinin oldugu tespit edilmistir.

%0.5 dozunda ise 4. mali, F. oxysporum ve C. circinans lizerinde kismi bir inhibitdr etki
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ortaya koymustur. Diger yandan bu dozda B. cinerea iizerinde herhangi bir etkisinin

olmadig1 S. sclerotiorum'un ise kismen sitimiile edildigi gozlenmistir.

Akgtil ve ark., (2006) tarafindan yapilan bir calismada aralarinda zakkumunda bulundugu
cesitli bitkilerden elde edilen ekstraktlar antifungal aktivite yoniiyle biberde kokbogazi
yaniklig1 (Phytophthora capsici Leonian) ve govde cliriikligii (Sclerotium rolfsii Sacc.)
etmenlerine karst denenmistir. Calismada; nane (Mentha piperita L.), okaliptus
(Eucaliptu ssp.), prasa (Allium ampelopresum L.), turp (Raphanus sativus L.), yabani
karabiber (Schinus trebinthifolius Raddi) ve zakkum (Nerium oleander L.) bitkilerine yer
verilmistir. Diger bazi bitkilerde {imitvar sonuglar bulunmasina ragmen zakkum
ekstraktinin P. capsici koloni gelisimini sadece %0,6 ile 30,5 oraninda azalttig1 S. rolfsii’a

ise etkisinin olmadig1 saptanmustir.

Benzer sekilde Dik ve ark., (2013) zakkum bitkisinin distile suda ¢6ziilen liyofilize kuru
materyali (5 mg/mL) Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus, Metisilin rezistans Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus pneumonia, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
aeruginosa ve Candida ssp.’ya kars1 antimikrobiyal etkisi yoniiyle ¢ukur agar diflizyon
metodu kullanilarak test etmislerdir. Calisma sonucunda N. oleander distilatinin

denemeye alinan hi¢bir mikroorganizmaya kars1 etkili olmadig: belirlenmistir.
2.2.3. Vitex agnus-castus (L.) (Hayit)

Vitex agnus-castus Lamiales takimimnin Verbenaceae familyasina dahildir. HPLC
analizleri sonucunda bitkinin i¢eriginde 2.09 mg/g toplam fenolik madde bulundugu ve
en yliksek miktardaki fenolik ekstraktif maddenin p- hidroksibenzoik asit (0.95 mg/g)
oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla bitkinin orman iirlinleri endiistrisinde ve ticari
antioksidan iiretiminde hammadde olarak kullanilabilecek potansiyele sahip oldugu

belirlenmistir (Yasar ve ark., 2016).

Bitkinin ugucu yag bilesimi, Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi (GC-MS) ile
belirlenmis olup meyvelerinde toplam 157 bilesen tespit edilmistir. Bunlarin arasinda 1,8

sineol (%8.24), propenamid (%6.07), karyofillen (%5.56), bisiklogermakren (%5.51),
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sabinen (%35.37), maleimid (%5.28), trans-B-farnesen (%4.45) ve a-pinen (%3.98) ana
bilesenler olarak belirlenmistir (Tin ve ark., 2017).

Bitkinin zengin i¢erigi nedeniyle antioksidan, antimikrobiyal ve antifungal aktivitelerinin
oldugu bildirilmistir (Yilar ve ark., 2015). Tiirkiye'de dogal olarak yetisen hayitin
methanol ekstraktinin Alternaria solani, Rhizoctonia solani ve Sclerotinia sclerotiorum
bitki patojenlerine kars1 antifungal aktivitesinin belirlenmesi amaciyla in vitro
kosullarinda bir ¢calisma yiirtitiilmiistiir. Calismada bitkinin methanol ekstrakti (50, 100
ve 200 mg dozlarda) %50 aseton ile ¢oziilmiis ve 100 ml PDA (40 °C) igine ilave
edilmistir. Daha sonra PDA ortaminin merkezine fungus miselyumunun 5 mm ¢apinda
diskleri aktarilmigtir. Calisma sonucunda hayit methanol ekstraklari, 4. solani'nin
miselyum gelismesini engelledigi saptanmistir. Ekstrakt konsantrasyonuna da bagl
miselyum gelisim engelleme etkileri %27.73 ile %40.08 arasinda degismistir. Buna
karsilik, Vitex agnus-castus'un methanol ekstrakti, R. solani ve S. sclerotiorum'un misel

gelisimini engellemedigi saptanmustir (Yilar ve ark., 2015).

Maltag ve ark., (2010) tarafindan yapilan bir calismada Vitex agnus-castus bitkisinin
methanol ekstraktinin  antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.
Ekstraktlarin  antioksidan  oOzellikleri farkli  antioksidan testleri  kullanilarak
degerlendirilmistir. Ekstraktin en yiiksek antioksidan aktivitesinin % 93.5’a ulasabildigi
gozlenmistir. Ekstraktin antimikrobiyal aktivitesi ise 7 bakteri (Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli ATCC 3166, Pseudomonas aeruginosa ATCC 29853, Klebsiella
pneumoniae Type B, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Streptococcus salivarius
RSHE 606, Bacillus cereus ATCC 11778) ve 1 fungusa (Candida albicans) kars: test
edilmistir. Calisma sonunda Vitex agnus-castus methanol ekstraktinin bakterilerin
gelisimine etki etmedigi (bakterisidal etkiye rastlanmamis) ve bakterilerin bitki
ekstraktina direncli oldugu saptanmistir. Ancak C. albicans’n gelisimini (antifungal etki)

nedeniyle dnlenmistir. C. albicans igin MIC degeri ise 0.39 mg ml™! olarak belirlenmistir.

Benzer sekilde baska bir ¢alismada in vitro ve in vivo kosullarinda Vitex agnus-castus
ektraktlarin Pythium ultimum {zerine Onemli dlizeyde antifungal etki gosterdigi

belirlenmistir (Svecova ve ark., 2013). Diger bir calismada ise V. agnus-castus

13



tohumlarindan elde edilen ugucu yaglarin da Candida tiirleri tizerinde gii¢lii bir antifungal

aktivite sergiledigi ortaya ¢ikarilmistir (Asdadi ve ark., 2014).

Onaran (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli bitkilerin methanol, aseton, etil
asetat ve n-heksan ekstraktlarimin antifungal etkilerinin ortaya konmasi amaciyla bir
caligma gergeklestrilmistir. Calismada, diger bitkiler yaninda V. agnus-castus’un da
Sclerotinia sclerotiorum Lib De Bary, Alternaria solani (Ell ve G. Martin) Rhizoctonia
solani Kiihn. ve Ascochyta rabiei (Pass) Labr.’a kars1 dikkate deger bir inhibisyon oranina

neden oldugu tespit edilmistir.
2.2.4. Quercus aucheri (L.) (Pelit)

Quercus aucheri (pelit) Fagales takimmin Fagaceae familyasi igerisinde yer almaktadir.
Quercus tirleri halk hekimliginde kullanimlari, yiyecek, icecek olarak tiiketmeleri ve
ozellikle sarap ficilarinin yapiminda mese agaglarmin kullanilmasi nedeniyle
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir. Quercus cerris var. cerris, Quercus macranthera
subsp. syspirensis ve Quercus aucheri ekstraktlarin toplam fenolik icerikleri dikkate
alindiginda Quercus tiirlerinin yiiksek antioksidan ve antiproliferatif aktiviteye sahip

dogal bilesikler igerdigi saptanmistir (Sohretoglu ve ark., 2012).

Quercus tiirleri igerikleri nedeniyle antimikrobial 6zellikleri yoniiyle farkli aragtirmalara
konu olmuslardir. Sohretoglu ve ark., (2007) tarafindan Q. macranthera subsp.
syspirensis, Q. cerris, Q. pubescens ve Q. coccifera bitkilerinden elde edilen farkl
ekstraktlarin antibakteriyel ve antifungal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in bir c¢aligma
yiriitmislerdir. ~ Ekstraktlarin  antifungal  aktiviteleri ~ minimum  inhibisyon
konsantrasyonlarinin  (MIK) 0Olgiilmesi suretiyle belirlenmistir. Calismada sivi
mikrodillisyon yontemi kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda 2 Gram-
pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve Enterococcus faecalis ATCC 29212) ve
2 Gram-negatif bakteri (Escherichia coli ATCC 25922 ve Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853) ile ti¢ fungus tiiriine (Candida albicans ATCC 90028, C. krusei ATCC
6258 ve C. parapsilosis ATCC 22019) yer verilmistir. Calisma sonuglarina gore tiim
ekstraktlarin antifungal aktiviteleri antibakteriyel aktiviteden daha yiiksek bulunmustur.

Calismada kullanilan tiim ekstraktlar Candida suslarina karst aktif bulunmustur.
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Ozellikle, Q. coccifera n-BuOH ekstrakti C. parapsilosis’e kars1 énemli diizeyde etkili
(MIK degeri 4.8 pg/ml) bulunmustur.

Polifenolik bilesiklerce zengin olan Quercus aucheri yapraklarindan elde edilen farkli
ekstraktlarin (%80 MeOH, EtOAc, n-BuOH ve H0) antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢aligmada 2 Gram pozitif ve 2 Gram negatif bakteri ile 3
fungus tiiriine yer verilmistir. Ozellikle yiiksek antimikrobiyal aktivite gdsteren EtOAc
ekstrakti test edilen biitiin funguslara (Candida albicans, C. krusei ve C. parapsilosis)
kars1 yiiksek aktivite gostermistir. Benzer sekilde Gram-pozitif bir bakteri S. aureus
onemli diizeyde ekstrakttan etkilenmistir. Sonuglar, EtOAc ekstraktindaki bilesiklerin
karakterizasyonlar1 icin ileri diizeyde c¢aligilmalarin yapilmasi gerektigi sonucunu

gostermistir (Sakar ve ark., 2005).

Shahidi ve ark. (2004) tarafindan bagka bir mese tiirliniin (Quercus acerifolia) methanol
ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaciyla yliriitiilen bir ¢caligmada
ise; ekstraktlarin Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis ve Escherichia coli
lizerine antimikrobiyal aktivitesinin neredeyse olmadigim1 bildirmislerdir. Yapilan
literatiir calismast sonucunda, Quercus aucheri bitkisinin Monilia fructigena {lizerine

antifungal etkisine iliskin bir calismaya rastlanmamuistir.
2.2.5. Arbutus unedo (L.) (Koca yemis)

Ericales takiminin Ericaceae familyasinda yer alan koca yemis (Arbutus unedo) igerdigi
flavonoidler sayesinde yliksek antioksidan aktive gostermektedir. Ayrica yapraklardan
elde edilen su ekstraktlari, meyveden elde edilen ekstraktlara gore daha yiiksek miktarda
fenolik madde igerebilmektedir. Genotipe bagli olarak yapraklardan elde edilen
ekstraktlarin toplam fenolik madde igeriginin 148-215 mg/g arasinda oldugu saptanmistir

(Mendes ve ark., 2011; Malheiro ve ark., 2012).

