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OZET

Bu ¢alismada Alternaria mali Roberts, Fusarium oxysporum Synder & Hansen, Botrytis cinerea Pers. Sclerotinia
sclerotiorum (Libert) de Bary ve Colletotrichum circinans (Berk.) Vogl.’ a karsi kekik (Thymus vulgaris L.), kimyon
(Cuminum cyminum L.), ardi¢ (Juniperus communis L.), nane (Mentha piperita L.), zakkum (Nerium oleander L.), sarmasik
(Hedera helix L.), ¢ortiik (Echinophora tenuifolia L.), isirgan (Urtica dioica L.), okaliptus (Eucaliptus sp.), yavsan
(Artemisia sp.) ekstraktlarimin antifungal etkileri arastirilmistir. Ekstraktlar 0.5 ml, 1 ml ve 2 ml/100 ml besiyeri dozunda
uygulanmistir. Kekik ekstrakti en etkili bulunmug ve tiim funguslarin miseliyal gelisimini tamamen engellemistir. Kimyon
ekstraktimin yiiksek dozlari funguslarin miseliyal gelisimini tamamen engellerken diisiik dozlart A. mali ve S. sclerotiorum’ a
karst diisiik antifungal etki gostermigstir. Cortiik, nane, okaliptus, ardi¢ ve zakkum ekstraktlar: etmenlerin misel gelisimlerini
%26-%100 oranlarinda engellemiglerdir. Sarmasik ve 1sirgan ekstraktlar: ise daha diisiik oranlarda engelleme gostermisler-
dir.

Anabhtar kelimeler: Antifungal, Bitki ekstrakt:
IN VITRO ANTIFUNGAL EFFECTS OF EXTRACTS OF SOME PLANTS
ABSTRACT

In this study, antifungal effects of thyme (Thymus vulgaris L.), Cumin (Cuminum cyminum L.), juniper (Juniperis com-
munis L.), mint (Mentha piperita L.) oleander (Nerium oleander L.), ivy (Hedera helix L.), picling herb (Echinophora
tenuifolia L.) , nettle (Urtica dioica L.), eucalyptus (Eucalyptus sp.) and herbal (Artemisia sp.) extracts were investigated
against Alternaria mali Roberts , Fusarium oxysporum Synder & Hansen, Botrytis cinerea Pers., Sclerotinia sclerotiorum
(Libert) de Bary and Colletotrichum circinans (Berk.) Vogl. in vitro conditions. Extracts were used in 0.5 ml, 1 ml and 2 ml/
100 ml medium dose. Thyme extract was found the most effect and completely inhibited the mycelial growth of fungi. While
cumin extract inhibited mycelial growth of fungi at high doses, it showed a little antifungal effect at low dose. Extracts of
pickling herb, herbal, mint, eucalyptus, juniper and oleander were inhibited colonial growth of fungi at rates 26 % -100 %.
However, extracts of ivy and nettle were showed more little inhibition against fungi.

Keywords: Antifungal, plant extract
GIRiS
Dogada yetisen bazi bitkilerin antimikrobiyal et-

1986; Alice ve ark., 1987; Eggler, 1987; Malik ve
ark., 1988).

kiye sahip olduklari uzun yillardir bilinmektedir.
Ozellikle son yillarda patojenik bitki hastaliklarina
kargida etkileri denenmis ve etkili olduklari ortaya
konulmustur. Bu amagla kullanilan bitkilerden elde
edilen ekstrakt ve etkili maddelerin, tarimsal miicade-
lede yogun olarak kullanilan pestisitlere karsida alter-
natif olmast bu yondeki caligmalara hiz kazandirmis-
tir. Bitkisel pestisit ad1 verilen bu maddelerin kullani-
mi1 ekolojik tarimin amaglari arasindadir. Bitkilerin
igcerdikleri inhibitér maddelerin saptanmasi ve bunla-
rin yapay yolla sentezlenerek, zararli organizma ve
mikroorganizmalara karst kullanilma ¢aligmalarina
¢ok sayida ornek vermek miimkiindiir (Schlosser,
1974; Bhowmick ve ark., 1982; Weltzien ve ark.,

