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ABSTRACT

Phytophthora infestans, pathogen of late blight disease, presently continue to threaten the production of
potatoes and tomatoes the worldwide in the 21st century, by changing its population biology. Decreased sensitivity
to the fungicides used in the management of P. infestans and the support of the development of chemical
alternatives with increasing environmental awareness has been gain importance. In the study planned for this
purpose, P. infestans were isolated from potato fields in the Odemis district of Izmir province, while 12 plants will
examine antifungal efficacy against P. infestans that were collected from the Ege University Campus Area, Izmir
province. The prepared aqueous extracts investigated for both the mycelial growth of P. infestans in vitro and for
their potent antifungal activity on detached leaves and pot tests. On mycelial growth of P. infestans, large cocklebur
and garlic extracts are the lowest effective extracts compared to other plant extracts with 85.17%, 53.60%
efficiency, respectively. In detached leaves test, the ivy extract was most successful by %86.95. While eucalyptus
extract for the inhibition of disease exhibited the best efficiency with 65.61%, thyme extract and fungicide
applications in the prevention of disease are provided by 51.56% and 43.74%, respectively, in pot tests.
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Patates Ge¢ Yamikhik Hastahig1 Etmeni Phytophthora infestans (Mont.) De Bary’ye
Kars1 Bitki Ekstraktlarinin Antifungal Etkileri

Geg yaniklik hastaliginin etmeni Phytophthora infestans, degisen popiilasyon biyolojisiyle 21.yy.’da da
diinya ¢apinda patates ve domates iiretimini tehdit etmektedir. P. infestans’m yonetiminde kullanilan fungisitlere
duyarliliginin azalmast ve giiniimiizde giderek artan ¢evre bilinci nedeniyle kimyasallara alternatiflerin
gelistirilmesinin talep edilmesi énem kazanmaktadir. Bu amagla planlanan calismada, Izmir Ilinin Odemis
Ilgesindeki patates tarlalarmdan P. infestans izole edilirken, antifungal etkililikleri incelenen 12 bitki Ege
Universitesi Kampiis Alani, Izmir ili ve cevresinden toplanmustir. Hazirlanan bitki ekstraktlarinin, in vitro
kosullarda P. infestans’in miselyal gelisimine ve koparilmis yapraklarda ve saksida patates bitkilerinde, hastalik
siddetini baskilamasi agisindan etkililikleri incelenmistir. P. infestans’in miselyal gelisimini iizerine, domuz pitragi
%85.17 ve sarimsak ekstrakti %53.60 ile diger bitki ekstraktlarma gore en diisiik etkililik gosteren ekstraklardir.
Koparilmis yaprak testlerinde en bagarili %86.95 ile duvar sarmasig ekstrakti olmustur. Saksi testinde ise hastalik
cikisint %65.61 etkililikle en iyi okaliptiis ekstrakti baskilarken, Izmir kekigi ekstrakti %51.56 ve fungisit
uygulamasinda %43.74 oranlarinda basari saglamistirlar.

Anahtar kelimeler: Phytophthora infestans, biyofungisit, bitki ekstraktlar

* Yiiksek lisans tezinden iiretilmistir.
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GIiRiS

Patates, diinyadaki iiretim alan1 ve yetistirilen tiriin miktari olarak, misir, ¢eltik ve bugdaydan sonra dordiincii
sirada yer alan 6nemli bir bitkisel {irlindiir (Anonymous, 2016a). Patatesin yaprak, sap, govde gibi yesil kisimlarinda
ve yumrularinda hastalik olusturanlarin basinda, fungus benzeri bir mikroorganizma olan Phytophthora infestans
etmeni gelmektedir. Patojenin neden oldugu ge¢ yaniklik hastaligi, 1840’lardan bu yana bilinmektedir ve 6zellikle
Irlanda’da biiyiik felaketlere yol agnus bir patates hastali1 olarak tarihe gegmistir. Patojenin bitkilerde olusturdugu
zararin yiiksek olmasi nedeniyle, yiiz yildan fazla bir zamandir bu hastalik ile ilgili pek ¢ok aragtirma yiiriitiilmistiir.
Patojenin biyolojisi, ¢evresel kosullara karsi olan etkilesimleri ve epidemiyolojisi hakkinda bilinenler siirekli
artmakla birlikte, yeni olusan siddetli bir epideminin dnlenmesinde halen tam basarili olunamamasi, ¢aligmalarin
devamliligini gerektirmektedir (Fry, 2016).

Giiniimiizde bu hastalik ile ilgili biiyiik bir epidemi; Ingiltere’de, 2007 yazinda ortaya ¢ikmustir. Bu salgindan
sorumlu olan genotipin, “genotip 13” adli bir klon oldugu, yayilma ve goriilme sikligimnin %12’den %18‘e ¢iktig1,
metalaxyl’e karst dayanikli oldugu ve Avrupa’da hizla yayildigi kaydedilmistir (Yildiz, 2014). Hastaligin
yaygmligint 6nlemek amaciyla organik patateslerde bile fungisit uygulamalari yapma geregi duyulmustur. Daha
once hastaligin goriilmedigi birkag¢ iilkeden birisi olan Papua Yeni Gine’de, tiim patates iretiminin ciddi oranda
hastaliktan etkilendigi bir epidemi ortaya ¢ikmustir (Anonymous, 2018a.). Ulkemizde Karadeniz Bolgesinde nemin
fazla olmasina bagli olarak gelisen ge¢ yaniklik hastaliginin 6zellikle erken epidemi yapmasiyla, verimi dnemli
oranda diigiirdiigli saptanmistir (Dede, 2006).