Farkli ¢alismalarla meyvenin, gallik asit, gentisik asit, a-linolenik asit, linoleik asit, E, C
vitamini, -karoten, niasin gibi vitamin ve vitamin Onciilleri ve farkli organik asitler vb.

icerdigi de ortaya ¢ikarilmistir (Cakmak ve ark., 2016).

Kahriman ve ark. (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada A. unedo’nun ¢icek ve meyve

kisimlariin ugucu yaglari hidrodestilasyon ile ayr1 ayri izole edilmistir. Yaglarin
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yaklagik %95°1ik kismini olusturan 49 adet bilesik tanimlanmistir. Arastirma sonunda
cicek ve meyvede sirasiyla %62.2 ve %92.8 oraninda hidrokarbonlarin en énemli grubu
olusturduklar1 saptanmistir. Ayrica ¢icekte %16.3 oraninda o-terpineol, meyvede ise
%21.7 oraninda hekzadekanoik asit saptanmistir. Elde edilen ugucu yaglarin
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi amactyla yiiriitiilen ¢calismalar sonucunda ise
ucucu yaglarin Listeria monocitogenes ve Enterococcus faecalis’e kars1 orta derecede

antibakteriyal aktivite gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir.

A. unedo yapraklarinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek ig¢in
yapilan bir baska ¢alismada; toplam fenolik muhtevanin sulu ekstraktta 197.16 mg
GAE/g seviyesinde oldugu tespit edilmistir. Methanol ekstraktlarinin ECso degeri ise
0,423 mg/mL olarak bulunmustur. Ayrica bitkinin yapraklart Staphylococcus aureus'a
kars1 antibakteriyel aktivite sergilerken, Escherichia coli ve Salmonella enteritidis'e karsi

onemli bir seviyede antibakteriyel etkisinin olmadig1 saptanmistir (Orak ve ark., 2011).

Benzer sekilde Malheiro ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir calismada da bitkinin farkl
genotipleri arasinda fenolik icerigi bakimindan biiyiik farkliliklar oldugu belirlenmistir
(148 mg GAE/g ekstrat ile 215 mg GAE/g ekstrakt). Bu farkliligin bir sonucu olarak
antioksidan kapasitede de farklilik oldugu belirlenmistir. Calismada ayrica bitkinin
antimikrobiyal potansiyeli de ortaya konulmustur. Calismada 6 bakteri (Bacillus cereus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphyloccocus aureus ve
Staphyloccocus epidermis) ile 4 fungusa (Candida albicans, Candida krusei, Candida
parapsilosis ve Candida glabrata) yapilan 0n analizler sonucunda A. wunedo
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin, bazi Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler i¢in
antibakteriyel aktivite (MIK degeri 1 ve 5 mg/mL) gosterdigi ortaya g¢ikarimistir.
Calisma sonuglar1 birlikte ele alindiginda; A. unedo yapraklarinin farmasotik, kimya ve
gida endiistrileri tarafindan kesfedilebilecek degerli biyoaktif (fenolik igerigi, antioksidan
ve antimikrobiyal) Ozelliklere sahip potansiyel bir dogal bilesik kaynagi oldugunu

sonucuna varilmistir.

Orak ve ark., (2011) tarafindan yiiriitiilen bir baska ¢alismada ise, 4. unedo yapraklarinin
Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Salmonella enteritidis bakterilerine karsi
antibakteriyel etkisi ve 2 aflatoksine neden olan iki fungusa (Aspergillus parasiticus

NRRL 2999 ve A.parasitic 465) kars1 antifungal aktivitesi arastirilmistir. Calisma
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sonucunda yaprak ekstraklar1 S. aureus'a kars1 antibakteriyel aktivite sergilerken, E. coli

ve S. enteritidis'e kars1 Onleyici bir etkisinin olmadig bildirilmistir.

Orak ve ark. (2011) tarafindan alinan sonuglar antimikrobial etkileri yaninda bitki
yapraklarimin farmasotik uygulamalarinda ve fonksiyonel gida endiistrileri i¢in bir
antioksidan kaynagi olarak da kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak literatiirde

bitkinin M. fructigena lizerine antifungal etkisine iliskin bir ¢aligmaya rastlanmamastir.
2.2.6. Ricinus communis L. (Hint Baklasi)

Ricinus communis (hint baklas1), Euphorbiales takiminin Euphorbiaceae familyasina
dahil bir bitki tlirtidiir. Bitki zehirli olup temel olarak zehirlilie neden olan ricin adi
verilen bir fitotoksin salgilamaktadir. Bitkinin tiim kisimlar1 6zellikle de tohumlar toksik
ozellik gostermektedir. Bitkiden daha ¢ok zehirlenmeye en yatkin hayvanlar olsa da

insanlarinda bitkiden etkilenebilecegini bildirmislerdir (Anadon ve ark., 2018).

Immanuel ve ark., (2004) tarfindan yiiriitiilen bir calismada; R. communis, Phyllanthus
niruri, Leucus aspera, Manihat esculenta, Ulva lactuca ve Sargassum wightii
bitkilerinden elde edilen biitanol ekstraktlarinin gram negatif bir bakteri olan Vibrio
parahaemolyticus’a antimikrobiyal etkileri incelenmistir. Aragtirma sonuglarina gére R.
communis diger bitkilerle kiyaslandiginda antimikrobiyal etki yoniiyle en yiiksek etkiyi
vermigstir. Nitekim bitkinin ekstaktlar1 V. parahaemolyticus’a kars1 en biiyiik inhibisyon
zonunu olusturmustur. Benzer sekilde Pseudomonas savastanoi ve Agrobacterium vitis
etmenlerinden kaynaklanan hastaliklarla kimyasal miicadele yOniiyle bazi bitki
ekstraktlarinin inhibitor potansiyellerinin ortaya konmasi amaciyla in vitro kosullarda
yiiriitiilen bir ¢alismada Linum usitatissimum, Pavlonia tomentosa, Cynara scollymus,
Feoniculum vulgare, Ocimum basilicum, Plantago mayor, Pistacia vera, Juglans regia,
Olea europaea, Punica granatum, Sanguisorba officinalis, Hypericum perforatum,
Quercus spp., Elaeagnus pungens,Verbascum spp. ile R. communis bitkilerine yer
verilmistir. Calisma sonunda A.vitis’e karsi diger bazi bitki ekstraktlar1 yaninda R.
communis ekstraktlarinin de inhibisyon zonu verdigi belirlenmistir. Bu nedenle bitkinin
antibakteriyel etki yoniiyle bu hastaligin miicadelesinde timit vaat ettigi, ancak tarla

denemelerinin yapilmasi gerektigi belirtilmistir (Okan ve ark., 2011).

17



Hint yag bitkisinin tohum endosperminde biiyiik miktarda bulunan ricin ribozomu
inaktive eden proteinler arasinda yer almaktadir. Bu nedenle bitki tohumlarinin antiviral

nitelige de sahip olabilecegi diisiintilmektedir (Giines ve ark., 2018).

Suurbaar ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir calismada Ricinus communis yapraklarinin
su, methanol, eter, etil asetat ve etanol ekstraktlarinin fitokimyasal profilinin
karsilastirilmast ve ilgili ekstraktlarin E. coli, S. aure, P. aeruginosa, Klebsiella
pneumonaie ve Candida albicans lizerine gelisim inhibitor aktivitelerinin (bakterisidal,
bakteriyostatik ve fungisidal etkilerinin) belirlemesi amag¢lamistir. Sonuglar su, methanol
ve etanol ekstraktlarinin analiz edilen fitokimyasallarin ¢ogunu igerdigini gostermistir.
Biitiin ekstraktlar, incelenen tiim mikroorganizmalarin biiylimesine kars1 dnleyici aktivite
gostermistir. Methanol ekstrakti en yiiksek inhibisyon bélgesi olusturmus ve diger ¢oziicii
ekstraktlariyla karsilagtirildiginda istatistiksel olarak da fark anlamli bulunmustur (P
<0.05). Biitlin ekstraktlar, test organizmalar1 lizerinde degisen konsantrasyonlarda hem
bakteriyostatik hem de bakterisidal etkiler gostermis, MIC degerleri 3.13 ile 25.0 mg/ml
ve MBC'ler 200 ile 400 mg / ml arasinda degismistir. Candida albicans'n MFC'leri ise
200 ile 400 mg/1 arasinda degismistir. Veriler, R. communis'in anti-bakteriyel ve
antifungal ozelliklerini dogrulamistir. Ayrica bu bitkinin yapraklarindan elde edilen
biyolojik olarak aktif fitokimyasallarin su, methanol ve etanol ¢oziiciileri ile ekstrakte

edilebilecegi ortaya konulmustur.

Naz ve Bano, (2012) tarafindan yiiriitiilen bir calismada da agar kuyusu diflizyon yontemi
ve agar tiipli seyreltme yontemi kullanilarak, R. communis'in yaprak methanol, etanol ve
su ekstraktlarin antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri test edilmistir. Methanol yaprag:
ekstraktlarinin Gram pozitif bakterilere (Bacillus subtilis: ATCC 6059 ve Staphylococcus
aureus:ATCC 6538) ve Gram negatif bakterilere (Pseudomonas aeruginosa: ATCC 7221
ve Klebsiella pneumoniae) kars1 daha aktif oldugu bulunmustur. Methanol ve su yaprak
ekstraktlarinin antifungal aktivitesi ise Aspergillus fumigatus ve Aspergillus flavus
suslarina karsi test edilmistir. Methanol su yaprak ekstraktlari, fungus biiylimesini inhibe
etmede etkili olmustur. Bu arastirma sonuglarindan bitkinin antibakteriyel ve antifungal
etki yoniiyle oldukca etkili oldugu bildirilmistir. Ayrica bitkinin methanol yapragi
ekstraktlarinin, etanol ve su yaprak ekstraktlarina gore bakteriyel ve fungal suslarin

biliylimesini daha fazla 6nleme potansiyeline sahip oldugu ortaya konulmustur.
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Sharma ve Trivedi, (2002) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada Datura stramonium,
Calotropis procera, Verbesena enceloides, Parthenium hysterophorus, Morus alba,
Phyllanthus amarus, Eichhornea crassipes, Jatropha curcas, Azadirachta indica,
Tinospora cordifolia, Clerodendron multiflorum, Catharanthus roseus ve Adhatoda
vesica gibi bitkiler ile R. communis; kok ur nematodu, Meloidogyne incognita ve
Fusarium oxysporum f.sp. cumini‘ye karsi test edilmislerdir. Yapilan 6n g¢aligmalar
sonunda denemede kullanilan hemen hemen biitiin bitki tiirleri nematisidal ve antifungal
ozellik sergilemistir. Ancak C. procera ve R. communis nematoda karsi en iyl sonucu

verirken D. stramonium ve C. procera ise F. oxysporum’a karsi en iyi sonuglar1 vermistir.

