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Oz

Gecmisten gilinlimiize kadar, bitkilerden elde edilen dogal antifungal maddeler alternatif miicadele yontemi olarak
kullanilmaktadir. Bu ¢alismada, iilkemizde endemik olarak yetisen Liquidambar orientalis Mill. bitkisinden elde edilen
regine ve yaprak methanol ekstraktinin antifungal etkileri aragtirilmigtir. Calismamizda, hiyar ve elma bitkilerinde sorun
olan fungal hastalik etmenleri Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum (FOC) ve Monilinia fructigena’ya karsi agar
petri metodu kullanilarak farkli bitki ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlardaki antifungal etkinlikleri arastirilmistir.
Caligmalarda bitki ekstraktlariin 0 (negatif kontrol), 5, 10 ve 20 mg/ml konsantrasyonlar1 kullanilmis ve elde edilen
veriler sonucunda, miselyum gelisim engellemesi (MGE) ve Letal doz (LDsg.go) degerleri belirlenmistir. Ekstraktlarin
fungal etmenlere kars1 kullanilan her konsantrasyonunda antifungal aktivite gostermistir. Konsantrasyon miktar1 artikca
MGE degerlerinin (%) artt1g1 belirlenmistir. L. orientalis regine ekstrakti i¢in en yliksek MGE orani, M. fructigena’da
%100, FOC’da ise %74 olarak hesaplanmistir. Bu degerlerin, L. orientalis yaprak ekstrakti uygulamasinda ise M.
fructigena’da %66 ve FOC’da %51 olarak belirlenmistir. LDsy degerleri regine ekstraktinda M. fructigena igin 7.32
mg/ml ve FOC igin 4.42 mg/ml, yaprak ekstraktinda da M. fructigena i¢in 16.98 mg/ml ve FOC i¢in 7.65mg/ml olarak
belirlenmistir. LDgy degerleri ise regine ekstraktinda M. fructigena i¢in 7.68 mg/ml ve FOC i¢in 51.48 mg/ml arasinda,
yaprak ekstraktinda ise M. fructigena icin 121.91 mg/ml ve FOC i¢in 364.59 mg/ml olarak belirlenmistir. Bu sonuglara
gore, test organizmalarina karsi regine ekstrakti, yaprak ekstraktindan daha etkili bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Antifungal Aktivite, Bitki Ekstrakti, Liquidambar orientalis, Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum, Monilinia fructigena

Abstract

Natural antifungal substances obtained from plants are used as an alternative method of struggle from past to present
day. In this study, the antifungal effects of different concentrations of methanol extract obtained from resin and leaves
of Ligquidambar orientalis Mill. plant, endemically grown in Turkey, was investigated by using agar plate method
against fungal disease agents Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum (FOC) and Monilinia fructigena plant
pathogens causing damage cucumber and apple plants, respectively were used. Mycelial growth inhibition (MGI) and
lethal doses (LDsgg9) Were obtained by using concentrations of plant extarcts at 0 (negative control), 5, 10 and 20
mg/ml. Plant extract showed antifungal effects at the all concentrations used. MGI (%) values increased as the amount
of concentration increased. Thus, the highest MGI ratio for L. orientalis resin is calculated 100% against M. fructigena
and 74% for FOC. These values were 66% for M. fructigena and 51% for FOC for L. orientalis leaf extract. In
addition, LDsy values were 7.32 mg/ml for M. fructigena, 4.42 mg/ml for FOC in case of resin extract and 16.98 mg/ml
for M. fructigena, 7.65 mg/ml for FOC in case of leaf extract. LDy, values were found between 7.68 mg/ml for M.
fructigena to 51.48 mg/ml for FOC in resin extract and 121.91 mg/ml for M. fructigena to 364.59 mg/ml for FOC in
leaf extract. As a result, the resin extract against the test organisms was found to be more effective than the leaf extract.
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Monilinia fructigena
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1. Giris

Diinya’da ve {ilkemizde, sebze ve meyvelerde
ekonomik anlamda firiin kayiplarina neden olan
pek c¢ok hastalik etmeni bulunmaktadir. Bu
calismada kullanilan fungal hastalik
etmenlerinden, Fusarium solgunluk hastalig1
Diinya’nin  bir¢ok yerinde hiyarda Fusarium
oxysporum f. sp. cucumerinum tarafindan ciddi
ekonomik kayiplara neden olan bir patojendir. Bu
patojen hiyar bitkisine Ozellesmistir (Ahn vd.,
1997; Owen, 1955). Monilinia fructigena
elmalarda mumyalagma hastaliginin etmeni olup,
yumusak ve sert c¢ekirdekli meyve agaglarinda
meyvenin mumyalagarak dalda asili kalmasi
seklinde goriilmektedir (Van vd., 2000).