Patates tiretimi yapilan tiim yetistirme alanlarinda olusturdugu biiyiik kayiplarin patojenin genotipik olarak
degisiklik gostermesine bagl oldugu ortaya konmustur. Ozellikle son yillarda patojenin popiilasyon analizleri
sonucunda, agresif tiirlerin eseyli ¢ogalma sirasinda ortaya ¢iktign goriilmektedir. Ozellikle 1981 yilinda kuzey
Avrupa’da A2 esey tipinin tespit edilmesinden sonra, Al ve A2 esey tiplerinin olusturdugu oosporlar yoluyla daha
saldirgan yeni genotipler ortaya ¢ikartmistir (Majeed ve ark., 2014).

Geg yaniklik hastaligina karsi kullanimi 1970’lerden itibaren baglayan metalaxyl’in yogun uygulanmasina
bagl olarak dayanikli genotipler olusmus, sonrasinda phenylamid’li bilesiklerde de dayaniklilik goriilmeye
baslamistir. Yogun fungisit uygulamalar1 ve patojenin daha agresif yeni genotipler olusturma riski, 6te yandan
organik tarimda kimyasallarin kullanilmamasi veya iyi tarimdaki gibi fungisit kullanimlarmin azaltilmasi,
miicadelede yenilik¢i ve etkili yontemleri gerekli kilmistir. Son yillarda bitkilerden elde edilen bitki ekstraktlarinin,
hastalik ve zararli yonetiminde kullanimlarinda bitki gelisimini uyarici etkilere sahip olmalart nedeniyle bir artis
goriilmektedir (Mizubuti ve ark., 2007).

Bitkilerden elde edilen dogal bilesikler, biyopestisit arayisinda farklt bir yol olarak gosterilmektedir.
Fitokimyasal arastirmalarinin kokleri, bir bitki ile ¢evresindeki diger organizmalar arasinda kompleks kimyasal
interaksiyonlar iceren allelopatik etkileri kapsamaktadir (Ntalli ve ark., 2011). Organik patates iiretiminde, bitki
ekstraktlar1 gibi biyolojik kontrol yontemlerinin arastirilmasi biiyiik bir 6neme sahiptir. Bitki ekstraktlar1, in vitro ve
in vivo kosullarda bitki fungal patojenlerine uygulanmakta ve biyofungisit olma potansiyelleri saptanmaktadir
(Pacilly ve ark., 2016; Zaker, 2016). Alleokimyasallardan olusan bitki ekstraktlari, kurutulmus bitkilerin filtrasyonu,
damitilmasi ve buharlastiriimasiyla elde edilir (Mizubuti ve ark., 2007). Bugiine kadar bitkilerden elde edilen ana
bilesikler; fenoller, flavonidler, kinonlar, taninler, alkoloidler, saponinler ve sterollerdir (Mizubuti ve ark., 2007;
Oztiirk ve Demirkan, 2010).

Oomycetes’lerle miicadelede fitokimyasallar ile yapilan aragtirmalarda da artis goriilmekte ve birgok iilkede
yapilan calismalarda P. infestans’a karsi bitki ekstraktlarmin etkililikleri bildirilmektedir. Ekstraktlart iizerinde
calisilan bitkilerin, endemik tiirler ile kekik, adacayi, defne, lavanta gibi tibbi ve aromatik bitkiler iizerinde oldugu
goriilmektedir (Yanar ve ark., 2011). Bazi bitki ekstraktlarindan {retilen {rlinlerin ticari preparatlart da
bulunmaktadir. Almanya’da bitkileri giiglendirerek koruyan Elot-Vis’a isimli ticari preparat, domateste ge¢ yaniklik,
kursuni kiif ve kiilleme hastaliklarina karst 6nerilmektedir (Anonymous, 2015).
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Ulkemizde sekiz adet ruhsatli bitki ekstrakti bulunmaktadir. Bunlardan ¢oban degnegi (Reynoutria spp.)
bitkisinin ekstraksiyonuyla elde edilmis Regalia isimli ticari preparat, sera ve tarla kosullarindaki farkl bitkilerdeki
kiilleme etmenlerine ve kursuni kiif hastaligina kars1 6nerilmektedir (Anonymous, 2018b).

Bu c¢alismada da, P. infestans’m neden oldugu ge¢ yaniklik hastaligini baskilamak amaciyla bazi bitki kaynakli
ekstraktlarin antifungal etkilerinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda patojenin in vitro’'dan
baslayarak degisik bitki ekstraktlar1 ile olan etkilesimleri incelenmis ve patates bitkileri {izerinde olusturdugu
hastalig1 engelleyici etkileri arastirilmistir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal
Patojen izolatlar ve kullanilan besi yerleri

Phytophthora infestans izolatlar icin Haziran-Temmuz aylarinda, Odemis ilgesi Golciik mevkiinde bulunan
patates tarlalarindaki enfekteli patates bitkilerinden, yaprak ornekleri toplanmig ve patojen izolasyonu
gerceklestirilmistir. Izolasyonlarda Rye A agar, Rye B agar ve Domates suyu agar (Modifiye edilmis V8 agar) besi
yerleri patojeni gelistirmek i¢in kullanilmistir (Caten and Jinks, 1968).