Onaran (2016) tarafindan yapilan bir ¢aligmada farkli bitkilerin methanol, aseton, etil
asetat ve n-heksan ekstraktlarimin antifungal etkilerinin ortaya konmasi amaciyla bir
calisma gerceklestrilmistir. Calismada, R. communis L., Vitex agnus-castus L.,
Heracleum platytaenium Boiss., Isatis glauca Aucher ve Polygonum cognatum Meissn.
bitkilerinden elde edilen ekstraktlar; salatalik, domates, patates ve nohutun Onemli
patojenleri arasinda yer alan Sclerotinia sclerotiorum Lib De Bary, Alternaria solani (Ell
ve G. Martin) Rhizoctonia solani Kithn. ve Ascochyta rabiei (Pass) Labr. adl1 etmenlere
kars1 denenmistir. Ekstraktlarin miselyum gelisim engelleme (MGI) durumu standart
fungisit olarak kullanilan %80 thiram (Hektas) ile karsilastirilmistir. 10, 50 ve 100 mg/ml
dozlarda denenen biitiin ekstraktlar test edilen patojenlere karsi dikkate deger bir
inhibisyon oranina neden olmustur. Ek olarak, R. communis ektraktlart diger bitki
ekstraktlart ile kiyaslandiginda daha giiglii bir antifungal aktivite ortaya ¢ikarmistir.
Calisma sonuglarina gore bazi bitki patojeni funguslarin kontroliinde dogal antifungal

ajanlarin onerilebilecegi kanaatine varilmistir.

Tunus’ta kaysida ciddi sorunlara neden olan Neofusicoccum mangiferae’ya karsi
alternatif kontrol yontemlerinin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismada, tli¢ bitkiye (Ricinus
communis, Retama raetam, Ziziphus mauritiana) ait yaprak methanol ekstraktlari ve
Rosmarinus officinalis ugucu yaglar1 in vitro kosullarinda bu bitki patojenine karsi
antifungal aktivite yoniiyle degerlendirilmistir. Bitki ekstraktlarinin misel radyal
biliylimesi, N. mangiferae'nin spor ¢imlenmesini engelleme ve konidi olusumunun inhibe
edici etkisinin saptanmasi i¢in modifiye bir agar diliisyon yontemi kullanilmigtir.

Calismada, R. communis, R. raetam ve Z. mauritiana'nmin methanol ekstraktinin kontrole
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gore, N. mangiferae'nin miselyum biiylimesi tizerine dnemli seviyede engelleyici aktivite
sergiledigi belirlenmistir. Antifungal etki artan dozla artis gostermistir. Ancak
ekstraktlarin inhibe edici etkisi kullanilan tiirlere bagli olarak degiskenlik gostermistir

(Namsz1 ve ark., 2018) .

Antimikrobiyal etki yaninda R. communis bitkisinin ugucu yaginin herbisidal etkisi de
arastirilmistir. Bu ¢ercevede gergeklestirilen bir arastirmada farkl: tibbi bitkilerin horoz
bigi (Amaranthus retroflexus L.) tohumlarinin ¢cimlenmesi iizerine etkileri incelenmistir.
T1bbi bitkilerin %5, %10, %20 oraninda hazirlanmis olan su ekstraktlar1 petri kaplarinda
yabanci otun tohumlarina uygulanmistir. Daha sonra petri kaplar1 iklim kabininde iki
farklr 151k rejiminde ¢imlenmeye birakilmistir. Calisma sonuclarina gore hint yagi
bitkisinin biitiin dozlar1 151k kosullarina bagl olmaksizin (aydinlik ve karanlik kosullarda)
A. retroflexus tohumlarini ¢imlenmesini %100 oraninda engellemistir (Bulut ve ark.,

2014).
2.2.7. Salix babylonica L. (Salkim Sogiit)

Salicaceae (Salicales) familyasina dahil salkim sogiit (Salix babylonica) yapraklarinda
bulunan temel bilesiklerin tritetracontane (%15.2), octadecenoic asit-1,2,3-propanetriyl
ester (%I11.1), hexadecanoicacid-methyl ester (%]10.5), ve 1,3-dioxane-4-
(hexadecyloxy)-2-pentadecyl (%10.3) oldugu belirlenmistir. Bitki ekstraktlari igerdikleri
fenolik bilesikler, saponinler vb. sekonder bilesikler nedeniyle antibiyotik alternatifi

potansiyele sahip goriilmektedir (Salem ve ark. 2012).

flkbahar ve yaz aylarinda toplanan ve kurutulan Salix babylonica’min ince dal ve
yapraklari in vitro kosullarinda antimikrobiyal aktivite yoniiyle test edilmistir. Calismada
Escherichia coli, Salmonella enterik, Staphylococcus aureus, Paenibacillus alvei ve
Candida albicans tiirlerine ait toplam 20 patojenik bakteri susu kullanilmistir. Deneyler,
Bauer-Kirby'nin klasik agar-jel diflizyon metoduna gore yiiriitiilmiis ve Minimum
inhibitér konsantrasyonlart (MIK) belirlenmistir. Yaz aylarinda (Haziran ortasinda)
toplanan bitkinin dal ve yapraklarinin bakteri ve funguslara antimikrobiyal aktivite
gosterdigi bulunmustur. Su ekstrakti uygulanmasinda inhibisyon zonunun ortalama c¢api
13,38 mm olarak belirlenmistir. Gram negatif bakterilere (E. coli ve S. enteric) karsi son

derece belirgin bir etki ortaya ¢ikmis olup bu inhibitdér etki genis spektrumlu bir
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antibiyotik olan tiamphenicol ile benzer bulunmustur. C. albicans’da yiiksek hassasiyet
gostermistir. Yaz aylarinda toplanan materyalden elde edilen ekstraktinin MICs¢'sinin
ortalama degeri 70.4 = 17.41 mg/ml olarak saptanmis olup bu deger in vitro kosullarinda
1yl antimikrobiyal aktivitenin bir gostergecisi oldugu bildirilmistir (Popova ve Kaleva,

2015).

Sati ve ark., (2013) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada S. babylonica (kokleri) ve
Triumfetta pillosa'min (blitlin bitki) Fusarium oxysporum'a karsi olas1 fungisit aktivitesi
arastirilmistir. PDA  ortami {izerinde, test patojeni inokiilasyonundan once farkl
konsantrasyonlarda (%2, 5, 10 ve %Z20) bitki ekstraktlar1 ortama ilave edilmis ve
inokulasyon islemi gerceklestirilmistir. Calisma sonuglarina gore S. babylonica'nin etanol

ekstrakt1 % 20 konsantrasyonda F. oxysporum'a karsi etkili oldugu belirlenmistir.
2.2.8. Polygonum cognatum Meissn. (Madimak)

Madimmak (P. cognatum) Polygonales takiminin Polygonaceae familyasinda yer
almaktadir. Madimak fenolik bilesikler yoniiyle zengin bir icerige sahip olup allelopatik
olarak bilinen bir bitkidir (Yilar ve ark., 2006). Ayrica bitkinin besin elementleri %3.5 N,
%0.259 P,%3.9 K, %0.51 Ca, %0.44 Mg, 144.7 mg/kg Fe, 40.3 mg/kg Zn, 30.1 mg/kg
Mn ve 7.5 mg/kg Cu igerdigi ve madimak bitkisinin in vitro’da insanlarin saglikl
epitelyal hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin gdzlenmedigi belirlenmistir. Ancak meme
kanseri hiicre hatt1 MCF-7 iizerinde kuvvetli sitotoksik etkilerinin oldugu belirlenmistir.
Bitkinin hiicre i¢inde antioksidan aktivitelerinin bulundugu da belirlenmistir (Sara¢ ve

ark., 2018).

Polygonum cognatum’un farkli ¢oziicliler kullanilarak elde edilen ekstraktlariin
antioksidan ve antimikrobial 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan bir ¢calismada;
bitkinin su ekstraktlar1 yiiksek oranda antioksidan aktivite gostermistir. Bitkinin eter ve
etanol ekstraktlarinin ise Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis'e kars
antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmistir. Ancak bitkinin su ekstraktinin ¢alisilan
mikro organizmalara karsi antimikrobiyal aktivite gostermedigi saptanmistir (Yildirim ve

ark., 2003).
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Polygonaceae familyasina dahil farkli bitkilerin antibakteriyel, antifungal ve insektisidal
etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan genis kapsamli bir ¢alismada; Polygonum
persicaria'min ham ekstraktinin, Rumex hastatus, R. dentatus, R. nepalensis, Polygonum
plebejum ve Rheum australe tirleri calisilmistir. P. cognatum’a yer verilmemesine
ragmen yapilan ¢aligma sonucunda polygonaceae familyasina dahil bitkilerin dogal
antifungal, antibakteriyel ve insektisidal maddeler yoniiyle 6nemli bir potansiye sahip
oldugu belirlenmistir. Nitekim in vitro deneyler sonucunda denemede kullanilan 6 bakteri
icerisinde  Citrobacter frundii, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes ve
Staphylococcus aureus'un sirastyla MIC degerleri, 16, 5.0, 25 ve 0.156 ug/ml degerleri
ile ekstraktlara en duyarli bakteriler oldugu saptanmigtir. Test edilen fungus tiirleri
arasinda Fusarium solani, Aspergillus flavus ve A. niger sirastyla 0.75,2.15 ve 1.75 pg/ml
olan MIC degerleriyle ekstraktlara karst daha duyarli bulunmustur. Ayrica, R. dentatus
ve R. nepalensis'in ekstraktlari, Sitophilus oryzae'ye karst onemli diizeyde insektisidal
aktivite gosterirken, P. persicaria ve P. plebejum ise Tribolium castaneum'a kars1 onemli

seviyede insekticidal aktivite gostermistir (Hussain ve ark., 2010).