Tiirkiye’de Aydin ve Mugla civarinda (Kdycegiz)
yetisen, bu bdlgede giinlilk agaci olarak bilinen
Anadolu sigla agaci, (Liquidambar orientalis var.
orientalis Mill.) endemik bir agactir. Bu agag
tiri, 20 metreye kadar boylanabilmekte ve
gorlinlis olarak ¢inara benzemektedir. Ege ve
Akdeniz Bolgelerinin dogal sinir1 olan Dalaman
cay1 boyunca yayilim gostermektedir. Subtropikal
iklim ozellikleri goriilen sicak, nemli ve suyu bol
yerlerde yetisen uzun Omiirli bir agactir (Hill,
1952; Giinal, 1994).

Bitkilerden elde edilen, bitkisel kaynakl iiriinlerin
antifungal etkileri her gegen giin Onem
kazanmaktadir. Bu antifungal maddeler genellikle
hicbir yan etkisi olmayan, benzersiz Ozelikte bir
avantaj  saglamaktadir.  Giiniimiizde  bitki
patojenlerine karsi kullanilan pestisitler yan
etkileri sebebiyle ¢evre ve insan sagligini olumsuz
bir sekilde etkilemektedir. Bu nedenle, pestisit
kullanimin1 en aza indirecek alternatif miicadele
yontemlerinin arastirilmasi 6nem arz etmektedir.
Yapilan arastirmalar sonucunda bitkilerden elde
edilen ekstraktlarin antifungal (Diilger ve
Hacioglu, 2008; Erdogan vd., 2016; Kalkisim,
2012; Sin vd., 2017), antibakteriyel (Basim vd.,
2000; Baydar vd., 2004; Kalhora vd., 2014),
nematisidal (Hatipoglu ve Kagkavalci, 2007
Kaskavalc1 ve Civelek, 2009; Tan, 2011),
herbisidal (Kordali vd., 2009; Yilar vd., 2012;
Ozcan vd., 2013) ve insektisidal (Aslan vd., 2005;
Gokee vd., 2006; Karakog vd., 2013) etkiye sahip
oldugu bir ¢ok arastirici tarafindan belirlenmistir.
Sigla agacindan elde edilen bitki ekstraklarinin
antifungal etkinliginin  belirlenmesi  {izerine
olduk¢a kisitli sayida arastirma bulunmaktadir
(Lee vd., 2009; Onaran ve Bayan, 2016).

Bu ¢alismada, tilkemiz florasinda endemik olarak
yetisen Liquidambar orientalis L. bitkisinden elde
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edilen regine ve yaprak methanol ekstraktinin,
hiyar’da Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum
(FOC) ve elma’da Monilinia fructigena bitki
fungal patojenlerine karsi antifungal etkilerinin
belirlenmesi amag¢lanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki Materyali

Caligmada kullanilan Liquidambar orientalis Mill.
bitkisine ait yaprak kisimlar1 2016 yilinda gelisme
donemlerine gére Mugla Ili’nden toplanmugtir.
Toplanan bitki kismu steril saf suyla yikanmis ve
oda sicakliginda goélgede kurutulmus, daha sonra
her bitki kismi o&giitiiciiden gecirilerek kiiciik
parcalara ayrilmasi saglanmistir. Sigla bitkisine ait
re¢ine kismu ise Mugla [li’nin  Koycegiz
Ilgesi’'nden koyliilerden temin edilmistir. Regine
elde etmek icin bahar aylarinda agacin gévdesine
cizikler ¢izilerek, temmuz ayindan itibaren gdvde
iizerinde biriken salg1 ve kabuklar 6zel bicaklar ile
kazinarak toplanmig ve bu salgi ve kabuklar sicak
su ile kaynatildiktan sonra 6zel preslerde sikilarak
sigla recinesi elde edilmistir.

2.2. Bitki Ekstraknt

Ogiitiilmiis bitki materyalinden 100 gr tartilarak
1L cam kaplara konulmus ve bitki Orneginin
tizerini kapatacak kadar organik ¢6ziicii methanol
(gr/mL) ilave edilmistir. Cozelti, 72 saat oda
sicakhiginda  (25+2°C)  inkubatdrlii  orbital
calkalayicida (Lab. corporation Group, Model-Sl-
300) 120 rpm de karigtirilmig ve ekstraktlar kaba
filtre kagidindan gecirilerek, organik c¢oziicii
ratory evaporator (Heildolph Group, Model-Hei-
Vap Presicion) ile 40°C’de buharlastirilarak
uzaklastirilmistir. Elde edilen kuru ekstrakt ve
recine %50 sulu aseton ile ¢oziilmiistiir (Kalkigim,
2012).