Testlerde kullanilan patates bitkisi

Caligmada, patojene karsi hassas olarak bilinen Solanum tuberosum L.cv. agata, patates ¢esidine ait
sertifikali tohumluklar (Hakan Gida, Nevsehir), Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii iklim
odasinda yetistirilmistir.

Ekstrakt elde edilen bitkisel materyal

Ege Universitesi Kampiis Alan1 ve Izmir Ili cevresindeki farkl bitki tiirlerine ait yaprak, sap, govde, meyve
gibi kisimlarindan 6rnekler alinmistir. Bu kisimlardan elde edilen ekstraktlar dncelikle in vitro kosullarda olmak
lizere, patojenin sporiilasyonu ve miselyal gelisimi engelleme kapasitelerine gore incelenmistir. Ekstraktlart elde
edilen bitki tiirleri, ekstrakte edilen bitki kisimlar1 ve kullanim dozlar1 Cizelge 1.’de verilmistir.

Cizelge 1. Antifungal etkileri arastirilan bitki tiirlerinin kisimlari ve konsantrasyonlari

Bitki ad1 Botanik ad1 Bitki kisim Konsantrasyon Kaynaklar
Sarimsak Allium sativum Disler %2 Cao ve ark., 2001
Defne Laurus nobilis Yaprak %4
Adagay1 Salvia officinalis Yaprak %4 Yanar ve ark., 2011
Domuz Pitragi Xanthium strumarium Meyve %2
[zmir Kekigi Origanum onites Yaprak %4
Karabas Otu Lavandula stoechas Yaprak %4 Soylu ve ark.. 2006
Biberiye Rosemarinus officinalis Yaprak %4
Tespih Agaci Melia azedarach Meyve %3 Subhani ve ark., 2014
Zakkum Nerium oleander Yaprak %4 Gokge ve ark., 2006
Okaliptiis Eucalyptus terticornis Yaprak %3 Goufo ve ark., 2010
Duvar Sarmasigi Hedera helix Yaprak %20 Carabet ve ark., 2009
Isirgan Otu Urtica Yaprak %4 Gokee ve ark., 2006
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Denemelerde kullanilan fungisit

Arastirmada karsilagtirma karakteri olarak patates mildiydsiine ruhsatli fungisit olarak %30 cymaxonil+
%?22.5 famoxadone etkili maddeli (Equation Pro, Dupont) fungisit se¢ilmis ve 6neri dozunda kullanilmustir.

Yontem
Patates Mildiydsii etmeninin izolasyonu ve in vitro kosullarda gelistirilmesi

Calismada, Phytophthora infestans ile enfekteli olan ve yesil aksaminda yogun sporulasyon goriilen bitki
kisimlari tarladan toplanip laboratuvara getirilmistir. izolasyonlar yapilmadan 6nce, toplanan patates yapraklarinin
turgorunun ve sporulasyonun saglanmasi igin, bu kisimlar, sap kisimlarindan igerisinde su bulunan beherlere
koyulup iizeri potietilen posetlerle kapatilmis ve 24 saat 18°C’de inkiibatérde bekletilmistir. Daha sonra, fungal
gelismenin gortildiigii yapraklar koparilarak yaprak alt yiizeyleri yukariya gelecek sekilde, 9 cm’lik petri kaplarina
dagitilmistir. Bunlarm iizerine, %0.5°lik sodyum hipoklorit ile yiizey dezenfeksiyonu yapilmig 1 cm kalmliginda
patates dilimleri yerlestirilmistir. Patates dilimi ve yaprak kombinasyonlarinda, patojenin miselyal geligsmesinin
olugmast i¢in 18°C’deki karanlik inkiibatorde yaklagik 5-6 giin boyunca bekletilmistir. Patates dilimleri tizerinde
gelisen temiz miselyal kitleden alinan hif pargalari, Rye A agar besi ortaminda gelistirilip izolatlarin sporulasyonun
arttirmak i¢in Rye B agara ve Domates suyu agara aktarilmistir. Domates suyu agarda gelisen izolatlardan

0.5 cm’lik diskler alinip 1 cm kalmligindaki patates dilimleri {izerine konmus ve 6 giin boyunca 25°C’deki
iklim odasinda gelismeye birakilmistir.

izolatlarin virulenslik diizeylerinin belirlenmesi

Enfekteli patates bitkilerinden elde edilen izolatlarin virulenslik diizeylerini saptamak amaciyla patates dilim
testi yapilmistir. Bu testte; patatesler 1 cm kalinliginda kesilmis ve yiizey dezenfeksiyonlar1 yapilarak
hazirlanmiglardir. Patates dilimleri, aliminyum kaplarin igerisine her birisine 1 patates dilimi gelecek sekilde
yerlestirilmistir. Patates dilimlerinin merkezine 5 mm ¢apinda, test edilecek izolatlarin miselyal diskleri inokule
edilmistir. Aliiminyum kaplar iklim odasinda, karanlikta inkube edildikten sonra, olusan miselyal kitlenin cap1
Olclilmiistir.