Onaran, (2016) tarafindan yapilan bir ¢galismada farkli bitkilerin methanol, aseton, etil
asetat ve n-heksan ekstraktlarinin antifungal etkilerinin ortaya konmasi amaciyla
gerceklestirilen bir calismada, Ricinus communis L.,Vitex agnus-castus L., Heracleum
platytaenium Boiss., Isatis glauca Aucher ve Polygonum cognatum Meissn. bitkilerinden
elde edilen ekstraktlar; salatalik, domates, patates ve nohutun énemli patojenleri arasinda
yer alan Sclerotinia sclerotiorum Lib De Bary, Alternaria solani (Ell ve G. Martin)
Rhizoctonia solani Kithn. ve Ascochyta rabiei (Pass) Labr. adli etmenlere karsi
denenmistir. Ekstraktlarin misel biiylimesini inhibisyon (MGI) durumu standart fungisit
olarak kullanilan % 80 thiram (Hektas) ile karsilastirilmistir. 10, 50 ve 100 mg/ml
dozlarda denenen biitiin ekstraktlar test edilen patojenlere karsi dikkate deger bir

inhibisyon oranina neden olmustur.
2.2.9. Citrus aurantium (Turunc)

Citrus aurantium (turung) Sapindales takiminin Rutaceae familyasina dahildir. Bitkinin
hidrodistilasyon ve soguk pres uygulamasi yontemleri ile elde edilen kabuk ucgucu
yaglarinin bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen bir ¢aligmanin sonuglarina

gore; turung kabugundan elde edilen yagin en 6nemli bileseninin limonen oldugu
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(%94.00-94.65) saptanmistir. Bunun disinda %1.77-1.90 oraninda -mirsen, %0.53-0.81
linalol, %0.29-0.72 B-pinen ve %0.45-0.51a-pinen Onemli bilesikler arasinda yer
almaktadir (Goliikeii ve ark., 2015).

Trabelsi ve ark., (2016) tarafindan yapilan bir calismada, Citrus aurantium var.
amara’nin kabuklari, yapraklari ve ¢iceklerinden hidro-distilasyon yoluyla izole edilen
ucucu yaglar GC-MS ve GC-FID ile analiz edilmistir. Bitkinin kabuklari, yapraklari ve
ciceklerinden elde edilen ugucu yaglarinin ana bilesenlerinin sirastyla limonen (% 87.02),
linalil asetat (% 53.76) ve linalool (% 39.74) oldugu belirlenmistir. Bitkinin ugucu
yaglarinin ve a-terpineol, terpinen-4-ol, linalool ve limonen bilesenlerinin antifungal
aktivitesi iki bitki patojeni Penicillium digitatum ve P. italicum'a kars1 test edilmistir.
Cicek yag1 daha iyi aktivite gostermistir (inhibisyon zon ¢ap1 32 + 2 mm olup inhibisyon
orant P. italicum i¢in % 50'den fazla). Bunu yaprak esansiyel yaglar1 (P. italicum
inhibisyon zon ¢ap1 22,6 = 1,1 mm ve inhibisyon yiizdesi% 60,7 + 2,8 ) takip etmistir.
Kabuk ugucu yagi ise test edilen tiim izolatlara karsi inaktif bulunmustur. 50 mg/mL
cicek yagi uygulamasi funguslarin sporiilasyonu, P. italicum ve P. digitatum igin sirasiyla
%22.5 ve %25 oraninda azaltmistir. Ek olarak, 50 mg/mL c¢icek yag1 uygulanmast hem
P. italicum hem de P. digitatum’da misel agirlig1 neredeyse 40 kat diisiirmiistiir. /n vivo
deneyleriyle, ¢icek yaginin depolamadan sonra enfeksiyon oranini % 36'ya varan oranda
azaltarak en yliksek antifungal etkinligi gosterdigi ortaya konmustur. Diger yandan
fungusitlere direngli olarak tanimlanan izolatlarin, yaglarin etkisine karsi duyarli oldugu

da belirlenmistir.

C. aurantium ugucu yaglarinin igeridigi linalool, citral, nerol gibi baz1 etken maddeler
veya bunlarin sinerjik etkilerinin bir sonucu olarak bitki ugucu yaglarinin bazi gram
pozitif ve gram negatif bakteriler ile Candida albicans ve Aspergillus flavus’a karsi
antimikrobial etkilerinin olduguna iliskin olarak yapilan bazi ¢aligmalarda bulunmaktadir

(Frassinetti ve ark., 2011; Tadtong ve ark., 2012; Ouedrhiria ve ark., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Bitki Materyalleri

Calismamizda kullanilacak olan bitki tiirlerine ait bitki kisimlar1 (Tablo 1) 2018 yilinda

gelisme donemlerine gore, Antalya, Diizce, Glimiishane, Tokat ve Trabzon illerinden

toplanmustir. Toplanan bitkilerin kisimlan steril saf suyla yikanarak, oda sicakliginda

gblgede kurutulmustur. Daha sonra her bitki kismi ayr1 ayr1 6giitiiciiden gegirilerek kiiclik

parcalara ayrilmistir. Calismanin bundan sonraki kisminda bu bitki materyalleri

kullanilmistir.

Cizelge 3.1. Tez calismasinda kullanilan bitkiler ve 6zellikleri

Botanik ismi Familya Tiirkece Bitki Kism Toplandig1
adi Yer

Aesculus Sapindaceae At Yaprak, Meyve, | Tokat

hippocastanum L. Kestanesi | Meyve kabugu

Nerium oleander L. Apocynaceae | Zakkum Yaprak, Cicek | Antalya

Vitex agnus-castus L. | Verbenaceae | Hayit Yaprak, Cicek | Antalya

Quercus aucheri L. Fagaceae Pelit Yaprak, Govde | Antalya

kabugu

Arbutus unedo L. Ericaceae Koca Yaprak, Meyve | Trabzon
Yemis

Ricinus communis L. | Euphorbiaceae | Hint Yaprak, Govde | Diizce
Baklasi kabugu

Citrus aurantium L. | Rutaceae Turung Meyve kabugu | Antalya

Salix babylonica L. Salicaceae Salkim Yaprak Tokat
Sogiit

Polygonum Polygonaceae | Madimak | Toprak istii Tokat

cognatum Meissn aksam
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3.1.2. Fungus Kiiltiirii

Calismada kullanilan bitki patojeni fungus (Monilia fructigena (Pers.) Pers.
Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Fitopatoloji
laboratuvarlarinda bulunan stok kiiltiirden elde edilmistir. Fungus kiiltiirii, 20 ml potato
dextrose agar (PDA) iceren 90 mm petri kaplarinda 24+2 °C’de 7 giin gelistirildikten

sonra ¢alismada kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Ogiitiilmiis bitki materyallerinin her birinden 100‘er gr tartilarak 1 litrelik cam
kavanozlara orneklerin iizerini kapatacak kadar methanol ve n-hexan organik ¢6ziiciileri
ilave edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler, 72 saat oda sicakliginda orbital ¢alkalayicida 120
rpm de kanstirilmistir. Daha sonra ekstrakt ¢ozeltileri kaba fratory evaporator ile 40 °C
de evapore edilerek uzaklastirilmistir. Geriye kalan kuru ekstraktlar %10 aseton ile
¢oziilerek, calismamizda kullanilmak tizere farkli konsantrasyonlar (1000, 2000, 5000 ve

10000pg/mL) elde edilmistir (Kalkisim, 2012).

3.2.2. In vitro kosullarda bitki ekstraktlarinin antifungal etkilerinin belirlenmesi

Hazirlanan PDA otoklav edilerek 40 °C’ye kadar sogutulmustur. Daha sonra, ekstraktlarin
farkli son konsantrasyonlar1 1000, 2000, 5000 ve 10.000 ug/mL dozunda olacak sekilde
PDA ortamina eklenmigtir. PDA 60 mm c¢apli petri kaplarina (10 ml olacak sekilde)
aktarilmigtir. Bitki ekstrakti ilave edilmis PDA’lar 12 saat beklenerek daha sonra hastalik
etmeni fungusun 5 mm ¢apinda miselyum diskleri petri kapinin merkezine ekimi
yapilmistir. Fungus kiiltlirii 24+£2°C’de 7 gilin boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur.
Negatif kontrolde patojen petri kapini kaplayinca dikey ve yatay g¢aplarda Slgiimler
alimmaya baglanmistir. Kontrol grubundaki gelismelere bakilarak uygulama yapilan

petrilerde gelisim engelleme oranlari 6l¢iilmiistiir (Pandey ve ark., 1982, Onaran ve Yilar
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2012). Pandey ve ark., 1982’ e gore gelisimdeki engelleme kontrol deki gelisime
kiyaslanarak yiizde miselyum hesaplanmistir. Deneme 4 tekerriirlii ve 2 tekrarlamali

olarak yiirtitilmiistiir.
Yiizde miselyum gelismesi su formiile gore hesaplanmistir (Pandey ve ark., 1982).

1=100x(dc-dt)/dc

[; Yiizde miselyum gelismesi
dc; Kontroldeki miselyum gelismesi

dt; Davraniglardaki miselyum gelismesi

Bu hesaplamadan sonra, Dog¢. Dr. Abdurrahman ONARAN tarafindan hazirlanan 0-4
skalasina gore, 0=%0 engelleme yok (-), 1=% 0-25 hafif engelleme (+), 2=%26-50 orta
diizeyde engelleme (++), 3=%51-75 yiiksek engelleme (+++), 4= 76-100 asir1 yiiksek
diizeyde engelleme (++++) olarak kabul edilecektir. Bu deneme sonunda iimitvar bulunan
bitki ekstraktlarindan 4=76-100 asir1 yliksek diizeyde engelleme goriilenler hastalik

etmenlerine kars1 imitvar kabul edilecektir.

3.2.3. Invivo kosullarda bitki ekstraktlarimin antifungal etkilerinin belirlenmesi

In vitro ¢alismalarda test organizmalarma kars1 asir1 yiiksek diizeyde (76-100) etki
gosteren ekstraktlarin dozlar1 bu denemede kullanilmistir. Monilia fructigena bitki
patojenleri PDA ortamui {lizerinde 7 giin 22+2 °C gelistirilmistir. Monilia fructigena’nin
inokulasyonu i¢in elma filtre kagidindan ge¢irilmistir. Elma meyvesi ylizey sterilizasyonu
icin 2%’lik NaOCl (sodium hypochlorite) igerisinde 5dk bekletildikten sonra steril saf
suyla yikanmistir. Laminar flow cabin i¢inde kurutma kagidi lizerinde kurumaya
birakilmistir. Sonra hastalik etmenine sirasiyla inokulasyon islemleri yapilmistir. Her
meyvenin iizerine 8 mm ¢apinda mantar delici yardimiyla yaralar agilmustir. Bitki
ekstraktlar1 acilan bu yaralara 100uL! dozunda uygulanmistir. Daha sonra 8 mm

capindaki miselyum diskler acilan bu yaralara inokule edilmistir (Lee ve ark., 2007).
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Uygulamadan sonra, hastalik etmeni 8 saat karanlik 16 saat aydinlikta 2242 °C sicaklik
ve 75-90% nemde inkubasyona birakilmistir. Denemeler 4 tekerriirlii ve 2 tekrarlamali
olarak yiiriitiilmiistiir. Negatif kontrol olarak kuyucuklara sulu %10 aseton 100uL
eklenmistir. Pozitif kontrolde ise ticari olarak kullanilan bir fungusit etiketteki dozuna
gore 100uL! uygulanmistir. 10 giin sonra test organizmalarinin meyve ve yaprak

yiizeylerindeki olusturduklar belirtilerin yarigcaplar 6l¢iilerek veriler elde edilmistir.