2.3. Bitki Patojenleri

Calismada, Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi, Bitki Koruma Boliimii, Fitopatoloji
laboratuvart stok kdiltiirlerinde yer alan ve
hiyardan izole edilen Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum ile elmadan izole edilen Monilinia
fructigena bitki patojeni funguslar kullanilmigtir.
Fungus Kkiltiirleri, 20 ml potato dextrose agar
(PDA) iceren 90 mm petri kaplarinda 25+2°C°de 7
giin gelistirildikten sonra ¢alismada kullanilmistir.

2.4. Besi Ortamu

Patojen funguslarin ¢ogaltilmasinda ve antifungal
etkinin saptanmasinda standart besiyeri olan
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Patates Dekstroz Agar (PDA; Merck) (40 g PDA,
1000 ml saf su) besiyeri kullanilmustir.

2.5. Antifungal Etki Calismalar:

Sigla agact yaprak ekstraktinin ve recinesinin
antifungal etkisini belirlemek amaciyla agar plate
metodu uygulanmistir (Nwosu ve Okafor, 1995).
Otoklavda 121°C’de 20 dakika sterilize edilen ve
40°C’ye kadar sogutulan PDA besi yerine sigla
agacinin yaprak ekstrakti ve reginenin son
konsantrasyonlar1 0 (negatif kontrol), 5, 10 ve 20
mg/ml olacak sekilde dozlar ilave edilmistir.
Sterilize edilen karigimdan her bir steril petriye (6
cm ¢ap) 10 ml dokilmistir. Petriler oda
sartlarinda bir gece bekletildikten sonra, daha
onceden PDA besi yerinde gelistirilen yedi giinliik
patojen kiiltiirlerinin biiylimenin devam ettigi ug
kisimlarindan 5 mm ¢apli mantar delici ile diskler
almarak PDA besi ortaminin ortasina fungusun
bulundugu besin ortamina temas edecek sekilde
birer adet disk aktarilarak 23+2°C’de 7 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir.  Fungal
gelisimler her giinlin sonunda kayit edilmis ve 7
giin boyunca devam edilmistir (Onaran ve Yilar,
2012). Koloni ¢apmin o6l¢iimii fungus koloni
capmin birbirine dik ayr1 yonde Olgiilmesi
seklinde yapilmistir (Benjilali vd., 1984). Pozitif
kontrol olarak standart bir fungusit olan thiram
%80 ticari firmanin 6nerdigi dozda kullanilmistir.
Negatif kontrol olarak ise %50 aseton
kullanilmistir.  Deneme 4 tekerriirlii ve 2
tekrarlamali olarak yiriitiilmiistiir. Elde edilen
sonuglara gbére ylizde miselyum gelisim
engellemesi (MGE) ise asagidaki formiil
yardimiyla hesaplanmistir (Pandey vd., 1982).

dc—dt

MGE = x 100

@)
MGE (%): Miselyum gelisim engellemesi
dc: Kontroldeki miselyum gelismesi

dt: Uygulamadaki miselyum geligsmesi

2.6. Istatistiksel Analiz

Calisgma sonucunda elde edilen veriler, SSPS
istatistik paket programi kullanilarak varyans
analizine tabi tutulmus, ortalamalar arasindaki
farklar DUNCAN testi ile belirlenmistir. Lethal
dozlar (LDspg0) Polo 1.0 programi kullanilarak
belirlenmigtir.
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3. Bulgular ve Tartisma

Calismada, sigla bitkisinin recine ve yaprak
methanol ekstaktlarinin onemli bitki
patojenlerinden F. oxysporum f.sp. cucumerinum
(FOC) ve M. fructigena’ya karsi antifungal
etkileri aragtirilmistir. Bitki patojenlerinin sigla
agacmnin yaprak ve recine ekstraktlarina karsi
gostermis olduklari miselyum gelismeleri Sekil 1
ve 2’de verilmistir. Sigla agacinin yaprak ve
recine ekstraktlar1 degisen oranlarda istatistiki
olarak (P=0.05) antifungal etki gostermistir.