" Raziye Kogak’in 23.06.2004 tarihinde kabul edilen Yiiksek
lisans tezinden hazirlanmistir. Bu ¢alisma Selcuk Universi-
tesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafin-
dan desteklenmistir. Tiirkiye 1. Bitki Koruma kongresinde
Sézlii sunumu yapilmig ve ozeti basilmistir

Bitkilerin antimikrobiyal etkilerinin,gogunlukla
igerdikleri etkili maddelerden ileri geldigi saptanmistir
(Conner ve Beuchat,1984; Frag ve ark., 1989). Etkili
maddeyi olusturan bilesiklerin miktar1 bitkiden bitkiye
degisiklik gosterir. Ayrica bu bilesiklerin etkinlikleri
ise, bitkinin yetistigi yer, iklim kosullar1 ve mikroor-
ganizma tiirlerine bagli olarak da degismektedir
(Thompson ve Cannon, 1987).

Bu c¢alismada ¢esitli bitkilerden hazirlanan
ekstraktlarin  farkli dozlarinin  Alternaria mali,
Fusarium oxysporum, Botrytis cinerea, Sclerotinia
sclerotiorum ve Colletotrichum circinans gibi bitki
patojeni funguslara kars1 in vitro antimikrobiyal etki-
lerinin saptanmasi amaglanmigtir.

MATERYAL VE METOD
Materyal

Bitki materyali: Denemede ¢ortiik (Echinophora
tenuifolia L.), 1sirgan (Urtica dioica L.) , kekik
(Thymus vulgaris L.), nane (Mentha piperita L.),
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okaliptus (Eucaliptus sp. L.), sarmasik (Hedera helix
L.), yavsan (Artemisia sp L.) ve zakkum (Nerium
oleander L.) bitkilerinin yapraklari, ardi¢ (Juniperus
communis L.) ve kimyon (Cuminum cyminum L.)un
ise meyveleri kullanilmigtir. Bu bitkilerden okaliptus
ve zakkum Izmir’den, digerleri ise Konya ve gevre-
sinden temin edilmistir.

Fungal mikroorganizmalar: Arastirmada kulla-
nilan mikroorganizmalar, Selguk Universitesi Bitki
Koruma Bolimii kiiltiir koleksiyonundan saglanan
Alternaria mali Roberts Colletotrichum circinans
(Berk.) Vogl.,, Fusarium oxysporum Synder &
Hansen, Botrytis cinerea Pers. ve Sclerotinia
sclerotiorum (Libert) de Bary dir.

Kiiltiir ortami: Mikroorganizmalarin ¢ogaltilma-
sinda ve antifungal etkinin saptanmasinda birgok
fungal bitki patojeni i¢in standart besiyeri olan Patates
Dekstroz Agar (PDA) (200g patates suyu, 20g D(+)
glikoz, 15g agar-agar, 1000 ml saf su) kullanilmustir.

Metod

Ektraktlarin Hazirlanmasi: Kekik, kimyon,
cortilk, ardig, zakkum, 1sirgan, yavsan, sarmasik,
okaliptus ve nane ekstraktlarini hazirlamak i¢in bitki-
lerin toprak dstii kisimlari kurutulup, toz edildikten
sonra soxhelet diizeneginde saf metanolle (E. Merck,
Darmstadt, Germany) ekstre edilmistir. Elde edilen
ham ekstraktlar, siiziiliip Rotari Evapotorde konsantre
edildikten sonra, kullanilincaya kadar buzdolab: sart-
larinda koyu renkli ve sikica kapatilmis siselerde mu-
hafaza edilmistir (Boyraz ve Ozcan, 1997).