3.2.4. Verilerin degerlendirilmesi
Calisma sonucunda elde edilen veriler, SPSS istatistik paket programi ile varyans

analizine tabi tutulup, ortalamalar arasindaki farklar Duncan testi ile belirlenmistir.

Ayrica, bitki ekstraktinin lethal dozlar1 Polo plus 1.0 programi kullanilarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Ulkemiz florasinda dogal olarak yetisen bazi bitki tiirlerinin farkli kisimlarindan elde
edilen methanol ve n-hexan ekstraktlarinin hasat ve hasat sonrasi elmalarda yogun sekilde
mumyalasma hastaliginin etmeni Monilia fructigena (Pers.) Pers. bitki patojenine karsi
in vitro (PDA {izerinde) ve in vivo (elma meyvesi iizerinde) kosullar altinda antifungal
aktivite diizeyleri belirlenmistir. M. fructigena patojenine karsi kullanilan biitiin bitkilerin
methanol ve n-hexan ekstraktlarinin antifungal etkileri istatistiki olarak dnemli diizeyde

etkili bulunmustur (P<0,05).

4.1. In vitro Antifungal Aktivite Cahsmalar

M. fructigena patojenine karst in vitro kosullar altinda bazi bitkilerden elde edilen
methanol (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1) ve n-hexan (Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2) ekstraktlarinin
antifungal aktiviteleri arastirilmistir. Antifungal aktivite degerlerinin belirlenmesinde
miselyum gelismeleri (MG), miselyum gelisim engellemeleri (MGE), letal doz (LD)
degerleri belirlenmistir. Buna gore 9 farkli bitki tiirlintin 16 farkli kismindan elde edilen
methanol ekstraktinin M. fructigena patojenine kars1 degisen oranlarda antifungal aktivite
sergiledigi bulunmustur. Bu aktivite degerleri en yiiksek 12.77 mm MG ve %79 MGE
orantyla. ATM-M ekstraktinin 5 mg/ml dozunda belirlenmistir (Cizelge 4.1). Negatif
kontrolle ayn1 oranda higbir etkinin olmadigi KM-M ekstraktinin 0,5 mg/ml dozunda
rastlanmistir. Bu durum KM-M’nin doz miktarin artirdik¢a antifungal aktivite degerinin
artmasiyla gerceklesmistir. Benzer sekilde kullanilan biitiin bitki ekstraktlarinda doz

miktar1 artik¢a antifungal aktivite degerinin artig1 goriilmiistiir (Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1).

M. fructigena’ya karst calismamizda kullanilan bitkilerden elde edilen n-hexan
ekstraktlarinin etkinlik diizeyleri doz miktar1 artik¢a artig gostermistir. Buna gore, en
yiiksek etki gosteren n-hexan ekstrakti, ATM-H’1n Smg/ml dozundal0,39 MG ve %383
MGE orani ile bulunmustur (Cizelge 4.2). Ayrica en diisiik etki ise ATK-H ekstraktinin
0.5 mg/ml dozunda %8 MGE ve 55.11 mm MG degerinde dl¢iilmiistiir.
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Cizelge 4.1. M. fructigena patojenine kars1 calismamizda kullanilan bitkilerin farkli
kisimlarindan elde edilen methanol ekstraktlarinin antifungal aktivite degerleri

Bitkiler Doz (mg/ml) Kontrol
(Methanol 0.5 1 2 5 C- | C+
) MG | MG MG | MG MG MG (MG (MG (M | MG
HGK-M* 20 47,99 34 39,64 41 35,5 54 27,3 0 100
HBY-M 20 47,76 44 33,46 50 29,8 56 26,5 0 100
ATM-M 7 55,95 36 38,41 42 34,8 79 12,7 | 0 100
ATY-M 21 47,23 38 36,99 55 26,8 58 249 | 0O 100
ATK-M 6 56,44 18 49,43 26 44,1 51 296 | O 100
SY-M 17 49,55 33 39,93 49 30,3 71 17,1 0 100
HC-M 28 43,19 44 33,67 52 28,8 72 16,6 | O 100
HY-M 18 49,00 33 40,46 45 32,9 60 238 | 0 100
MTA-M 14 51,42 17 49,52 32 40,7 45 329 1 0 100
PGK-M 20 47,85 29 42,50 51 29,6 66 20,5 0 100
PY-M 6 56,13 26 44,19 33 40,4 60 240 | O 100
7C-M 17 49,92 25 45,95 33 40,4 45 328 | 0 100
7ZY-M 1 59,28 13 51,99 16 50,2 33 404 | 0O 100
KM-M 0 60,00 27 43,53 40 36,2 48 310 | O 100
KY-M 6 56,67 26 44,19 43 342 53 284 | O 100
TM-M 14 51,31 34 39,31 46 32,6 54 278 | 0O 100

*Simgeler ve kisaltmalar kisminda verilmistir. C-=Negatif Kontrol, C+= Pozitif Kontrol

Cizelge 4.2. M. fructigena patojenine karsi calismamizda kullanilan bitkilerin farkl
kisimlarindan elde edilen n-hexan ekstraktlarinin antifungal aktivite degerleri

Bitkiler Doz (mg/ml) Kontrol

(N-hexan) 0.5 1 2 5 C- C+
MGE | MG | MGE | MG | MGE | MG | MGE | MG | MGE | MGE

HGK-H* 25 14492 | 40 |36,03| 51 29,16 57 | 25,59 0 100
HBY-H 26 | 44,23 50 |30,03| 64 21,62 74 15,81 0 100
ATM-H 57 | 2581 64 | 21,54 | 69 18,38 83 10,39 0 100
ATY-H 21 47,11 52 29,08 | 58 25,29 62 | 22,82 0 100
ATK-H 8 55,11 47 | 31,73 | 57 25,99 70 17,90 0 100
SY-H 11 53,61 24 14537 | 31 41,57 38 | 37,15 0 100
HC-H 39 | 3648 | 42 |3459 | 48 31,02 53 | 28,07 0 100
HY-H 31 41,40 | 36 |3852| 52 28,83 74 15,36 0 100
MTA-H 22 | 46,93 31 41,60 | 37 38,05 47 | 31,87 0 100
PGK-H 32 | 4091 41 35,18 | 43 33,96 47 | 31,87 0 100
PY-H 32 | 4091 41 35,18 | 43 33,96 47 | 31,87 0 100
ZC-H 54 | 27,33 57 12596 | 61 23,46 63 |21,99 0 100
ZY-H 39 | 36,51 44 | 33,38 | 45 32,80 70 18,05 0 100
KM-H 30 | 41,84 | 49 | 30,79 | 57 25,64 73 16,02 0 100
KY-H 24 | 45,78 | 41 35,69 | 53 28,00 71 26,66 0 100
TM-H 21 47,19 | 35 |3891 | 43 34,49 78 13,40 0 100

*Simgeler ve kisaltmalar kisminda verilmistir. C-=Negatif Kontrol, C+= Pozitif Kontrol
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Sekil 4.1. Baz1 bitki methanol ekstraktlarinin M. fructigena bitki patojeninin miselyum

gelisimine etkisi. Ayni harfle gosterilen ortalamalar arasmdaki farklar dnemsiz, farkli harfle gosterilen
ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.2. Baz1 bitki n-hexan ekstraktlarinin M. fructigena bitki patojeninin miselyum

gelisimine etkisi. Ayni harfle gésterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemsiz, farkli harfle gosterilen
ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05).

Biitiin bitki ekstraktlar1 M. fructigena patojenine karsi farkli seviyelerde aktivite
gostermistir. Bu aktivite degerleri kullanilan organik ¢oziiciiye gore farklilik gosterdigi
belirlenmistir. Kullanilan methanol ve n-hexan organik c¢oziciilerinin etkinlik

diizeylerinin bitkilerin biinyelerinde bulunan aktif maddelerin ¢6ziinme miktarina bagh
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oldugu goriilmiistiir. Bitki ekstraktlarinda doz miktarina bagli olarak, M. fructigena
patojenine karsi methanol ekstraktlari, n-hexan ekstraktlarina gére daha etkili oldugu

ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.1 ve Sekil 4.2).

Cizelge 4.3. Methanol ve n-hexan bitki ekstraktlarinin M. fructigena patojenine karsi 0-
4 skalasina gore miselyum gelisim engelleme diizeylerinin belirlenmesi

Ekstraktlar N-hexan (mg/ml) Methanol (mg/ml)
0,5 1 2 5 0,5 1 2 5
HGK* (+) (++) (+++) (+++) (+) (++) (++) (+++)
HBY (++) (++) (+++) (+++) (+) (++) (++) (+++)
ATM (+++) (+++) (+++) (++++) (+) (++) (++) (++++)
ATY (+) (+++) (+++) (+++) (+) (++) (+++) (+++)
ATK (+) (++) (+++) (+++) (+) (+) (++) (+++)
SY (+) (+) (++) (++) (+) (++) | (++) (++4)
HC (++) (++) (++) (+++) (++) (++) (+++) (+++)
HY (++) (++) (+++) (+++) (+) (++) (++) (+++)
MTA (+) (++) (++) (++) (+) (+) (++) (++)
PGK (++) (++) (++) (++) (+) (++) (+++) (+++)
PY (++) (++) (++) (++) (+) (++) (++) (+++)
7C (+++) (+++) (+++) (+++) (+) (+) (++) (++)
7Y (++) (++) (+4) | (#+4) | (+4) (+) (+) (++)
KM (++) (++) (+++) (+++) (-) (++) (++) (++)
KY (+) (++) (+++) (+++) (+) (++) (++) (+++)
™ (+) (++) (++) (++++) (+) (++) (++) (+++)

*Simgeler ve kisaltmalar kisminda verilmistir. 0-4 skalasi gore; 0=%0 engelleme yok (-), 1=% 1-25 hafif
engelleme (+), 2=%26-50 orta diizeyde engelleme (++), 3=%51-75 yiiksek engelleme (+++), 4= %76-100
asir1 yiiksek diizeyde engelleme (++++).

Caligmamizda kullanilan methanol ve n-hexan ekstraktinin M. fructigena patojenine karsi
in vitro kosullarda belirlenenen miselyum gelisim engellemeleri Cizelge 4.3’de 0-4
skalasina gore degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye goére, ATM bitki kisminin
methanol ve n-hexan ekstraktlari, TM’nin n-hexan ekstraktlar1 asir1 yiiksek diizeyde
engelleme (%76-100 arasinda) gostermistir. Genel olarak degerlendirdigimiz zaman doz
miktar1 ve ¢oziiciiye bagl olarak, hafif, orta ve yliksek diizeyde engellemerin oldugu
goriilmektedir. Bunun yaninda KM methanol ekstraktinda engelleme olmamustir (Cizelge

43).

