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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

BAZI MAKROMANTARLARIN FUSARIUM TURLERINE KARSI
ANTIFUNGAL AKTIVITELERI

Tugba Bol Bayar

Ondokuz May1s Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisti
Bahge Bitkileri Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Aysun Peksen

Dogadan ve Kkiltiirii yapilan 16 mantar tirtiniin (Armillaria mella, Tricholoma
terreum, Ramaria botrytis, Lactarius spp., Marasmius oreades, Sarcosphaera
coronaria, Macrolepiota procera, Hypoloma fasciculare, Craterellus cornucopiades,
Lactarius semisanguifluus, Pleurotus ostreatus, Hericium coroloides, Ganoderma
lucidum, Morchella conica, Lentinula edodes ve Cantharellus cibarius) etanol
ekstraktlariin Fusarium tiirlerine kars1 agar kuyucuk diffiizyon yontemi ile antifungal
aktivitesi belirlenmistir. Antifungal aktivitenin, ¢aligmada ele alinan mantar ve
Fusarium tiirlerine gore degistigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalar sonucunda A.
mella, R. botrytis, S. coronaria, H. fasciculare ve P. ostreatus mantar tiirlerinin
antifungal aktivitelerinin 6nemli derecede etkili oldugu bulunmustur. Bu tiirlerin
diliisyon (seyreltme) metodu ile farkli konsantrasyonlardaki mantar ekstraktlarinin
Fusarium tiirlerinin gelisimi iizerine etkisi tespit edilmistir. Patojenite testi ile mantar
ekstraktlari, fungisit, patojen uygulanan ve uygulanmayan kontrol uygulamalarinin
fide gelisimi tizerine etkileri ortaya konulmustur. F. solani, F. oxysporum ve F.
nygamai’ye kars1 mantar ekstraktlari uygulamalarinin fide gelisimi iizerine etkileri de
istatistiksel olarak ¢ok 6nemli bulunmustur. Calisma sonucunda Fusarium etmenlerine
kars1 timitvar mantar ekstraktlar1 belirlenmis olup, daha detayli ¢alismalara ihtiyag

vardir.

2017, 47 sayfa
Anahtar Kelimeler: Antifungal aktivite, Biyolojik kontrol, Fusarium, Mantar






ABSTRACT

Master’s Thesis

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF SOME MACROFUNGI AGAINST TO
FUSARIUM SPECIES

Tugba Bol Bayar

Ondokuz Mayis University
Graduate School of Sciences
Department of Horticulture

Supervisor: Prof. Dr. Aysun Peksen

In this study, the antifungal activity of ethanol extracts of 16 fungi strains including
mushrooms collected from nature and cultivated mushroom (Armillaria mella,
Tricholoma terreum, Ramaria botrytis, Lactarius spp., Marasmius oreades,
Sarcosphaera coronaria, Macrolepiota procera, Hypoloma fasciculare, Craterellus
cornucopiades, Lactarius semisanguifluus, Pleurotus ostreatus, Hericium coroloides,
Ganoderma lucidum, Morchella conica, Lentinula edodes and Cantharellus cibarius)
against to Fusarium species was determined by the agar well diffusion method. It was
determined that the antifungal activities showed differences according to fungal and
Fusarium species studied in the study. Antifungal activity of A. mella, R. botrytis, S.
coronaria, H. fasciculare and P. ostreatus fungi were found significant. The effect of
different concentrations of fungal extracts of these species by the dilution method on
the development of Fusarium species was determined. The effects of fungal extracts,
fungicide, pathogen applied and non-applied control applications on seedling growth
has been revealed by the pathogenicity test. The effects of fungal extracts treatments
against to F. solani, F. oxysporum and F. nygamai on seedling growth were also found
statistically significant. As a result of the study, the promising fungal extracts against
to Fusarium pathogens have been determined in the study and more detailed studies

are needed.

2017, 47 pages
Key Words: Antifungal activity, Biological control, Fusarium, Mushrooms
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1. GIRIS

Ulkemizde toprak kdkenli funguslarin sebzelerde sebep oldugu ¢okerten ve solgunluk
hastaligina neden olan etmenlerden en 6nemlileri Fusarium, Pythium, Rhizoctonia,
Sclerotinia, Aphanomyces, Thielaviopsis, Botrytis, Alternaria, Phytophthora, Phoma
ve Macrophoma tiirleri olarak belirlenmistir (Karahan, 1971; Turhan, 1973; Delen ve
Yildiz, 1982; Boyraz ve Karaca, 1987; Kirbag ve Turan, 2006).

Solgunluk hastalig1, sebzelerde (6zellikle fide yetistiriciligi doneminde) agir
ekonomik kayiplara neden olan yetistiriciligi onemli dl¢lide sinirlayan bir hastaliktir.
Hastalik etmeni tohum ve toprak kokenli olup, bitkiyi kok ve kdk bogazindan

hastalandiran bir fungustur.