Bitki materyalinin hazirlanmasi ve ekstraktlarin elde edilmesi

Bitki ornekleri, ¢igeklenme donemleri boyunca dogal ortamlarindan toplanmistir. Sarimsak disleri ise
pazardan satin alinmistir. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasinda izlenen yontem su sekildedir; ekstrakte edilecek
yaprak, sap vs. gibi bitki kisimlari, ii¢ hafta boyunca karanlkta 6n kurutma islemi yapildiktan sonra, etiivde 60+5°C
sicakliktaki kuru sicaklikta, 1 saat boyunca kurutulmustur. Bitki 6rnekleri igerisinde yer alan, Xanthium sp.nin
meyveleri ise iceriklerindeki su oraninin fazlaligi nedeniyle 6n kurutmadan sonra, 80+5°C’de etiivde 1.5 saat
boyunca kurutulmustur. Kurutulan bitki 6rnekleri laboratuvarda blenderda yiiksek hizda ogiitiilmiistiir. Sert bir
dokuya sahip Xanthium sp. meyve ornekleri ise; Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Bilimi ve Bitki Besleme
Boliimii'ndeki bitkisel materyali 6giitmek amaciyla kullanilan degirmende 6giitiilmiistiir. Toz haline getirilmis bitki
orneklerinden 0.5 g tartilmis ve igerisinde %0.01°lik 100pul TritonX-100 (Sigma-Aldrich, St Lousin, MO, USA) 50
ml steril su igeren erlenlere konarak, bir saat siiresince 100+1rpm'de ¢alkalanmis ve ekstraksiyonu saglanmistir
(Moushib ve ark., 2013). Bu islemden sonra bitki ekstraktlar1 kaba kisimlarindan uzaklastirmak amaciyla dort katl
tillbentten siiziilmiistiir (Subhani ve ark., 2014). Yine segilen bitki 6rnekleri arasinda yer alan sarimsaklar diglerine
ayrilmis ve 50 ml steril su icerisinde 30 dakika siireyle porselen havanda ezilmistir. Elde edilen 6zsu benzer sekilde,
dort katli tiilbentten siiziilmiis ve ekstraktlar hazirlanmistir.
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In vitro testlerde Phytophthora infestans gelisimi iizerine bitki ekstraktlarinin etkisinin belirlenmesi

In vitro testlerde, bitki ekstraktlarinin engelleyici etkileri, patojenin miselyal gelisiminin 6l¢iilmesiyle tespit
edilmistir. Patojen kiiltlirlin gelisimi i¢in domates suyu agar besi yeri (modifiye edilmis V8 agar) otoklavda sterilize
edilmistir. Besi yerinin 45-50°C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra, her bitki ekstraktina ait stok soliisyonlardan
Cizelgel.’de verilen konsantrasyonlarda bu ortamlara eklenmislerdir. Bundan sonraki agamada, bu besiyerleri
tindelizasyon yontemi ile 3 giin boyunca 60+5°C’deki benmaride 1’er saat bekletilerek sterilize edilmistir (Yildiz ve
Bora, 1995). Hazirlanan ekstraktlari igeren besin ortamlari her petriye, esit oranda paylastirilmis ve bir gece
buzdolabinda bekletilmislerdir. Domates suyu agar besiyerinde gelistirilmis olan Phytophthora infestans’m 15
giinliik kiiltiiriinden alinan 5 mm capindaki miselyal diskler, her bir petri kabimin merkezine gelecek sekilde
yerlestirilmistir. Petriler daha sonra 18+1°C’de 15 giin boyunca inkube edilmistir. Her bir petrideki koloni ¢aplart 15
giin sonra Olciilerek kaydedilmistir (Yanar ve ark., 2011). In vitro testler, tam sansa bagh tesadiif parselleri deneme
desenine gore li¢ tekrarly, {i¢ tekerriirlii olarak tasarlanmistir.