Cizelge 4.4’ de goriildiigii gibi, bitki ekstraktlarinin M. fructigena patojenine karsi letal
doz degerleri LDso (M. fructigena’nin miselyum gelisiminin %50’sini engelleyen
(6ldiiren) doz) belirlenmistir. Bu degerler, methanol ekstrakti i¢in en yiiksek etki, HC de

1,5 mg/ml, Hexan i¢in ise ATM’de 0.3 mg/ml olarak hesaplanmistir. Bunun yaninda
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ATM ve SY methanol ekstraktlarinda 2.1 mg/ml, n-hexan ekstraktlarinda ise HBY ve
ZY’de 1.2 mg/ml olarak hesaplanmigtir.

Cizelge 4.4. Methanol ve n-hexan bitki ekstraktlarinin M. fructigena patojenine karsi
letal doz degerleri

Bitki LD Degerleri
Ekstraktlarn Methanol (mg/ml) N-hexan (mg/ml)
LDso Slope Heterojenite | LDso Slope Heterojenite

HGK* 3.5 0.899+0.133 | 0.38 2.3 0.851+0.131 | 0.84
HBY 2.5 0.879+£0.131 | 1.49 1.2 1.237+0.135 | 0.89
ATM 2.1 2.009+0.152 | 1.56 0.3 0.736+0.137 | 0.40
ATY 2.2 1.002+0.132 | 0.93 1.6 0.998+0.132 | 2.39
ATK 4.9 1.477+0.152 | 0.74 1.8 1.646+0.143 | 3.63
SY 2.1 1.482+0.139 | 0.14 9.4 0.849+0.142 | 1.23
HC 1.5 1.130+0.133 | 0.43 2.8 0.361+0.127 | 0.15
HY 2.7 1.128+0.135 | 0.20 1.6 1.197+0.134 | 0.54
MTA 6.6 1.002+0.141 | 0.44 6.2 0.685+0.132 | 0.41
PGK 23 1.29940.136 | 0.33 6.0 0.380+0.128 | 0.27
PY 3.4 1.569+0.148 | 1.51 - - 0.16
V/® 6.9 0.822+0.136 | 0.35 1.5 0.745+0.129 | 1.28
7Y 10.3 1.346+0.173 | 1.02 1.2 1.099+0.133 | 0.41
KM 3.9 1.545+0.152 | 3.77 1.3 1.100+0.133 | 0.61
KY 3.5 1.440+0.145 | 1.98 1.7 1.231+0.135 | 0.28
™ 3.2 1.068+0.135 | 1.13 1.9 1.499+40.139 | 1.01

*Simgeler ve kisaltmalar kisminda verilmistir, (-): Belirlenemedi
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Sekil 4.3. Baz1 bitki tiirlerinden elde edilen methanol ve n-hexan ekstraktlarinin M.

fructigena’nin miselyum gelisimi iizerine etkileri. *Ayni harfle gdsterilen ortalamalar arasindaki
farklar 6nemsiz, farkli harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.3’de goriildiigli gibi bitki n-hexan ve methanol ekstraktlarinin bitki patojeni M.
fructigena’nin miselyum gelisimi lizerine, kontrole gore etki gosterdigi goriilmektedir.
Bu etkiler biitiin dozlardan elde edilen verilerin ortalamasi alinarak elde edilmistir. Buna
gore, n-hexan ekstraktinin test edilen patojene karsi daha aktif oldugu goriilmektedir. Her
iki organik ¢oziicliyli degerlendirdigimiz zaman en etkili ekstraktlar ATM ve TM nin n-
hexan ekstraktlar olarak bulunmustur. Bunun yaninda methanol ekstraktinda ise en etkili

HC ve ATM olarak tespit edilmistir.

4.2. In vivo antifungal aktivite

In vitro ¢aligmalar sonunda 0-4 skalasina gore asir1 yiiksek diizeyde (cizelge 4.3) etki
gosteren Atkestanesi methanol ve n-hexan, Turung meyve n-hexan bitki ekstratlarinin en
yiiksek dozlar1 Smg/ml in vivo g¢alismalarda kullanilmstir. [n vivo ¢alismalar elma
meyvesi lzerinde M. fructigena patojenine karsi yiiriitiilmiistiir. Buna gore, pozitif
kontrole benzer etkiler gdzlenmistir. [n vitro calismalarla karsilastirdigimiz zaman benzer

sonuclar elde edilmistir (Sekil 4.4 ve Sekil 4.5).

30

25

20

15

10 I I I
0

ATM-H ATM-M TM-H
n mf 9,33 10,81 9,68 22,49 9,12 24,57

lezyon gelismesi (mm)

wn

Sekil 4.4. [n vivo galismalarda M. fructigena patojenine karsi ekstraktlarn lezyon

gelisimleri (mm). Aym harfle gosterilen ortalamalar arasindaki farklar dnemsiz, farkli harfle gosterilen
ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (p<0.05).
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Sekil 4.1.5°de goriildiigii gibi M. fructigena’ya karst Elma meyvesi lizerinde yiiriitiilen
caligsmalarda, kullanilan ekstraktlarin etkili oldugu in vivo kisminda da belirlenmistir.

Elde edilen bulgular istatistiki olarak énemli bulunmustur (P<0.05).

Sekil 4.5. /n vivo kosullar altinda M. fructigena bitki patojenine kars1 elma meyvesi
lizerinde yapilan uygulamalar (Fotograf M. fructigena inokulasyonundan 7 giin sonra
cekilmistir).

In vivo calismalarda elma meyvesi iizerinde Sekil 4.5°de goriilldiigi gibi, M.
fructigena’nin inokulasyonu sonrasinda thriam %80 uygulanan pozitif kontrolde 7 giin
sonra patojenin gelisimi tamamen durmustur. Sadece patojenin uygulalamisinin yapildigi
(C--)’de 1se 22,49 mm lezyon gelsimi, sadece %10 aseton+patojen uygulanan (C-)
uygulamasinda ise, 24,57 mm lezyon gelisiminin oldugu belirlenmistir. Bunun yaninda
kullanilan ekstratlar i¢in ise, ATM n-hexan’da 9,33 mm, ATM methanol 10.81 mm ve
TM n-hexan 9,98 mm lezyon gelisimleri gézlenmistir. Bu sonuglara gore, ekstraktlarda

istatiski olarak pozitif konrolle ayn1 oranda etkilerin oldugu goriilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Calismamizda kullanilan bitki tiirlerine karst daha once yapilmis benzer ¢alismalar
bulunmaktadir. Yapilan literatiir calismas1 sonucunda, bu ve buna benzer calismalar

asagida verilmistir.

Ertiirk, (2017)’de yapilan bir ¢calismada, Ordu ilinden toplanan atkestanesinin (4esculus
hippocastanum) yaprak, tohum, tohum kabugu ve meyve kapsiiliinden elde edilen etanol
ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitesi aragtirmistir. Ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitesi 7 bakteri ve 1 fungus tiirline karsi disk difiizyon metodu kullanilarak
belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite test sonuclarina gore, 4. hippocastanum elde
edilen ekstraktlarin hem Gram-pozitif hem de Gram-negatif bakterilere ¢cok zayif bir
sekilde antibakteriyel aktivite goOstermesine karsin, Proteus vulgaris ve Listeria
monocytogenes atkestanesi Orneklerine en duyarli mikroorganizmalar olarak
bulunmustur. Sonuglar 4. hippocastanum'un bazi Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilere kars1 zayif bir antibakteriyel etki gosterdigini fakat 4. miger’e antifungal
etkisinin olmadigini ortaya koymaktadir. Fakat bu ¢alismadan elde edilen sonuglara gore
A. hippocastanum bitkisinin meyve, yaprak ve meyve kabugunun methanol ve n-hexan
ekstraklarinin yogun sekilde M. fructigena patojenine kars: yiiksek diizeyde antifungal
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu ¢alismada kullanilan organik ¢oziiciilerin ve hastalik
etmeninin farkli olmasi yukaridaki c¢alismada belirlenen sonuglarin fakliliklarini

agiklamaktadir.

El Sawi ve ark., (2010) tarafindan yapilan bir calismada, Nerium oleander bitkisinden
elde edilen ekstraktlarinin antimikrobiyal o6zellikleri; {i¢ Gram negatif bakteri
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ve Salmonella enteritidis), ii¢c Gram pozitif
bakteri (Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes ve Staphycocos aureus) ile alt1 fungus
tiiriine (Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. niger, Fusarium moniliforme, Penicillium
expansum ve Rhizopus oryzae) karst etkinlikleri test edilmistir. Zakkum bitkisinin ham
ekstraktlarina karst maksimum diizeyde antimikrobiyal aktivite gOsteren en hassas
izolatlar R. subtilis ve A. flavus’un sirastyla 15 ve 20 mm inhibisyon zonu belirlenmistir.
En diisiik engelleyici etkinin ise A. flavus’a kars1 gortldiigiinii belirtmislerdir. Zakkum
bitkisiyle ilgili yapilmis bir diger ¢alismada ise, Boyraz ve Kocak (2006), kekik (Thymus
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vulgaris L.), kimyon (Cuminum cyminum L.), ardi¢c (Juniperus communis L.), nane
(Mentha piperita L.), zakkum (Nerium oleander L.), sarmasik (Hedera helix L.), ¢ortiikk
(Echinophora tenuifolia L.), 1sirgan (Urtica dioica L.), okaliptus (Eucaliptus sp.) ve
yavsan (Artemisia sp.) ekstraktlarinin, Alternaria mali Roberts, Fusarium oxysporum
Synder & Hansen, Botrytis cinerea Pers. Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary ve
Colletotrichum circinans (Berk.) Vogl. iizerine etkilerini arastirmiglardir. Bitki
ekstraktlarini 0,5, 1 ve 2 mL/100 mL besiyeri dozlar1 uygulanmistir. Bitki ekstraktlar
icerisinde yalnizca kekik % 100 etki gostererek fungus gelisimini engellemistir. Kimyon
ekstraktinin yiiksek dozlar1 funguslarin miselyum gelisimini tamamen engellerken diisiik
dozlar1 A. mali ve S. sclerotiorum’ a kars1 diisiik antifungal etki gostermistir. Calismada
kullanilan diger bitkiler ise % 25-100 arasinda degisen etkiler gostermistir. Bizim
yaptigimiz ¢calismada ise zakkum bitkisi ¢iceklerinden elde edilen methanol ve n-hexan
ekstraktlarinda, sirastyla 0.5, 1, 2, 5 mg/ml dozlarda %1, 13, 16, 33 oranlarinda methanol
ekstraktinda ise %39, 44, 45, 70 oranlarinda n-hexan ekstraktlarinda Monilia fructigena

patojenine kars1 etkileri goriilmiistiir.