L. orientalis’in yaprak ekstraktinin {i¢ dozunda da
bitki  patojenlerinin  gelisimini  engelledigi
belirlenirken, her patojen icin antifungal etki
degerleri farkli bulunmustur. Her iki patojen igin
en yiksek miselyum gelisimi 5mg/ml dozunda
saptanirken, en disilk miselyum gelisimi 20
mg/ml dozunda saptanmustir. M. fructigena
FOC’a gore yaprak ekstraktindan daha fazla
etkilenmistir. Yaprak ekstraktinin dozu arttikga
antifungal etkisi de artmistir. Her iki patojen
grubu i¢inde pozitif kontrolde miselyum gelismesi
olmamustir (Sekil 1).

L. orientalis’in regine ekstraktinin {i¢ dozu benzer
sekilde bitki patojenlerinin gelisimini engellerken,
her patojen icin antifungal etki degerleri de farkli
bulunmustur. Yine benzer sekilde her iki patojen
icin en yiksek miselyum gelisimi Smg/ml
dozunda saptanirken, en diisilk miselyum gelisimi
20 mg/ml dozunda saptanmis ve M. fructigenia’da
miselyum  gelismesi  olmamustir.  Regine
ekstraktinda M. fructigenia FOC’a gore daha fazla
etkilenmistir. Yaprak ekstraktinda oldugu gibi doz
artttkca  antifungal etkide artmustir.  Test
mikroorganizmalar1 pozitif kontrolde gelisme
gostermemistir. Bitki patojenlerine karsi recine
ekstrakti yaprak ekstraktindan daha fazla etkili
bulunmustur (Sekil 2).

Test edilen mikroorganizmalara karsi yaprak ve
recine ekstraktlarinin yiizde miselyum gelisim
engellemeleri (MGE) Tablo 1°de verilmistir.
Tablo 1 incelendiginde, doz artisina bagli olarak
miselyum gelisiminin tamamen durdugu, hatta
%100 engellemenin oldugu belirlenmistir. En
yikksek ylizde miselyum gelisim orami regine
ekstraktinda 10 mg/ml ve 20 mg/ml dozlarinda M.
fructigena (%100 ve %97) hastalik etmenine kars1
gozlenmistir. Yaprak ekstraktinda ise en yiiksek
etki M. fructigena’ya karst 20 mg/ml dozunda
%66 oraninda gerceklesmistir. Her iki patojene
kargi yaprak ekstraktinin miselyum gelisim
engelleme oram1 regine ekstraktina gore daha
diisiik saptanmustir.
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Sekil 1. L. orientalis yaprak ekstraktinin test mikroorganizmalarinin miselyum gelisimi iizerine
etkileri. FOC: Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, Mf: Monilinia fructigena, C-: Negatif

kontrol, C+: Pozitif kontrol
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Sekil 2. L. orientalis regine ekstraktinin test mikroorganizmalarimin miselyum gelisimi iizerine
etkileri. FOC: Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, Mf: Monilinia fructigena, C-: Negatif

kontrol, C+: Pozitif kontrol

Tablo 1. Test mikroorganizmalarina karst L.

orientalis  ekstraktlarmin =~ miselyum  gelisim
engellemesi (%).
‘Bitki kisimlar1 ~ Dozlar (mg/ml)  *FOC  *Mf ‘
5 40 62
Recine 10 58 97
20 74 100
5 29 42
Yaprak 10 43 56
20 51 66
C- Aseton %50 0 0
C+ Thiram %80 100 100

FOC: Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, Mf: Monilinia
fructigena
C-=Negatif kontrol
(Patojen+Thiram)

(Patojen+Aseton), C+= Pozitif kontrol
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Test edilen mikroorganizmalara karsi kullanilan
sigla  agacinin  ekstraktlarnmin  LDsp  (Test
organizmalarmin %50’sini dldiiren doz) ve LDgy
(Test organizmalarinin %90’nin1  6ldiiren doz)
degerleri hesaplanmustir (Tablo 2). Elde edilen
sonuglara gore; recine ekstraktinda LDs, degeri
FOC’da 7.32 mg/ml, M. fructigena’da 4.42 mg/ml
olarak belirlenirken, yaprak ekstraktinda bu oran
16.98 mg/ml ve 7.66 mg/ml olarak belirlenmistir.