Koparilmis Yaprak Testleri

Koparilmis yaprak testleri icin, hastaliga duyarl (Agata) olarak bilinen patates cesidinden Odemis’teki bir
tiretici tarlasindan, yaklasik 6 haftalik saglikli patates bitkilerinin alt ve orta yapraklar1 toplanmistir. Bitkilerdeki su
kaybinin 6nlenmesi i¢in, bilesik yapraklarin en Ustteki ii¢ yaprakgigini igeren kisimlart musluk suyuyla doyurulmus
aranjman siingerine (OASIS Floral Products, Istanbul) saplarindan batirilmistir. Bitki ekstraktlar1 yine Cizelge 1.’de
verilen konsantrasyonlara gére hazirlanmistir. Bitki ekstraktlarinin yani sira, fungisit (6neri dozu) ve pozitif ve
negatif kontroller, ayr1 ayr1 yapraklara uygulanmistir. Uygulamada, her yaprak¢igm her iki yiiziine toplamda 5 ml
olacak sekilde ekstrakt uygulamasi yapilmistir. Bu uygulama patojen inokulasyonundan 24 saat Once
gerceklestirilmistir. Patojen inokulasyonunda, 15 giinliik P. infestans kiltiiri kullanilmistir. Steril su igerisinde
hazirlanan 5x10° sporangium/ml'lik yogunlugundaki siispansiyon, inokulasyon isleminden énce, zoospor gikisini
saglamak i¢in 1 saat boyunca +4°C'de sogutucuda bekletilmistir. Patojen siispansiyonu, yapraklarin alt yilizeylerine
gelecek sekilde her bir bilesik yapraga 1 ml oraninda uygulanmustir. Bes giinlik inkubasyon dénemi sonunda
bitkiler, 0-4 skalasi (0: Lezyon yok, 1: Lezyon iki damar arasinda, 2: Lezyon biiyliyerek damarlar1 kaplamakta, 3:
Orta damarda lezyon var, 4: Yaprak¢igin %75 enfekteli) kullanilarak degerlendirilmistir (Stephan ve ark., 2005).
Testler, tam sansa bagl tesadiif parselleri deneme desenine gore dort tekrarl, Gi¢ tekerriirlii olarak tasarlanmistir.

Saksi testleri

Phytophthora infestans’a duyarli oldugu bilinen Agata cesidine ait yumrular, 1/1 oraninda toprak ve torf
bulunan 5 1'lik saksilara dikilmistir. Saksilar iklim odasinda 18°C'de 16/8 saat aydinlik/karanlik periyotta 2 ay
boyunca yetistirilmistir. Bitki ekstraktlariin hazirlanan degisik konsantrasyonlari, koparilmis yaprak testlerinde
oldugu gibi, patojen inokulasyonundan 1 giin 6nce saksilarda yetismis patates bitkileri lizerine bir piiskiirtiicii
yardimiyla, 9 bitkiye 400 ml olacak sekilde uygulanmistir. Her saksidaki bitkinin tiim yiizeyini 1slatacak sekilde
1x10* sporangium/ml konsantrasyonundaki patojen siispansiyondan 10 ml oraninda piiskiirtiilmiis ve bitkiler
sulanmigtir. Uygulamalardan sonra, patojen penetrasyonunu kolaylastiracak nem saglamak amaciyla, tim bitkiler
ayr1 ayr1 polietilen &rtiilerle kapatilmiglardir (Stephan ve ark., 2005). Inokulasyondan 8 giin sonra hastalik siddeti 0-
8 skalastyla (0: Hastalik goriilmiiyor, 1: 1-2 yaprak lekeli, 2:10 kadar leke ile hafif bir enfeksiyon, 3: Biitiin
yapraklarin %50 kadar1 lekeli, 1-10 yaprak¢ik enfekteli, 4: Yaprakeiklarin tiimii enfekteli ancak bitki normal
formunda, 5: Her bitki enfekteli ve yaklasik %50 yaprak etkilenmis, 6: Yaprak alanin %75°1 yok olmus, 7:
Bitkilerde saplar1 yesil sadece birkag yaprak var, 8: Tiim yapraklar, saplar 6lmiis veya kurumus) degerlendirilmistir
(James, 1971). Deneme, tam sansa bagl tesadiif parselleri deneme desenine gore ii¢ tekrarli, ii¢ tekerriirlii olarak
tasarlanmistir.
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istatiksel analiz

In vitro testler, koparilmig yaprak ve saksi testlerinden elde edilen veriler SPSS 20 (SPSS Inc, USA) istatistik
paket programi kullanilarak Tek Yonlii Varyans Analizine (ANOVA) tabi tutulmus, ortalamalar arasindaki
farkliliklar Duncan Coklu Testi (P<0.05) ile belirlenmistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Bulgular
izolatlarin Viriilenslik Diizeylerinin Belirlenmesi

Virulenslik diizeyleri arasindaki farkliliklar1 ortaya koymak amaciyla, patates dilimleri {izerine 40 adet
Phytophthora infestans izolati yontemde anlatildigt bicimde inokule edilmistir. Aliminyum kaplar igerisine
yerlestirilen patates dilimleri, iklim odasinda 6 giin boyunca 25°C’de patojenin gelisimi igin bekletilmistir. Patates
dilimlerinde olusan koloni caplari, iki ayr1 noktadan olgiilerek kaydedilmistir. izolatlarin olusturdugu miselyum
caplar1 ve en etkili izolat ile bilgiler, Cizelge 2.’de goriilmektedir. Bu test sonuglarina gore en yiiksek miselyal kitle
gelisimi 4.32 cm ile 15 no’lu izolatta elde edilmistir. Bu izolat ¢alismadaki tiim testlerde kullanilmustir.

