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Bazi Bitki Ekstraktlarinin In Vitro Antifungal Etkileri Uzerine Arastirmalar
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Ozet: Bu calismada Ege Bolgesinde dogal floraya ait bazi tek ve ¢ok yillik bitkiler ile kiltiir bitkilerinin yapraklarindan su icinde
hazirlanan ekstraktlarin bitki patojeni Alternaria alternata, A. solani, Botrytis cinerea ve Drechslera sorakiniana'ya karsl in vitro
antifungal etkileri arastirildi.

Ekstraktlarin antifungal etkilerinin saptanmasinda spor ¢imlenmesi, koloni gelisimi ve sporulasyon yogunlugu Kriter olarak alindi.
Hedera helix yaprak ekstrakti spor cimlenmesini en yiksek oranda engelledi, bunu Datura stramonium izledi. Patojenlerin Koloni
gelisimi ise yine en ylksek oranda H. helix yaprak ekstrakti tarafindan olmak Uzere Ficus carica ve Avena sativa ekstraktlari
tarafindan engellendi. A. sativa, Xanthium strumarium, F. carica, Nicotiana tabacum ve D. stramonium ekstraktlari ise etmenlerin
sporulasyon yogunlugunu % 12 ile % 82 arasinda degisen oranlarda engellediler.

Studies on Antifungal Effects of Some Plant Extracts In Vitro

Abtract: The antifungal effects of leaf extracts of some cultivated plants and also annual and perennial plants belonging to the
natural flora of the Aegean region were tested in vitro against the plant pathogens Alternaria alternata, A. solani, Botrytis cinerea
and Drechslera sorokiniana.

The extracts were prepared in water having room temperature; Spore germination, colony growth and sporulation density of the
test fungi were measured on PDA added with the extract. Spore germination was inhibited strongly by Hedera helix extracts followed
by the extract of Datura stramonium. H. helix extracts also ihhibited the colonial growth of the pathogens highly. Ficus carica and
Avena sativa extracts were also found to be effective on colony development on different levels. The sporulation ability of the fungi
was effected by a wide range of extracts prepared from the leaves of A. sativa, X. strumarium, F. carica, Nicotiana tabacum and D.

stramonium.

Giris

Kultur bitkilerinin hastalik ve zararlilardan korunmasi
ve boylece kaliteli ve artan dinya nifusunun beslenme
ihtiyacini  Kkarsilayacak dlzeyde urin elde edilmesi
amaclyla hastalik etmenleri, zararlilar ve yabanci otlara
karsi cesitli micadele yontemleri gelistirilmistir. Bunlarin
basinda kimyasal savas gelmekte, bunu Kiltirel ve
biyolgjik savas yontemleri izlemektedir.

Son yillarda Uzerinde ¢ok¢a durulan konulardan birisi
de “Ekolgjik Tarim” dir. Bu yolla tarim alanlarinda yogun
olarak Kkullanilan pestisit, gibre ve bitki blylme
diizenleyicilerinin tarimsal Urlnler Uzerinde biraktiklari
kalintilardan, topraga, suya, havaya ve diger canlilara
olumsuz etkilerinden mimkin oldugunca uzak kalmak
amaclanmaktadir. Bunun yaninda bitkinin ve topragin
verimliligini ve direncini artirict  dogal  bitki
ekstraktlarindan elde edilen maddeleri kullanmak ta
ekolojik tarimin amaclari arasindadir (1).

Dogada bazi bitkilerin gesitli bitkilere oldugu kadar,
fungus, bakteri ve omurgalilara karsi da zararl yénde
etkileri oldugu bilinmektedir. Bu olay ilk kez 1937 yilinda
“Molish” tarafindan allelopati olarak adlandiriimis ve
tanimi; Yuksek bir bitkinin, diger bitkilerin ¢imlenme,
blylme veya gelismesi Uzerine zararl etkileri seklinde
yapimistir(2). Guntimuzde allelopati kavrami daha genis
bir kapsamda ele alinmakta ve bitkinin bitkiyi
etkilemesinin ~ yaninda, bitkilerin patojenlerin
morfogenezisi Uzerine etkileri konularini da igerdigi
savunulmaktadir (3).