Antifungal Etkinin Saptanmasi: Her bitki
ekstrakt ve dozu igin 250 ml’lik erlenmayerlerde
120’er  ml  besiyeri  hazirlanmistir.  Eritilen
besiyerlerine steril pipetlerle %0.5, %1 ve %2’lik
oranlarda  ekstraktlar  eklenerek  ¢alkalanmustir.
Ekstrakt katilarak hazirlanan besiyerleri otoklavda 121
°C’ da 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilize edilen
karisimdan her bir steril petriye 12 ml dokiilmiistiir.
Petriler oda sartlarinda 1 gece bekletildikten sonra,
daha onceden PDA ortaminda gelistirilmis olan 7
giinlik fungus kolonilerinden 0,5 cm c¢apindaki
korkbor yardimiyla alinan diskler petrilere yerlestiril-
mistir. Her petriye tek bir fungus inokule edilmistir.
Kontrol olarak sadece PDA besi ortami igeren petriler
kullanilmustir. Petrilerin etrafi parafilm ile kapatilmis
ve 24-25 °C’ da inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyonun 3. giiniinden itibaren her giin petriler
kontrol edilmis ve giinliik olarak fungal koloni ¢aplar1
Olciilerek kaydedilmistir.  Koloni ¢apmin o6l¢timii
fungus koloni ¢apinin birbirine dik ayr1 yonde ol¢iil-
mesi seklinde yapilmistir (Benjilali ve ark., 1984).

Kontrollere gore bitki ekstraktlarmm % engelle-
me oranlari,

E=((K-M)/K)x 100

formiiliine gore hesaplanmistir (Deans ve Svoboda,
1990). Burada:

E= Engelleme (%)

K= Kontrol petrisindeki koloni ¢ap1 (cm)
M= Muameleli petrideki koloni ¢ap1 (cm)

Denemeler —siiresince gelisme  gdstermeyen
funguslarin misel parcalari, ektraktsiz steril PDA
ortamlarma alinip 1 hafta siireyle gozlenmistir. Bu
stire sonunda herhangi fungal koloniyal gelisim goz-
lenmemigse, bu durumda goézlenen etki fungisidal,
gelisim gozlenmigse buda fungistatik etki olarak kay-
dedilmistir. Denemeler, ti¢ tekerriirlii ve kontrol or-
nekli yiiriitilmistiir

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

In vitro kosullarda ii¢ farkli doz seviyesinde uy-
gulanan kekik, kimyon, okaliptus, nane, ¢ortiik, ardig,
yavsan, zakkum, 1sirgan ve sarmagik ekstraktlarinin
fitopatojen funguslarin koloniyal geligsimine etkilerinin
degisik seviyelerde oldugu tespit edilmis ve her bir
bitki ekstraktinin farkli dozlarinda yilizde engelleme
oranlar1 inkiibasyonun 6. giinkii degerleri {izerinden
hesaplanarak ayri ayr sekiller halinde verilmistir.

Kekik ekstraktinin degisik dozlarda fitopatojen
funguslara olan antifungal etkisi degerlendirildiginde
denemeye alinan tiim fitopatojen funguslara karsi %
0.5, % 1 ve %2 dozlarinda yiiksek diizeyde (% 100)
antifungal etki gdzlenmis ve etkinin inkiibasyon siire-
since devam ettigi gorilmistir (Sekil la). Kekik
ekstraktin biitiin dozlarda fungisidal etki gdsterdigi
saptanmistir.

Sekil 1b incelendiginde kimyon ekstraktinin A.
mali, B. cinerea ve S. sclerotiorum’un miseliyal geli-
simini biitiin dozlarda yiiksek oranda (% 100) engelle-
digi gorilmektedir. C. circinans'ta % 2 ve % 1 dozla-
rinda, F. oxysporum’da ise % 2’lik dozda % 100 ora-
ninda engelleme gorilmistir. % 0.5 dozun
inkiibasyonun 6. giindeki degerlerine gore en yiiksek
etki % 100 ile A. mali, B. cinerea ve S.
sclerotiorum'da gozlenirken, en diisiik etki % 76.3 ile
F. oxysporum’da belirlenmistir (Sekil 1b). Engelleme-
nin yiksek oldugu funguslardan sadece S.
sclerotiorum'da bitiin dozlarda, B. cinerea'da ise % 2
dozunda fungisidal etki gozlenirken diger funguslarda
fungistatik etki saptanmustir.