Suurbaar ve ark., (2017) yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Ricinus communis bitkisinin
yapraklarindan elde edilen su, methanol, eter, etil asetat ve etanol ekstraktlarinin E. coli,
S. aure, P. aeruginosa, Klebsiella pneumonaie ve Candida albicans patojenlerine karsi
bakterisidal, bakteriyostatik ve fungisidal etkileri belirlenmistir. Sonug olarak, Ricinus
communis su, methanol ve etanol ekstraktalrinin analiz edilen kimyasallarin ¢ogunu
biinyesinde barindirdig1 goriilmiistiir. Test edilen patojenlere karsi kullanilan ekstraktlar
tiim mikroorganizmalarin gelisimini 6nemli diizeyde engelleyici aktivite gostermistir.
Ekstraktalrdan en yiiksek etkiyi methanol ekstrakti gostermis ve istatistiksel olarak
oenmli bulunmustur. Biitlin ekstraktlar, test organizmalar1 {izerinde degisen
konsantrasyonlarda hem bakteriyostatik hem de bakterisidal etkiler gdstermis, MIC
degerleri 3.13 ila 25.0 mg/ml ve MBC'ler 200 ile 400 mg/ml arasinda degisen oranlarda
belirlenmistir. Candida albicans''n MFC'leri ise 200 ile 400 mg/m1 degisen oranlarda
belirlenmistir. Elde edilen veriler, R. communis’in antibakteriyel ve antifungal aktiviyeye
sahip oldugunu belirlemistir. Ayrica bu bitkinin yapraklarindan elde edilen biyolojik
olarak aktif fitokimyasallarin su, methanol ve etanol ¢oziiciileri ile ekstrakte edilebilecegi
ortaya konulmustur. Benzer sekilde yapilan bu calismada ise, R. communis bitkisinin

yaprak ve govde kabugundan elde edilen methanol ve n-hexan ekstrakalarinin in vitro ve
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in vivo kosullarda M. fructigena patojenine karsi etkinlikleri belirlenmistir. Buna gore R.
communis bitkisinin gdvde kabugu ve yaprak methanol ekstrakti i¢in en yiiksek etki 5
mg/ml dozda %54 ile %56 oraninda, benzer sekilde n-hexan ekstraktinda ise %57 ile %74
arasinda etki gozlenmistir. LDso degerleri ise, 3.5 ile 2.5 mg/ml metonolde, n-hexanda ise
2.3 ile 1.2 mg/ml arasinda goriilmiistiir. Tim bu degerler ¢alisamdaki verilen 0-4
skalasina gore, R. communis bitkisinden elde edilen ekstraktlarda yiiksek diizeyde

engellemelerin oldugu goriilmektedir.

Svecova ve ark., (2013), Hayit (Vitex agnus-castus) methanol ekstrakti Pythium ultimum
kars1 giiclii antifungal aktivite gosterdigi belirtilmistir. Hem in-vitro hem de in-vivo
kosullarda domateste %0.2 oraninda miselyum biiylimesi gecikmistir. Domates fideleri
izerinde P. wultimum’a karst onemli diizeyde antifungal aktivite gostermistir. Bu
caligmada ise hayit bitkisinin ¢icek ve yapraklarindan elde edilen methanol ve n-hexan
ekstraktlarinda kullanilan 0.5, 1, 2, 5 mg/ml dozlarda %28, 44, 52, 72 oranlarinda Hayit
cicek methanol ekstraktlarinda, yine hayit yaprak methanol ekstraktinda ise %18, 33, 45
60 oranlarinda etkiler gozlenmistir. Bunun yaninda hayit cicek ve yaprak n-hexan
ekstraktinda sirasiyla, %39, 42, 48, 53 ve %31, 36, 52 ve 74 oranlarinda ekstraktlarinda
Monilia fructigena patojenine karsi etkileri goriilmiistiir. Belirlenen LDso degerleri
sirastyla methanol ve n-hexan cigek ekstraktlarinda 1.5 ve 2.8 mg/ml olarak, yaprak

ekstraktlarinda ise sirasiyla 2.7 ile 1.6 mg/ml oranlarinda hesaplanmaistir.

Sohretoglu ve ark., (2007), Bu calismada kullanilan Quercus. cerris, Q. pubescens ve Q.
coccifera ve test edilen Quercus tiirlerinin 6zellikle C. krusei'ye karsi iyl antifungal
aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica, Q. cocciferamn n-BuOH ekstrakti,
4. 8pg/mL'lik bir MIK degeri ile C. parapsilosis'e kars1 dnemli bir etki gdstermistir. Sonug
olarak, tiim ekstraktlarin antifungal aktiviteleri antibakteriyel aktivitelerinden daha iyi bir
sonu¢ vermistir. ileride yapilacak ¢alismalar antibiyotik etkinlik gdsteren biyoaktif
bilesenlerini agiklamak i¢in gereklidir. Cok direncli enfeksiyonlara kars: etkili olan yeni
bir bilesik saglayabileceginden, bu bitki ekstraktinin daha iyi analiz edilmesi gerektigini
rapor etmislerdir. Bu ¢aligsmada ise, Quercus aucheri (Pelit) bitkisinin yaprak ve govde
kabugundan elde edilen methanol ve n-n-hexan ekstraktlarinin farkli dozlarda antifungal
aktiviteleri M. fructigena patojenine karsi belirlenmistir. Elde edilne sonuglara gore, pelit

govde kabugunda en yiiksek etkiler pelit govde kabugu methanol ekstraktinda 20,50 mm
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miselyum gelismesi ile %66 oraninda engelleme gozlenmistir. Ayrica pelit yaprak n-n-
hexan ekstraktinda 21,99 mm miselyum gelisimi ile % 63 MGE orani belirlenmistir.
Bunun yaninda, letal doz degerleride belirlenmistir. Methanol PGK ve PY’de sirasiyla
2,3 ile 3,4 mg/ml, PGK n-hexanda 6mg/ml olarak, PY i¢in ise hesaplanamamaistir.

Badawy ve Abdelgaleil, (2013), yapmis olduklar1 calismada 18 farkli bitki tiiriinde bizim
calismamizda yer alan Citrus aurantium ve Vitex agnus-castus btikilerininden i¢inde
bulundugu bu ¢alismada, bu bitki tiirlerinin antimikrobiyal, antibakteriyel ve antifungal
aktiviteleri test edilmistir. Elde edilen ugucu yaglarin ana bilesenleri limonene (C.
aurantifolia, C. lemon, Citrus paradise ve C. sinensis sirasiyla 40.19%, 56.30%, 74.29%
ve 89.23% ), a-pinene bileseni (C. sempervirens, T. occidentalis, M. communis ve S.
cumini swrasiyla 37.88%, 35.49%, 26.16% ve 17.26%), 1,8-cineole (C. viminals ve R.
officinalis sirasiyla 71.77% ve 19.60%), pulegone (O. vulgare 77.45%), B-thujone (A.
judaica 49.83%), capillene (4. monosperma 36.86% ), sabinene (S. fterebinthifolius
14.93%), a-phellandrene (S. molle 29.87% ), 4-terpeneol (C. macrocarpa 20.29%), trans-
caryophyllene (V. agnus-castus 15.19%) ve p-citronellol (P. graveolens 35.92%)
bitkilerden izole edildigini belirtmislerdir. 18 bitki tiirliniin antifungal aktivitesinin
arastirilmasinda 4 farkli fungus kiiltirii (4. alternata, B. cineria, F. Solani, F.
oxysporium) kullanilmistir. A. monosperma’dan elde edilen ugucu yag en cok etkiyi A.
solani’ye kars1 gostermistir. Bitki orneklerinden A. monosperma, C. aurantifolia, C.
macrocarpa, O. vulgare, P. graveolens, S. cumini ve V. agnus-castus un EC50 degeri
sirastyla 54, 116, 182, 131, 133, 115 and 167 mg/L olarak tespit edilmistir. C. paradise
ve C. sinensis bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin ED50 degerleri (634 ve 733 mg/l)
diisiik etki gostermistir. Sonug olarak bitki 6rneklerinden izole edilen ugucu yaglar her
fungus etmeninde farkli etkiler gostermistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise turung
meyvesinin kabugundan elde edilen methanol ve n-hexan ekstraktlarinin kullanilan 5
mg/ml dozlarinda sirasiyla %54 ile %78 oranlarinda Monilia fructigena patojenine karsi
MGE degerleri gozlenmistir. Ayrica Turung meyve kabugunu methanol ve n-hexan

ekstraktlarinin LDso degerleri 3.2 mg/ml ve 3.9 mg/ml oranlarinda etkileri goriilmiistiir.

Sati ve ark., (2013) tarafindan yiiriitilen bir calismada Salix babylonica bitkisinin
koklerinden ve Triumfetta pillosanin toprak iistii aksamindan elde edilen etanol

ekstraktlarin Fusarium oxysporum'a kars1 anti-fungisit aktivitesi arastirilmistir. in vitro
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kosullar altinda yiiriitiilen bu ¢alismada, pertilerde PDA ortami igine test patojeni F.
oxysporum’un inokiilasyonundan 6nce farkli konsantrasyonlarda % 2, 5, 10 ve % 20
oraninda bitkilerden elde edilen ekstraktlar PDA ortamina ilave edilmis ve inokulasyon
islemi gergeklestirilmistir. Calisma sonuclarina gore, S. babylonica'nin etanol ekstrakti %
20 konsantrasyonda F. oxysporum'a kars1 yiiksek diizeyde etkili oldugu belirlenmistir.
Calismamizda kullanilan Salix babylonica yaprak ekstraktlarinin yiiksek elde edilen
methanol ekstraktinin yiiksek diizeyde (%71) etki gOstermesine karsin n-hexan
ekstraktinin orta diizeyde (%38) etki gostermistir. Bu etkideki fakliliklarin bitkinin
biinyesinde ve fakli kismlarinda bulunan antifungal maddelerin organik ¢oziiciilere gore

farkli seviyelerde ¢ozdiiklerinden kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Onaran (2016) tarafindan yapilan bir calismada farkli bitkilerin methanol, aseton, etil
asetat ve n-heksan ekstraktlarinin antifungal etkilerinin ortaya konmasi amaciyla
gerceklestirilen bir calismada, Ricinus communis, Vitex agnus-castus, Heracleum
platytaenium, Isatis glauca ve Polygonum cognatum, bitkilerinden elde edilen
ekstraktlar; salatalik, domates, patates ve nohutun 6nemli patojenleri arasinda yer alan
Sclerotinia sclerotiorum, Alternaria solani, Rhizoctonia solani ve Ascochyta rabiei bitki
patojenlerine karsi etkinlik diizeyleri belirlnemisitir. Elde edilen sonuglara gore, tiim
coOzciileri birlikte degerlendigimiz zaman, bitki ekstraktlarinin patojenlerin miselyum
gelisimini en yiiksek etki gosterenden en diisiige dogru engelleme durumlarina gore
sirastyla, Ricinus communis’un govde ekstarkti, Vitex agnus-castus yaprak ekstrakti,
Heracleum platytaenium yaprak ekstrakti, Heracleum platytaenium ¢igek ekstrakti,
Polygonum cognatum yaprak ekstrakti, Ricinus communis yaprak ekstraktt ve I[satis
glauca cigeklerinden elde edilen ekstraktalrin oldugunu vurgulamistir. Bizim ¢calismamizi
yukarida karsilatirdigimiz c¢alismada kullanilan benzer bitki tiirlerini ile (Ricinus
communis, Vitex agnus-castus, Polygonum cognatum) her iki organik ¢oziiciiyli beraber
degerlendirdigimiz zaman, M. fructigena bitki patojenine karsi en etkili bitki tiirlerinin

siralamasinin V. agnus-castus, R. communis, P. cognatum oldugu belirlenmistir.