Bitkilerin icerdikleri inhibitér maddelerin saptanmasi
ve bunlarin yapay yolla sentezlenerek, zararli organizma
ve mikroorganizmalara kars! kullaniimasi c¢alismalarina
cok sayida 6rnek vermek mumkundur (4,5,6,7,8,9).

Bu calismada cesitli bitkilerden hazirlanan
ekstraktlarin bazi bitki patojeni funguslara karsi in vitro
antimikrobiyal etkilerinin saptanmasi amaclanmigtir.
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Materyal ve Metot
Materyal

Arastirmada patojen olarak; Drechslera sorokiniana
Subram and Jain., Botrytis cinerea Pers., Alternaria
alternata (Fr.) Keissler ve Alternaria solani (Ell. et Mart.)
Sor. kullanildi.

Calismada kullanilan yaprak ekstraktlari;
- Avena sativa L.(Yulaf)

- Datura stramonium L.(Seytan elmasi)
- Eucalyptus sp. L.(Okaliptus turt)

- Ficus carica 1.(Incir)

- Hedera helix L. (Duvar sarmasigi)

- Nicotiana tabacum L. (Titin)

- Xanthium strumarium L. (Domuz pitragi) bitkilerin-
den elde edildi.

Yoéntem
Fungus Kultara

Bitki Koruma Ba&lumu kiltr stoklarindan temin edilen
fungal izolatlar PDA besi ortami Uzerinde, karanlikta 18
°‘C'de gelistirildi.

Ekstrakti Elde Edilecek Bitki Orneklerinin Alinmast

Ekstrakti elde edilecek bitkiler E.U.Z.F. ‘ne ait bahce
ve tarlalardan toplandi. Alinan yaprak o6rneklerinin
saglikll, normal renge sahip olmalarina dikkat edildi.
Alinan yapraklar hava sirkulasyonlu kurutma dolaplarinda
50 °C'de 40 saat streyle kurutuldu. Kurutulan yapraklar
Ogutllerek daha sonra kullaniimak Uzere laboratuvar
kosullarindan cam kavanozlar icinde saklandi.

Yaprak Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Ogtttlmis yaprak o6rnekleri steril saf su ile 1/15
oraninda sulandirilarak calkalayici tizerinde 2 saat sire ile
oda sicakliginda ekstraksiyona birakildi. Daha sonra bu
materyal 2-4 Katl steril tllbentten sizllerek 6nceden
100 °C ‘ye kadar isitilmis otoklavda 10 dakika sire ile
sterilize edildi (10).

Ekstraktlarin Patojen Sporlarinin Cimlenmesine
Etkilerinin Saptanmasi

Calismada A. alternata, B. cinerea ve D. sorokiniana
funguslart  kullanildi.  A.  solani'nin  sporulasyonu
saglanamadigi i¢in bu patojen devre disi birakild.

Fungus Kkiltirlerinden asagidaki oranlarda spor
suspansiyonlari hazirlandi;

- Alternaria alternata: 2.5x10° spor/ml
- Botrytis cinerea: 2.5x10° spor/ml

268

- Drechslera sorakiniana: 2.0x10° spor/ml

Su agar dokilen 90 mm capli petri Kutularina,
ortamin donmasindan sonra petri Kkutulari alt
yuzeylerinden ¢izilerek dort esit kisma ayrildi. Her kisma
hazirlanan yaprak ekstraktlarindan mikropipet yardimi ile
0.03 ml konuldu ve hemen ardindan 0.01 ml belirtilen
yogunluklardaki spor stspansiyonlari verildi. Kontrol
olarak petrilere 0.03 ml steril saf su verildi. Deneme (¢
tekerrdrlu olarak kuruldu. Spor suspansiyonu verildikten
6 saat sonra, ¢imlenmeyi durdurmak Uzere her petriye %
0.1 ‘lik merthiolat cozeltisinden esit oranda verildi.
Belirgin olarak uzunluklarinin 1/2'si kadar ¢im borusu
olusturmus sporlar ¢imlenmis olarak kabul edildi. Deneme
kosullarinda s6z konusu funguslarin sporlari 6 saat i¢inde
cimlenmektedirler. Degerlendirmeler mikroskop altinda,
numaratorlerle sayillan 100 spordan c¢imlenen ve
cimlenmeyen sporlarin belirlenmesi seklinde yapildi.