Cortiik ekstraktinda denemeye alman
funguslardan F. oxysporum hari¢ digerlerine kars1 % 2
dozda yiiksek antifungal etki gézlenirken, %1 dozun-
da ise B. cinerea ve S. sclerotiorum'a karst yiiksek
antifungal etki saptanmustir. % 0.5 dozunda antifungal
etki olduk¢a azalmistir. En diisik dozdan en fazla
etkilenen fungusun % 84,4 oranindaki engelleme ile
B. cinerea oldugunu, bunu % 62.6’lik engelleme ile C.
circinans'in takip ettigi Sekil 1c’ye bakilarak soylene-
bilir. % 1 ve % 2 dozlarinda sadece S. sclerotiorum’a
kars1 fungisidal, digerlerinde ise fungistatik etki tespit
edilmistir.
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Sekil 1. Farkli Dozlardaki Bitki Ekstraklarinin Funguslarin Misel Gelisimine Etkileri (%)
a: Kekik, b: Kimyon, c¢: Cortiik, d: Nane, e: Ardig, f: Yavsan, g: Okaliptus, h: Isirgan, i: Zakkum, j: Sarmasik
% 2 ‘lik nane ekstrakti A. mali, B. cinerea ve S.
sclerotiorum'u % 100 engellemesine ragmen sadece S.
sclerotiorum'da fungisidal, digerlerinde ise fungistatik

etki belirlenmigtir. Nane ekstraktinin yiiksek dozuna
karst F. oxysporum ve C. circinans'm daha dayanikli
oldugu goriilmistiir. Diigiik dozlarda antifungal etki-
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nin inkubasyon siiresine bagl olarak azaldigi ve yiik-
sek dozda en hassas olan S. sclerotiorum'da bile etki-
nin % 7.2’ye distiigii gozlenmistir. % 0.5 ve % 1
dozlarinda gozlenen antifungal etkiler arasinda fazla
fark ¢ikmamustir (Sekil 1d). C. circinans fungusun
koloniyal gelisimi % 0.5 dozunda % 46.46 engellenir-
ken, % 1 dozunda % 49.5 oraninda engellenmistir.
Diisiik dozda 4. mali, F. oxysporum ve B. cinerea'nin
engellenme oranlart birbirine yakin bulunmustur (Se-
kil 1d).

Ardi¢ ekstraktinin % 0.5 dozunda S. sclerotiorum
fungusu hari¢ diger funguslarda % 33.9- % 46.3 ara-
sinda fungistatik etki saptanmustir. S. sclerotiorum
fungusunda koloniyal gelisme inkiibasyonun sonunda
kontrolle ayn1 degere ulagmistir. Yiiksek dozlarda s6z
konusu fungus disinda kalan funguslarda goézlenen
etki % 43.3- % 55.8 arasindadir (Sekil 1e).

Yavsan ekstraktt % 1 ve % 2 dozlarinda S.
sclerotiorum harig¢ diger funguslarin miseliyal gelisim-
lerini benzer oranlarda engellemistir. S6z konusu
dozlarda en yiiksek antifungal etki S. sclerotiorum'a
kars1 gozlenirken, diger funguslarda antifungal etkinin
diisiik ¢iktigt ve bu dozlarda S. sclerotioruma karst
fungistatik etki goézlenmistir. % 0.5 dozunda tim
funguslarda etki diisiik ¢ikarken, S. sclerotiorum’ da
ise etki daha da diisiik bulunmustur. Ayn1 fungusda %
1 ve % 2’ lik dozla % 100 oraninda koloniyal gelisimi
engelleme tespit edilirken, % 0.5 dozunda % 8.3
oraninda engellemenin oldugu saptanmistir (Sekil 1f).
Diisiikk dozdan az etkilenen diger bir fungus da B.
cinerea’ ya olmustur. Yiiksek dozdan % 75,9 oraninda
etkilenirken, diisiik dozdan % 25 oraninda etkilendigi
bulunmustur.