Cizelge 2. P. infestans izolatlarinin patates dilimleri tizerindeki miselyal gelisim ortalamalar1 (cm)

izolat Miselyal izolat Miselyal izolat Miselyal cap** izolat Miselyal cap

no cap** no cap no no

1 3.12%* 11 -* 21 2.87%* 31 -*

2 3.42%* 12 -* 22 -* 32 -*

3 3. 77 13 -* 23 ¥ 33 3.32%*
4 3.77%* 14 -* 24 -* 34 -*

5 3.15%* 15 4.32%* 25 -* 35 3.65%*
6 2.49%* 16 3.92%* 26 -* 36 -*

7 -* 17 -* 27 2.95%* 37 3.22%*
8 2.92%x* 18 -* 28 2.56%* 38 2.92%*
9 -* 19 -* 29 -* 39 -*
10 -* 20 2.80** 30 -* 40 -*

-*; Olgiim yaptlamamistir -*: No measurement
*%*: 2 patates dilimindeki miselyal ¢ap ortalamasi **: Mycelial diameter average of 2 potato slices

In Vitro Kosullarda Bitki Ekstraktlarinin Phytophthora infestans Gelisimine Etkisinin Belirlenmesi

Cesitli bitki kisimlarindan elde edilen ekstraktlar, in vitro kosullarda petri kaplarinda gelistirilen patojen ile
olan karsilikl1 etkilesimleri acisindan incelenmistir. Bu testlerde; defne, adacay1, Izmir kekigi, karabas otu, biberiye,
zakkum, okaliptiis, duvar sarmasigi’nin yaprak, domuz pitragi ve tespih agacinin meyve ve sarimsagin disleri
incelenen bitkilerdir. Bitki ekstraktlarinda geligsen etmenin koloni gaplar 6l¢iilmiis ve kontrole gore patojen gelisimi
karsilastirmali olarak etki yiizdeleri hesaplanmistir. Petri testlerinden elde edilen gap 6lgiim degerleri Cizelge 3.’de
verilmektedir.
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Cizelge 3. Bitki ekstraktlarim P. infestans’in miselyal gelisimine kars: etkililikleri

Bitki Ekstraktlar: Misé'rytf‘l(giifim Etkililik (%)
Okaliptiis 10.00 88.59a
Adagay1 10.00 88.59a
Domuz Pitragi 13.00 85.17b
Biberiye 10.00 88.59a
Tespih Agact 10.00 88.59a
Isirgan Otu 10.00 88.59a
[zmir Kekigi 10.00 88.59a
Zakkum 10.00 88.59a
Karabag Otu 10.00 88.59a
Duvar Sarmasi81 11.00 87.45a
Sarimsak 40.60 53.60c
Defne 10.00 88.59a
Kontrol (-) 87.60 -

Ortalamalar Duncan Coklu Testi ile ayrilmistir. Ayni siitunda ayn1 harfleri t
astyan degerler istatistiksel olarak birbirinden farksizdir (P<0,05)

Cizelge 3. incelendiginde; domuz pitragi ve sarimsaklardan elde edilen ekstraktlarin, diger bitki ekstratlarina
oranla, patojenin gelisimi {izerindeki etkililiklerinde bir farklilik oldugu goriilmektedir. Sarimsak ekstrakti %53.60
en diisik diizeyde etkililik gosteren bitki olmustur. Diger bitki ekstraktlari etkililik agisindan %87.45-88.59
arasinda bulunurken, istatistiksel olarak farklilik gdstermemisler ve ayni grup i¢inde yer almislardir.

Bitki Ekstraktlariin Koparilmis Yapraklarda Phytophthora infestans Enfeksiyonu Uzerindeki Etkileri

Patates bitkisinin koparilmis yapraklari iizerinde yapilan testlerde, bitki ektraktlari yapraklara uygulanmis ve
daha sonra patojen inokulasyonu yapilmistir. Yontemde belirtildigi gibi, bes glinliik inkubasyon dénemi sonunda 0-
4 skalasi ile tiim bitkiler hastalik gelisimi agisindan degerlendirilmiglerdir.

Cizelge 4. Koparilmis yaprak testlerinde bitki ekstraktlarinin hastalik gelisimine etkililikleri (%)

Bitki Ekstraktlar: Hastalik Siddeti % Etkililik* %
Okaliptiis 47.91 50.00 b
Adagay1 7291 2391 bede
Domuz Pitragi 58.33 39.13  be
Biberiye 91.66 435  de
Tespih Agaci 64.58 32.60 bc
Isirgan Otu 68.75 28.25 bed
Izmir Kekigi 62.50 3478 be
Zakkum 83.33 13.04 cde
Karabas Otu 58.33 39.13  be
Duvar sarmasigi 12.50 8695 a
Sarimsak 66.66 3043  bed
Defne 68.75 28.25 bed
Fungisit 25.00 7391 a
Kontrol (+) 95.83 -

Kontrol (-) 0.0 -

* Ortalamalar Duncan Coklu Testi ile ayrilmistir (P<0.05). Ayni siitunda ayn1 harfleri tasiyan degerler
istatistiksel olarak birbirinden farksizdir (P<0,05)
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Bu test sonucunda, %12.50 ile duvar sarmasigr ve %47.91 ile okaliptiis ekstraktlar1 en diisiik hastalik
gelisiminin saptandig: bitkiler olmustur. Karsilagtirma amaciyla olarak fungisit uygulamasi yapilmis yapraklardaki
hastalik siddeti degeri ise; %25.00 olarak saptanmustir. Yapilan istatistiki analizde, fungisit uygulamasi, sarmasik
ekstraktiyla ayni1 grupta yer almistir. Hastaligi baskilamada en iyi sonucu %86.95 etkililikle duvar sarmasigi vermistir
(Cizelge 4).