Ekstraktlarin Patojenlerin  Koloni
Etkilerinin Saptanmasi

Gelisimine

Hazirlama yontemi yukarida da aciklanan yaprak
ekstraktlarinin 135 ml'si 400 ml PDA ortamina eklendi ve
olusan Karisgim 90 mm c¢apli petri Kaplarina 15er ml
olmak Uzere dokiildi. 24 saat sonra her petrinin ortasina
bir adet olmak Uzere 8 glnlik patojen kultirlerinden 7
mm’lik mantar delici ile alinan diskler kondu. Kontrol
olarak steril saf su kullanildi. Degderlendirmelere 24 saat
sonra baglandi ve 8 giin boyunca her gln Koloni ¢aplari
Olculerek ortamlardaki fungal gelisme izlendi.

Ekstraktlarin Patojenlerin Sporulasyon
Yogunluguna Etkilerinin Saptanmasi

Bu denemede bir 6nceki bolimde hazirlanisi agiklanan
ortamlarda gelisen test funguslarinin sporulasyonu
belirlendi.

Sporulasyon  yogunlugunun  saptanmasi igin
kulturlerden 7 mm’lik mantar delici ile dort disk alindi ve
bunlar 10 ‘ar ml steril saf su iceren tuplere konarak tip
calkalayicida birer dakika calkalandilar. Dederlendirmeler
bir Hemacytometre yardimiyla ml'de spor yogunluguna
gore yapild.

Ekstraktlarin patojenlerin spor c¢imlenmesi, Kkoloni
gelisimi ve sporulasyon yogunluguna karsi gosterdikleri
% engelleme etkileri; kontrol petrilerindeki gelisme 100
kabul edlidiginde, ekstrakt iceren petrilerdeki gelismenin
buna gbre ne Kkadar oldugunun oranlanmasiyla elde
edilmistir. Ornek: Alternaria alternataya Avena sativa
ekstraktinin % engelleme etkisi incelenirken, kontrolde %
cimlenme 87=100 kabul edilirse, A. sativa ekstraktindaki
% cimlenme % 70 ise engelleme etkisi % 20 olarak
hesaplanmistir.
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Bitki Ekstrakti A.alternata B.cinerea D.sorokiniana Tablo 1. Yaprak ekstraktl verilmis su
%Cimlenme %GCimlenme 9%Cimlenme agar ortaminda
*K Eks. Eng. K Eks. Eng. K Eks. Eng. inokulasyondan 6 saat sonra
A.sativa 87 70 20 91 74 19 82 67 18 A. alternata, B. cinerea ve D.
D.stramonium 78 47 40 69 67 3.0 68 70 +3.0 P
Eucalyptus sp. 89 78 12 81 80 10 & 80 2.0 sorokiniana sporlarinin
F.carica 88 78 11 79 68 14 85 75 12 cimlenme yuzdeleri
H.helix 84 33 61 77 57 26 83 27 68
N.tabacum 88 78 11 80 77 4.0 79 74 6.0
X.strumarium 89 77 14 82 59 28 76 76 0.0
*K: Kontrol, Eks.: Ekstraktta % cimlenme, Eng.: % Engelleme etkisi
Patojen Adi Tablo 2. Ekstraktlarin PDA ortaminda
Ekstrakt Adi A. alternata A.solani B.cinerea D. sorokiniana ekimden 8 gin sonra
(Kontrol:55.3)  (Kontrol: 55.5)  (Kontrol: 58.9)  (Kontrol: 58.3) patojenlerin Kkoloni
Kontrol 55.3 55.5 58.9 58.3 gelisimlerine etkileri
A. sativa Ekstrakt 486 54.1 415 44.4 (Kontrol=100)
9%Engelleme 12.0 19.0 30.0 24.0
D.stramonium Ekstrakt 46.9 43.0 47.3 52.4
9%Engelleme 15.0 23.0 20.0 10.0
Eucalyptus sp. Ekstrakt 45.0 31.3 52.4 54.9
9%Engelleme 19.0 44.0 11.0 6.00
F.carica Ekstrakt 44.5 50.2 37.7 35.5
9%Engelleme 9.00 20.0 36.0 39.0
H.helix Ekstrakt 32.3 29.5 44.0 38.7
9%Engelleme 41.0 47.0 25.0 34.0
N.tabacum Ekstrakt 42.4 48.2 49.8 45.1
9%Engelleme 23.0 13.0 15.0 23.0
X.strumarium Ekstrakt 51.9 49.3 46.5 53.0
9%Engelleme 8.00 11.0 21.0 9.00
Bulgular Tablodan, A. alternata ve A. solaninin Koloni