Benzer c¢alismalarda bitki ekstraktlarinin hedef alinan hastalik etmenine karsi farkli
oranlarda etkili oldugu baska arastiricilar tarafindan da bildirilmistir. Bu calisamda,
Elmada Monilia fructigena patojenine kars1 kullanilan 0.5, 1, 2, 5 mg/ml dozlarda

etkinligi en yliksek oldugu belirlenen bitki ekstraktlar atkestanesi ve turung’un n-hexan
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ekstraktlart olarak bulunmustur. Bunun yaninda methanol ekstraktinda ise en etkili hayit
ve atkestanesi olarak tespit edilmistir. Bu Monilia fructigena ve Monilia tiirlerine karsi

yapilmis bir¢ok ¢alisma olup bu ¢alismalardan bazilar sunlardir;

Nikolov ve Ganchev, (2010), yapmis oldugu c¢alismada potasyum sorbatin bazi
fitopatojenlere kars1 in vitro antifungal aktivitesi incelenmistir. Calismada 4. solani, B.
cineria ve M. fructigena bitki patojeni funguslar kullanilmistir. Test edilen potasyum
sorbatin Alternaria Solani iizerine bir etkisi olmadigr belirlenmistir. Fakat M.

fructigena'ya %0.3 ve B. cinerea’ya karst % 3 bir etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Bayar ve ark., (2017), yapmis olduklar1 ¢alismalara gore 6grek otunun ¢icekleri ve mersin
bitkisinin yapraklar iki farkli sehirden toplanmigtir. Bitkilerin materyallerinin ugucu
yaglari, Schilcher cihazi ile hydrodistilasyon yontemi kullanilarak elde edilmistir. Bitki
orneklerine saf su ilave edilerek (1:10 w/v) 2 saat siire ile kaynatilmistir. Elde edilen
ucucu yaglar denemelerde kullanilmak iizere + 4°C’de buzdolabinda saklanmistir.
Calismada fungus kiiltiirli olarak Alternaria solani ve M. laxa kullanilmistir. Sonug olarak
caligmada kullanilan bitki materyallerinde degisik oranlarda etki gozlemlenmistir. Bu
bitkilerden mersin 1, 3, 5 ul'lik dozlarda A. Solani fungusunun kontrole kiyasla gelisimini
belli oranda azaltmistir. 7 ve 10 pl'lik dozlarda ise %100 etki gdstermistir. Monilinia laxa
patojeninde ise kontrole kiyasla degisen oranlarda miselyum gelisimini engellemistir. 10
ul dozda A. solani miselyum gelisimini % 77.63, M. laxa miselyum gelisimini ise %

59.63 oraninda engellemistir.

Sin ve ark., (2017) tarafindan yiiriitiilen ¢alismada; Orabanche ramosa, Viscum album ve
Cuscuta campestris'den elde edilen methanol ekstraktlar1 farkli dozlarda Alternaria
solani, Monilinia fructigena, Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici (FORL)'ye
kars1 antifungal aktiviteleri test edilmigstir. Bitki ekstraktlarinin ylizde miselyum gelisim
engelleme (MGE) oranlar1 ve letal dozlart (LDso90)’na iliskin sonuglar dikkate
alindiginda belirgin bir sekilde antifungal aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Calismada
kullanilan ekstraklarin M. fructigena'min miselyum gelisimini engelledigi tespit
edilmistir. Ekstraklarin dozlar artirldiginda etkide artmaktadir. Kullanilan bitki
ekstraktlarin misel gelisimini engelleme oram1 %10-78 arasinda degismektedir. V.
album’un en yiiksek uygulama dozunda M. fructigena'in misel gelisimi %78 oraninda

engellenmistir. Kullanilan bitki ekstraktlarinin M. frugtigena igin LDso degerleri 7.54-
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9.29 mg/ml LDy degerleri ise 43.51-101.97 mg/ml oldugu belirlenmistir. Mancini ve
ark., (2014) tarafindan yiiriitiilen bir calismada ise Origanum vulgare ssp. hirtum ugucu
yaglarinin, hem M. fructigena hem de diger iki 6nemli depo hastaligi etmeni olan M. laxa,

ve M. fructicola tirlerinin misel gelisimini tamamen inhibe ettigi ortaya konulmustur.

Onaran, (2018) tarafindan yapilan calismada Liquidambar orientalis Mill. bitkisinin
yapraklar1 gelisme donemi takip edilerek toplanarak saf su ile yikandiktan sonra oda
sicakliginda kurutulduktan sonra calismada kullanilmistir. Sigla agacina ait regine ise
nisan ayinda agag lizerine ¢izikler cizilerek salgilanan salgilar temmuz ayinda 6zel
bigaklar ile toplanarak bitkinin kabugu ile birlikte kaynatildiktan sonra pres yardimiyla
sikilarak sigla reginesi elde edilmistir. Calismada fungus kiiltiirii olarak Monilinia
fructigena ve Fusarium oxysporium kullanmilmistir. L. orientalis bitkisinin yaprak
ekstrakt1 her iki patojene kars1 farkli etki gostermistir. En yiiksek miselyum gelisimi 5
mg/ml'lik dozda goézlemlenirken en diisiik miselyum gelisimi 20 mg/ml'lik dozda
gbézlemlenmistir. L. orientalis bitkisinin recgine ekstraktinda M. fructigena da miselyum
gelisimi olmamistir. Bu ekstrakta M. fructigena F. oxysporuma gore daha fazla etki
gostermistir. En yliksek ylizde miselyum gelisim orani regine ekstraktinda 10 mg/ml ve
20 mg/ml dozlarinda M. fructigena (%100 ve %97) hastalik etmenine kars1 gozlenmistir.
Sonug olarak regine ektrakti yaprak ekstraktina gore daha etkili bulmuslardir. Gatto ve
ark., (2011) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise bitki ekstraklarinin meyve ve sebzelerde
hasat sonrasi ortaya funguslarin yonetiminde sentetik fungisitlere yararli bir alternatif
olabilecegi ortaya konulmustur. Caligmada, dokuz yabani yenilebilir otsu bitki tlirlinden
(Borago officinalis, Orobanche crenata, Plantago koronopus, P. lanceolata, Sanguisorba
kiictik, Silene vulgaris, Sonchus asper, Sonchus oleraceus ve Taraxacum officinale) elde
edilen ekstraktlar in vitro ve in vivo kosullarinda baz1 6nemli hasat sonrasi patojenlere
kars1 fungusidal aktiviteleri yoniiyle degerlendirmistir. Calismada Botrytis cinerea,
Penicillium digitatum, P. expansum, P. italicum, Aspergillus carbonarius ve A. Niger
yaninda bir baska Monilya tiri olan Monilinia laxa’ya da yer verilmistir. Tim
ekstraktlarin fenolik bilesimi HPLC ile degerlendirilmistir. S. minor ve O. crenata
ekstraklart tiim denemelerde en yiiksek etkinligi gostermistir. Ozelllikle in vitro
kosularinda S. minor’un M. laxa, P. digitatum, P. italicum ve A. niger'm konidial
¢imlenmesini tamamen inhibe ettigi ve B. cinereaminkileri énemli diizeyde azalttig

saptanmistir. Benzer sekilde O. crenata ekstraktinin da, test edilen tiim funguslarin
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konidial ¢imlenmenin daha diisiik seviyede fakat yine de onemli Ol¢iide azaldig
saptanmistir. Ayrica, her iki tiirden elde edilen ekstraktlarin ayn1 zamanda konidilerin,
germ tiiplinliin uzamasim1 da azaltiltig1 saptanmustir. Calismada genel olarak fenolik
konsantrasyonu (doz) arttikca antifungal aktivitede de bir artis gézlenmistir. Yaral
meyvelerde yapilan denemelerde, S. minorekstraktinin kayisi ve nektarinlerde M. laxa 'y1
tamamen engellemistir. O. crenata ekstrakti ise sirasiyla sofralik tizlim, kayis1 ve nektarin
ve portakaldaki gri kiif, kahverengi clirlik ve yesil kiifii azaltmistir. Calismada
ekstraktlarin antifungal etkileri ekstraktlarda bulunan bazi kafeik asit tiirevlerinin ve/veya

flavonoidlerin varligina baglamiglardir.

Sonug olarak; ¢alismamizda kullanilan bitki ekstralarindan elde edilen methanol ve n-
hexan ekstraktlarinin Monilia fructigena patojenine kars1 in vitro ve in vivo kosullar
altinda yiiriitiillen etkinlik ¢alismalarinda, biitiin bitki ekstraktlarinin degisen oranlarda
antifungal aktivite sergiledigi belirlenmistir. Bu antifungal aktivite degerleri kullanilan
methanol ve n-hexan ekstraktlarinin kullanilan bitki tiiriine, bitkinin kullanilan kismina,
dozlarina ve ¢dziiciiniin cinsine bagli olarak degiskenlik gosterdigi belirlenmistir. In vivo
sonuclarda, in vitro sonuglar1 destekler nitelikte veriler elde edilmistir. Yapilan literatiir
calismasi sonucunda, Polyganum cognatum bitkisi ilk defa bu ¢alisma ile M. fructigena
patojenine kars1 etkinligi belirlenmistir. Bitkilerden elde edilen {iriinlerin alternatif
miicadele i¢in etkin bir sekilde kullanilmasi ile bitkilerde hastalik, zararli ve yabanci
otlarin miicadelesinde kullanilan pestisitlerin yerini alabilecek yeni biyo-pestisitlerin

gelistirilmesi acisindan bu ¢alismada elde edilen sonuglar dnemlidir.
Elde edilen bu sonuglara gore bazi 6nerilerde bulunacak olursak;

e (Calismamizda etkinligi belirlenen bitki tiirlerinin, daha sonraki ¢aligmalarda aktif
maddelerinin belirlenmesi,

e Bu calismanin arazi kosullarinda arastirilmasi gerkliligi,

e Kaullanilan bitkisel ekstraktlarin farkli bitki patojeni fungus ve bakteri tiirlerine
karsida kullanilarak etkinliklerinin belirlenmesi ile daha fazla organizmaya karsi

test edilmesi gerekmektedir.
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