Bitki Ekstraktlarimin Saksi Kosullarinda Phytophthora infestans Enfeksiyonu Uzerindeki Etkileri

Agata gesidine ait patates yumrular lizerinde gerceklestirilen testlerde, iki ay boyunca biiylimeleri saglanan
bitkilere, degisik konsantrasyonlarda hazirlanan bitki ekstraktlari, patojen inokulasyonundan 1 giin once bir
piiskiirtiicii yardimiyla, tiim yesil aksamimi 1slatacak sekilde uygulanmistir. inokulasyondan 8 giin sonra hastalik
degerlendirilmesi 0-8 skalasina gore yapilmistir. On iki bitki ekstraktinin, patojen gelisimi iizerindeki etkilerinin
degerlendirilmesinden sonra elde edilen sonuglar Cizelge 5.’de goriilmektedir.

Bu degerlendirmelere gore, ekstraktlar arasinda bazi farkliliklar ortaya cikmistir. Hastalik siddetini
baskilamakta etki gosteren bitkiler sirasiyla; okaliptiis (%65.63), Izmir kekigi (%51.56) ve duvar sarmasigi
(%37.50) olmustur. Fungisit uygulamasi yapilan bitkilerde etkililik, %43.74 olarak saptanmustir.

Cizelge 5. Saks: testlerinde bitki ekstraktlarinin hastalik gelisimine etkililikleri (%)

Bitki Ekstraktlar: Sakst Testi

Hastalik Siddeti % Etkililik %
Okaliptiis 30.55 65.63 a
Adagay1 62.50 29.68 cde
Domuz Pitrag: 93.05 -4.69 g
Biberiye 68.05 2344  de
Tespih Agaci 62.05 30.19  cde
Isirgan Otu 69.44 21.87 de
Izmir Kekigi 43.05 51.56 ab
Zakkum 75 15.62  ef
Karabas Otu 63.88 28.13  cde
Duvar sarmasigi 55.55 3750 bed
Sarimsak 72.22 18.74  def
Defne 75.00 15.62  ef
Fungisit 50.00 43.74 bc
Kontrol (+) 88.88 -
Kontrol (-) 0 -

Ortalamalar Duncan Coklu Testi ile ayrilmistir (P<0.05)

Tartisma

Bu ¢alismada, bazi yabanci ot, tibbi ve aromatik bitkiler, agaglarin yaprak ve meyvelerinden ekstraktlar elde
edilmistir. Bu ekstraktlarin patates ge¢ yaniklik hastaligi Phytophthora infestans’1 in vitro, yari in vivo (koparilmig
yaprak) ve in vivo saksi kosullarinda engelleyici etkileri lizerinde testler yapilmstir. P. infestans’m in vitro gelisimi
icin baz1 segici besi yerlerine ihtiyag duyulmaktadir. Testler sirasinda kullanilan domates suyu igerikli besi yerinin,
patojen organizmanin miselyal gelisimi ve sporangium olusturmasi agisindan oldukga iyi bir gelisim sagladigi
ortaya konmustur.
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Bitki ektraktlarinin konsantrasyonlari, literatiirde in vitro kosullarda patojenin gelisimi {izerindeki etkileri
acisindan Onerilen oranlarda secilmis ve P. infestans’m koloni gelisimine etkileri incelenmistir. Sarimsak, defne,
adacayi, Izmir kekigi, karabas otu, biberiye, duvar sarmasigi, isirgan otu, domuz pitragi, tespih agaci, zakkum,
okaliptiis gibi on iki bitki ekstraktinin yapilan degerlendirmeleri sonucunda; sarimsak ekstraktinda digerlerine gore
daha az bir etki (%53.60) goriilmiistiir. Testlenen diger tiim bitki ekstraktlariin, patojen gelisimini basariyla
(%89.00) engelledikleri ortaya konmustur (Cizelge 3.). Bitki kaynakl ekstraktlarin in vitro kosullarda test edilmesi
ile ilgili pek ¢ok kaynakta patojenin basariyla baskilanmasi ile ilgili arastirmalar bulunmaktadir (Soylu ve ark.,
2006; Yanar ve ark., 2011; Rodino ve ark., 2013).

In vivo kosullarda iki farkl test yontemi kullamlmistir. {1k test ydnteminde, koparilmis saghkli patates bilesik
yapraklarina on iki bitki ekstrakti uygulanmustir. Degerlendirme sonucunda, duvar sarmasigi ekstrakti %86.95
etkililikle en basarili uygulama olurken, bunu %50.00’1lik etkililikle okaliptiis ekstrakti izlemistir. Diger bitki
ekstraktlart bu ili¢ uygulamanin gerisinde kalmistir. Sadece fungisit uygulamasi yapilmis bitkilerde, hastaligin
engellenmesi %73.91 diizeyinde goriilmiistiir.