Ekstraktlarin Patojen Sporlarinin Cimlenmesine

Olan Etkileri

Su agar ortamina mikropipetle verilen yaprak
ekstraktarinin, A. alternata, B. cinerea ve D. sorokiniana
sporlarinin ¢imlenme ylzdesine etkilerinin testlendigi bu
denemede elde edilen sonuglar Tablo 1'de verildi.

Tablodan da goruldugu gibi, ekstrakti elde edilen

bitkiler icinde spor cimlenmesini en yiksek oranda
engelleyen bitki H. helix olmustur. Bu ekstrakt A.
alternata'nin spor ¢imlenmesini %61, B. cinerea'nin spor
cimlenmesini % 26, D. sorokiniana'nin spor ¢imlenmesini
ise % 68 oraninda engellemektedir. Bundan baska D.
stramonium'da A. alternata'yt % 40 oraninda
engellemektedir. Ayrica A. sativa yaprak ekstraktinin da
her U¢ patojene ortalama % 19 oraninda bir engelleme
etkisi yaptigi dikkati ¢cekmektedir.

Ekstraktlarin Patojenlerin Koloni Geligimine
Etkileri
Yaprak ekstraktlarinin A. solani dahil test

funguslarinin PDA besi ortamindaki koloni gelisimine olan
etkileri Uzerindeki bulgular Tablo 2'de verildi.

gelisimine en etkili ekstraktin H. helixe ait oldugu, B.
cinerea ve D. sorokiniana'nin ise en ¢ok F. carica yaprak
ekstraktindan etkilendigi gérilmektedir.

Ekstraktlarin Patojenlerin Sporulasyon
Yogunluguna Etkileri

Bu denemede ekimden 8 giin sonra farkll ekstrakt
iceren ortamlarda koloni gelisimleri belirlenmis fungus
kulturleri kullanildi. Yaprak ekstraktlarinin A. solani harig
diger test funguslarinin spor yogunluguna olan etkileri
Tablo 3'te verildi.

Tablodan A. sativa, X. strumarium, F. carica, N.
tabacum ve D. stramonium ekstraktlarinin fungal
sporulasyon Uzerinde gesitli oranlarda etkili olduklari
gorulmektedir. Bu etki A. sativa - B. cinerea
kompozisyonunda % 82'ye kadar ¢ikmakta, N. tabacum-
A. alternata’da ise % 36 seviyesinde olmaktadir.

Tartisma

Elde edilen sonuglardan yaprak ekstraklarinin,
denemeye alinan patojenlerin in vitro spor ¢imlenmelerini,
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Bitki Ekstrakti A. alternata B.cinerea D. sorokiniana Tablo 3. Ekstraktlarin PDA oraminda

1T 2T ot  Eng* 1T 2T ot  Eng 1T 2T Ot  Eng ekimden 8 gun sonra A.
alternata, B. cinerea ve D.

Kontrol 37 33 35 31 35 33 73 70 71.5 sorokiniana’nin gporu]asyon

A. sativa 21 20 205 41 6 6 5 82 32 28 30 58 - o .

D.stramonium 23 21 22 37 12 21 165 50 54 72 63 12 yogunluguna etkileri (x 10

Eucalyptus sp. 24 28 26 26 22 27 25 26 52 56 54 24 spor/ml)

F. carica 19 15 17 51 39 26 325 2 67 60 635 11

H.helix 26 30 28 20 31 27 29 12 50 45 48 34

N.tabacum 21 24 225 36 27 24 255 23 41 44 425 4

X.strumarium 11 10 105 70 18 21 105 41 44 72 58 19

*1.T.:1. Tekerrir, 2.T.: 2. Tekerrdr, Ort.: Ortalama, Eng.: % Engelleme etkisi

koloni gelisimlerini ve sporulasyon yeteneklerini disik
veya ylksek bir oranda engelleyebildikleri gortlmektedir.