Okaliptus ekstraktinin % 0.5 dozu S. sclerotiorum
hari¢ test edilen diger funguslarda degisik oranlarda
antifungal etki gostermistir. Inkiibasyonun sonunda
s0z konusu fungusun miseliyal gelisiminde % 2.4
oraninda stimiilatif bir etki gozlenmistir (Sekil 1g).
Diisik dozda A. mali'de gozlenen etki diger
funguslardan daha yiiksek olmustur. C. circinans'da
gozlenen etki benzer sekilde F. oxysporum’ da da
gbzlenmistir. Diisiik doz C. circinans'ta % 33.3 ora-
ninda etki gosterirken, F. oxysporum da % 24.1 ora-
ninda etki gostermistir. S6z konusu dozda B. cinerea’
da da (% 11.1) disiik etki gézlenmistir. C. circinans'ta
yiiksek dozda gozlenen (%76.3) antifungal etkinin,
diisiik dozda ( %33.3) oldukca azaldig1 saptanmuistir.

Isirgan  ekstraktimin % 0.5 dozunda S.
sclerotiorum ve B. cinerea hari¢ diger funguslarda
antifungal  etkinin  oldugu  saptanmistir. S
sclerotiorum'da inkiibasyonun baslangicinda g6zlenen
antifungal etkinin (%12.5), inkiibasyonun sonuna
dogru  giderek  azaldigi, hatta  B.cinerea’da
inkiibasyonun son giinii olan 6. giin antifungal etkinin
tamamen ortadan kalktigi, S. sclerotiorum'da ise bas-
langictaki antifungal etkinin yerini stimiilatif etkinin
aldig1 tespit edilmistir. Isirgan ekstraktinin % 1 do-
zunda S. sclerotiorum hari¢ diger funguslarda %3.0-

%11.1 arasinda antifungal etki gozlenmis, s6z konusu
fungusta ise inkiibasyonun baslangicinda goriilen etki
inkiibasyonun sonunda hi¢ kalmamustir. Yiiksek dozda
ise tim funguslara kars1 % 6.0- % 29.5 arasinda
antifungal etki saptanmustir (Sekil 1h).

Sekil li’ye bakildiginda zakkum ekstraktinin
antifungal etkisinin 1sirgan ekstraktina benzer etki
gosterdigi goriilmektedir. Zakkum ekstraktinda dene-
meye alman tim fitopatojen funguslarda % 1 ve % 2
dozlarinda antifungal etki tespit edilirken, % 0.5 do-
zunda A. mali, F. oxysporum ve C. circinans'da kismi
bir engelleme gozlenmis, B. cinerea'da herhangi bir
engellemenin olmadigi ve S. sclerotiorum'da kismi bir
sitimiilasyonun oldugu gbzlenmistir.

Sarmagik ekstraktinin yiiksek dozlarda test edilen
funguslarin hepsine diisiik diizeyde de olsa antifungal
etki gosterirken, diisiik dozda S. sclerotiorum ve B.
cinerea hari¢ diger funguslara karsi antifungal etki
gdzlenmistir. Sarmasik ekstraktinin uygulanan {i¢
dozu da test edilen funguslar icerisinde en yiiksek
antifungal etkiyi 4. mali'ye gostermistir (Sekil 1j).
Dozlarin hepsinde etki inkiibasyon siiresince azalan
oranlarda devam etmistir. S6z konusu fungusa karsi
ekstrakt yiiksek dozdan diisiik doza dogru sirasiyla
%26.2 , %22.7 ve % 17,6 oraninda engelleme goster-
mistir. Sarmasik ekstrakti uygulanan ii¢ dozda da F.
oxysporum ve C. circinans'a kargt benzer antifungal
etki gostermistir. F. oxysporum’un misel gelisiminde
% 6.3 - % 24.1 oranlan arasinda engelleme tespit
edilirken, C. circinans'in miseliyal gelisimini % 5.0 -
% 21.2 arasindaki oranlarda engelledigi gézlenmistir.

Bitki ekstraktlarinin bazi patojenlerin miseliyal
gelismesi iizerine etkilerinin arastirildigi bu ¢aligmada
ekstraktlarm kontrol uygulamasi ile karsilastirildigin-
da etmenler iizerinde farkli engelleyici etkilere sahip
oldugu bulunmustur.