Buna benzer ¢alismalardan birinde, koparilmis domates yapraklarina P. infestans inokulasyondan iki ve yedi
gilin 6nce, duvar sarmasigi bitkisinden hazirlanan ekstrakt uygulanmigtir. Duvar sarmasigmin %10 ile %20’lik
konsantrasyonlarinda etkililik oraninin %96-100 arasinda degistigini, konsantrasyonun %2.5-%1.25 oldugunda ise
hastalik siddetinin sirasiyla %50 ve %25 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (Carabet ve ark., 2009). Diger
calismalardan, aralarinda duvar sarmasigimin da bulundugu dokuz bitkinin etanol ekstraktlari, koparilmigs domates
yapraklarina uygulanmistir. Uygulamadan iki gilin sonra P. infestans inokulasyonu yapilmis ve sonuglar
degerlendirilmistir. Buna gore, duvar sarmasigi ekstraktinin %100 etkililik gosterdigi bildirilmistir (R6hner ve ark.,
2003; Charles ve ark., 2016). Arastirmacilar, etanol ve su ekstraktlarinin fitokimyasal analizinde; fenoller,
flavonoidler, taninler ve kumarinler elde etmislerdir. Caligmamizda incelenen bitkilerden sarimsak allisin-alliin,
defne tanen ucucu yaglari ve cineol, adacay tanen, domuz pitragi linoleik asit, Izmir kekigi eterli ugucu yag thymol,
karabas otu eterik yag, biberiye tanen ve ugucu yag, tespih agaci tetranortriterpenoid sinifi kimyasallar, zakkum
kardiak glikozitler, okaliptiis sineol isimli ugucu yag, duvar sarmasigi falcarinol, 1sirgan sekretin igerdigi
bilinmektedir (Anonymous, 2016b).

In vivo kosullarda yiiriitiilen ikinci test, saksida yetistirilen patates bitkileri iizerinde gergeklestirilmistir. Bu
testte, koparilmig yapraklarda yapilan uygulamalar gibi, patates bitkilerine ekstraktlar piiskiirtiilmiigtiir. Patojen
inokule edildikten sonra, saglanan yogun nemlilik ile patojen enfeksiyonu gerceklesmistir. Hastalik geligimi tizerine
bitki ekstraktlarinin etkileri degerlendirilmis ve yiiksek etki gosterip patojeni baskilayan bitkiler arasinda, iki bitki
ekstraktinin 6ne ¢iktig1 goriilmiistiir. Bunlar igerisinde, okaliptiis ekstrakti %65.63, izmir kekigi ekstrakti %51.55
etkililikle en yiiksek basari gosteren ekstraktlar olmuslardir. Koparilmis yaprak testinde okaliptiis ekstrakti %86.95
orani ile ilk sirada yer alirken, bu testte, %37.50 gibi diisiik bir etkililik ortaya koymustur. Buna karsilik, koparilmis
yaprak testinde fungisit uygulanan bitkilerde %73.91 etki goriiliirken, saks1 kosullarinda bu etki %43.74 olmustur.

Farkli alanlardaki aragtirmacilar, bitki kaynakli antimikrobiyal etkileri aragtirmaktadirlar. Diinyadaki birgok
laboratuvarda, in vitro kosullarda bir¢ok mikroorganizma tizerinde baskilama etkisi olan binlerce fitokimyasal
bulunmustur (Cowan, 1999). Bitki kaynakli ekstraktlar ile yapilan ¢aligmalara, 1990’larin sonundan bu yana ilgi
artmistir. A.B.D’de 1996 yilinda yapilan caligmada, bir 6nceki yila gore bitkisel ilaclarin satisinda %37’in {izerinde
artis oldugu saptanmustir (Riyazzudin ve ark., 2016). Tarimda pestisitlerin fazla miktarda ve yanlis kullanimlari
cevresel kirlilige, canli organizmalarda toksisiteye sebep olmaktadir. Son yillarda kimyasallarin saglik {izerindeki
olumsuzluklari, bunlara alternatif kontrol stratejilerine olan talebi arttirmistir (Letourneau ve Bruggen, 2006). Bu
nedenle, bitkisel kokenli fitokimyasallarin gelistirme ¢alismalar1 yaygin bir sekilde devam etmektedir. Bugiin, ¢ok
sayida farkli yapidaki bitki metabolitleri iizerinde antifungal ve antibakteriyel etkililik ¢aligmalar1 yapilmaktadir
(Cowan, 1999; Zaker, 2016).

Bitki ekstraktlarinin, bitki zararli ve hastaliklara karsi degisen baskilama kapasiteleriyle ve bitki koruma
griinleriyle olan uyumluluklari sayesinde entegre zararli yonetiminin bir pargasi haline gelebilecegi 6n
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goriilmektedir (Jacometti ve ark., 2010). Kiiresel pestisit pazarinda %4-5’lik paya sahip biyopestisitlerin, 2025'e
kadar %20’lik satig diizeyine ulasacagini tahmin eden uzmanlar, gelecek on yilda bitkisel {iriinlerin satiglarinda
biiyiik bir artis beklemektedir. Cevre kirliliginin azaltilmasinda, bitkisel iiriin veriminin ve kalitesinin arttirilmasinda
bitki ekstraktlarinin, 6nem kazanacag diisiilmektedir (Yoon ve ark., 2013; Pavela, 2016).
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