Yaprak ekstraktlari arasinda patojenlerin spor
cimlenmesine en ylksek engelleme etkisini H. helix
ekstrakti gostermistir. Patojenlere karsi % 68'e varan
orandaki bu etki dikkati ¢ekmektedir. Bu etkinin
yapraklarin parcalanmasi ile agija ¢ikan bidesmozidik
hederasaponinlerden kaynaklanmasi mimkindr. H. helix
yapraklari yaralandiginda, 5-10 dakika icinde bu
bilesikler,  enzimatik  yolla  yiksek  aktiviteli
monodesmozidik tirevler olan alfa ve beta hederin'e
dénugmektedirler. Bu saponinler 50-250 pg/ml
yogunlukta funguslarin ¢ogu icin kuvvetli, gelismeyi
tamamen durdurucu antibiyotik ¢zelliklere sahiptir (8).

Tum  patojenlerin  PDA  ortamindaki  Kkoloni
gelisimlerine en buyuk engellemeyi yine H. helix ekstrakti
yaklasik % 30-50 oraninda degisen bir etkiyle gésterdi.
Buradan spor ¢imlenmesine olan etkinin koloni gelisimine
de yansidigi anlasiimaktadir. Calismada Eucalyptus sp., F.
carica, A. sativa yaprak ekstraktlarinin da patojenlerin
koloni gelisimini % 20-45 arasinda degisen oranlarda
engelledikleri saptandi. Eucalyptus citriadora ile yapilan
diger bir calismada, bu bitkinin yapraklarindan elde edilen
ekstraktin Aspergillus flavus'un miseliyal gelismesini
o6nemli oranda engelledidi ve bu etkinin bitkinin
yapraklarinda yiksek oranda bulunan tanen igeriginden
kaynaklandigi bildirilmektedir (11). E.U.Ziraat Fakiltesi
Bitki Koruma Boliminde yapilan bir ¢alismada in vitro
kosullarda F. carica ekstraktinin Fusarium oxysporum
f.sp. melonis, Phytophthora capsici, Verticillium dahliae ve
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Thielaviopsis basicola ‘nin miseliyal gelismesine buyik
oranda engelleme etkisi gdsterdigi ve bu bitkinin yaprak
6z suyunda bulunan “ficin” adi verilen proteolitik bir
inzimden kaynaklandidi bildirilmektedir (10). Literatirde
ayrica F. carica yapraklarinin psoralen, bergapten,
umbelliferone, 4',5’-dihydropsoralen ve marmesin adi
verilen kumarinlerin bulundugu kayithdir (12). Yaprak
ekstraklarinin fungal gelismeye etkisi kapsaminda Ugtncu
bir kriter olarak ele alinan sporulasyon yogunlugunun en
cok A. sativa ekstrakti tarafindan, tim patojenlere Karsi
% 40-80 arasinda degisen oranlarda olmak Uzere
engellendigi ortaya konmustur. Bunu 9% 20-70 arasinda
degisen oranlarda engelleme etkisi ile X. strumarium
ekstrakti izlemektedir. Buradan koloni gelisimi ile
sporulasyon yogunlugu arasinda dogrudan bir iliski
olmadigi, diger bir ifade ile koloni gelisimini ylksek
oranda engelleyen yaprak ekstraktlarinin  test
funguslarinin sporulasyon yeteneklerine ayni oranda etkili
olmadiklari goérilmektedir. Nitekim H. helix 6rnegin A.
alternata'nin koloni gelisimini % 41 oraninda engellerken,
sporulasyon yogunlugunu % 20 oraninda engellemekte,
buna karsi A. sativa icin bu degerler sirasiyla % 12 ve %
41 olmaktadir.
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vivo Kkosullarda Alternaria solani-domates, Botrytis
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konukgu sistemlerinde denenmesinin yararli sonuclar
verebilecedi kanisina varilmigstir.
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