Bitki ekstraktlar1 arasinda patojenlerin koloni ge-
lismesine en yiiksek fungitoksik etkiyi kekik ekstrakti
gostermistir. Patojenlere karsi biitiin dozlarda % 100’e
varan orandaki bu etki dikkati ¢ekmektedir. Ayrica
kekik ekstraktinin fungisidal etki gosterdigi tespit
edilmistir. Kekik ekstraktinin farkli konsantrasyonlari
ile yapilan ¢aligmalarda artan konsantrasyona bagl
olarak fitopatojen funguslara kars1 daha yiiksek etkile-
rin elde edildigi rapor edilmistir (Yegen ve ark., 1992;
Boyraz ve Ozcan,1997; Boyraz ve Ozcan, 2006)

Caligmalarda  funguslar  iizerinde  yiiksek
antifungal etki gosteren diger bir bitki de okaliptus
olmustur. Okaliptus ekstrakti  C. circinans, F.
oxysporum, B. cinerea ve A. mali’nin miseliyal geli-
simini O6nemli oranda azaltmistir. Ekstrakt .
sclerotiorum’un diisiik dozlarda gelisimini engelleye-
mezken yiiksek dozlarda miseliyal geligsimini zayif-
latmistir. Okaliptus ile yapilan bir ¢alismada, bu bitki-
nin yapraklarindan elde edilen ekstraktin Aspergillus
flavus’un miseliyal gelismesini 6nemli oranda engel-
ledigi ve bu etkinin bitkinin yapraklarinda bulunan
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tanenden kaynaklandig: bildirilmistir (Lokesha ve ark.
1986).

Bazen ayni bitkiden elde edilen ekstraktin
antifungal etkisi, ucucu yaginkine gore diisiik olmak-
tadir. Bunun, ekstraktin icerdigi etkili madde miktari,
stabilitesi ve etki seviyesinden kaynaklandigi sanil-
maktadir. Ekstrakt iceriginin bazi funguslarin beslen-
mesi i¢in iyi bir karbon ve enerji kaynagi olmasiyla da
tesvik  ortaya  cikabilmektedir. Bazi  bitki
ekstraktlarmin bazi mikroorganizmalarin gelismesini
engelledigi, diger bazi mikroorganizmalar iizerinde
hicbir etki yapmadigi ve hatta gelismelerini tesvik
ettigi bildirilmistir (Singh ve ark., 1980; Cakir ve
Yegen, 1991., Boyraz ve Ozcan, 1997). Ayrica birgok
arastirictya gore, bitki ekstraktlarinin hastalik bastiric
ozellikleri biinyelerinde bulundurduklari ugucu yag-
lardan kaynaklanmaktadir (Tripathi ve ark. 1985;
Cakir ve Yegen 1991, Yonucu 1997).

Yapilan ¢aligmalarda pek ¢ok bitkinin test edilen
mikroorganizmalar iizerinde gostermis oldugu etkinin
kullanilan ortamin &zellikleri, bitki tiirii, miktar1 ve

zamana gore degistigi rapor edilmistir (Cooner ve
Beuchat 1984; Yegen ve ark. 1992; Yonucu 1997).

Bitkinin ekstraktlarindaki etkinin, ayni bitkilerin
sadece ugucu yaglarmin uygulanmasi sonucunda orta-
ya ¢ikan etkiden daha diisiik olmasma sebep olarak
ekstrakt icindeki toplam ugucu yag miktarinin diisiik
olmasi1 gosterilebilir. Buna sebep olarak da ekstrakt
icerisindeki ugucu yagin suda ¢oziinebilirliginin diisiik
oldugu disiiniilebilir (Kacar 2000). Qasem ve Abu-
Blan (1995) farkl bitkilerin kimyasal igeriklerinin su
icerisindeki  farkli  ¢Oziiniirliikleri, ekstraktlarin
antifungal aktivitelerindeki farkliliklarin sebebi olabi-
lecegini bildirmiglerdir.
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