Regine ekstraktinda LDgy degeri FOC’da 51.48
mg/ml, M. fructigena’da 7.68 mg/ml olarak
saptanirken, yaprak ekstraktinda bu oran 364.59
mg/ml ve 121.91 mg/ml olarak saptanmustir. L.
orientalis’in ekstraktlarma en duyarli hastalik
etmeninin M. frugtigena oldugu belirlenmistir.
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Tablo 2. Test mikroorganizmalarina karsi L.
orientalis’in ekstraktlarinin lethal doz degerleri
(mg/ml)

Test Regine Yaprak
Mikroorganizmalari (mg/ml) (mg/ml)
LDsg 7.32 16.98
LDgy 51.48 364.59
*FOC  Slope 1.513+0.230 | 0.962+0.225
Heterojenite | 0.58 0.35
Ki-Kare 4.75 2.42
LDsg 4.42 7.66
LDgy 7.68 121.91
*Mf Slope 5.346+0.699 | 1.066+0.232
Heterojenite | 1.99 0.31
Ki-Kare 13.96 2.17

*FOC= Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum Mf=Monilinia
fructigena

Daha o6nce yapilan bir baska c¢alismada, L.
orientalis’in regine ekstraktinin 13 adet ekonomik
Onemi olan bitki bakteri hastaligina kars1 %1, 2.5,
5, 10 ve 20 konsantrasyonlarinda antibakteriyel
ozelligi aragtirilmis, en yiiksek antibakteriyel etki
%20’lik konsatrasyonda bulunmustur.
Uygulamanin hem in vitro hem de in vivo
calismalarda Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis, Pseudomonas syringae pv. tomato
ve Xanthomonas axonopodis pv. Vesicatoria’nin
gelisimini tamamen engelledigi bildirilmistir
(Basim ve Basim, 2013). Bir diger g¢alismada,
aralarinda L. orientalis’de bulundugu ticari olarak
satilan 40 adet bitki yagmm, Phytophthora
cactorum, Cryphonectria parasitica ve Fusarium
circinatum bitki patojenlerine karsi antifungal
etkisi belirlenmis, en yiiksek antifungal etkinin L.
orientalis’in recine ekstraktinda Phytophthora
cactorum’a kars1 gerceklestigi tespit edilmis ve
ekstraktin giiglii  sekilde spor ve miselyum
gelisimini engelledigi vurgulanmistir (Lee vd,
2009). Onaran ve Bayan (2016)’da L. orientalis’in
yaprak ve regine ekstraktlarmin antifungal
etkinligini bir bagska 6nemli bitki fungal hastalik
etmenlerinden olan Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, Alternaria solani, Botrytis cinerea,
Rhizoctonia solani, ve Sclerotinia sclerotiorum’a
karsi arastirmislardir. Yapilan literatiir
taramalarinda, fungal hastalik etmenlerinden
Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum ve
Monilinia fructigena karsti L. orientalis’in
etkinliginin belirlendigi bir caligmaya
rastlanmamigtir.  Calisgma  sonucunda  sigla
agacindan elde edilen regine yagindan iimitvar
sonuclar elde edilmistir.  Ayrica, ¢esitli
arastiricilar  tarafindan L. orientalis’den elde
edilen yaprak ve recine ekstraktlarmin
antibakteriyel (Sagdi¢ vd., 2005), nematicidal
(Kim vd., 2008) ve insektisidal (Kanat ve Alma,
2004) etkinliklerinin oldugu da belirlenmistir.
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4. Sonuc¢
Gegmisten giliniimiize kadar, bitkilerin
blinyelerinde bulunan antifungal maddelerin

belirlenerek kullaniminin artirilmasina yonelik
bircok arastirma yapilmistir. Bu arastirmalar
sonucunda, yeni dogal antifungal maddeler
bulunmus ve bulunmaya devam edilmektedir.
Dogal antifungal maddelerin kullanimi1
sonucunda, bitki hastaliklarin miicadelesinde
kullanilan kimyasallarin daha az kullanimina
olanak saglamustir.

Yapilan bu caligmada, L. orientalis ekstraktlari F.
oxysporum f.sp. cucumerinum ve M. fructigena’a
ait izolatlara in vitro sartlarda etkili bulunmustur.
Bu etkinin farkl sicaklik ve nem degerlerine sahip
olan arazi kosullarinda degisiklik gosterebilecegi
muhtemeldir. Gelecekte bu hastalik etmenlerine
kargi etkili olan bu ekstraktlar1 da igine alacak
sekilde c¢aligmalarin yapilmasi Onemlidir. L.
orientalis ekstraktlarinin madde tayin
caligmalarina  Onciilik  edecegi ve  bitki
patojenlerinin kontroliinde kullanilan pestisitlerin
yerini alabilecek alternatif miicadele
yontemlerinin  gelistirilmesi ag¢isindan olanak
saglayacagi on goriilmektedir.
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