Samsun ilinde sebze seralarinda kok g¢iiriikliigii ve solgunluk hastaliginin
yayiliginin, yogunlugunun ve hastaliga neden olan etmenlerin belirlenmesi igin yapilan
calismada, Samsun ili sebze seralarinin %93.9’nun solgunluk hastaligiyla bulasik
oldugu saptanmistir. Caligmada hastaligin bitkilerde %94.9 oraninda bulasik oldugu
ve hastalik siddetinin ise %54.9 oldugu belirlenmistir. Solgunluk hastaliginin
belirlendigi bitkilerden yapilan izolasyonda, %55.5 oraninda Fusarium tiirleri, %27.2
oraninda Rhizoctonia solani, %10.0 oraninda Pythium tiirleri ve diisitk oranda Phoma
tirleri, Verticillium tiirleri ve Sclerotinia sclerotiorum tespit edilmistir. Patojenite
denemesinde, Fusarium tiirlerine ait izolatlardan %18.2’sinin, R. solani izolatlarinin
%75’inin ve Pythium tiirlerine ait izolatlarin tamaminin virulensinin yiiksek oldugu

belirlenmistir (Erper ve Hatat, 1998).

Erol ve Tunali (2009) tarafindan Samsun’da sera ve agikta yetistirilen domates
bitkilerinde kok bogazi ciiriiklik ve solgunluk hastaliklarini belirlemek amaciyla
yapilan calismada 2005 yilinda tarlalarin bulasiklik orani %56.3, 2006 yilinda ise
%55.0 olarak bulunmustur. Hastalik siddeti ise sirasiyla 2005 ve 2006 yillarinda
%34.0 ve 30.2 olarak hesaplanmistir. Patojenite denemeleri sonucunda virulensi en
yiiksek tiir Fusarium oxysporum f. sp radicis lycopersici olarak belirlenmis, bunu F.

oxysporum f. sp. lycopersici ve F. solani tiiriiniin izledigi saptanmustir.



Yiiksek verim ve kaliteli tirlin elde edilmesi amaciyla hastalik etmenleri ile
miicadelede farkli yontemler gelistirilmistir. Bunlarin basinda kimyasal savas
gelmekte, bunu kiiltiirel ve biyolojik savas yontemleri izlemektedir. Toprakta bu
mantarin tam olarak baskilanmasi, fungisit kullanimi ile zordur (Hibar vd, 2006).
Kimyasal miicadelede uygulanan fungisitler toprak igerisinde var olan yogun
mikrobiyal ¢esitlilik nedeniyle kesin etkili ve ekonomik olmamaktadir. Bu durum
dayanikli ¢esit kullaniminin Onemini arttirmaktadir. Ancak dayamikli bitki
yetistirilmesi de hastalik i¢in kisa siireli ¢6ziim olmakta, patojen etmeni hizla yeni
irklar olusturmaktadir. Fusarium solgunlugunun miicadelesinde temiz {iretim
materyali kullanilmasi, toprak isleme ve sulamaya dikkat edilmesi, hastalikli bitki
atiklarinin  yetistirme ortamindan uzaklastirilmasi, asir1 azotlu gilibrelemeden
kacinilmasi, ekim ndbeti, toprak fumigasyonu veya pastorizasyonun yapilmasi,
solarizasyon ve biyolojik miicadele yontemlerinin kullanilmasi dnerilmektedir (Jones

ve Woltz, 1978; Sherf ve Macnab, 1986).

Kimyasal miicadelenin etkili ve ekonomik olmamasi yani sira, ¢evre kirliligi ve
insan sagligi icin zararli kalinti birakmasi nedeniyle de sorun yaratmaktadir
(Ramamoorthy vd, 2002). Cevre ve canlilar lizerindeki olumsuz etkilerinin bulunmasi
nedeniyle, son yillarda kimyasallara alternatif olarak cevreyi ve canlilar1 olumsuz
etkilemeyecek zararsiz maddeler ve yontemler arastirilmaktadir. Topraga, suya,
havaya ve canlilara olumsuz etkisi olmayan zararsiz dogal bitki ekstraktlarindan elde
edilen maddeleri kullanarak patojen funguslara karsi etkili olan bitki tiirleri ve bu
tiirlerin icerdikleri etken maddelerin tespit edilmesi, diinyada tiim tilkelerin yogun bir
sekilde tlizerinde g¢alistigi biyolojik miicadele yontemlerinden birisidir. Biyolojik
miicadele hastaliklar1 6nler ya da kontrol altina alirken gevre ve insanlar i¢in herhangi
bir olumsuz etki olusturmamaktadir. Bu 6zellikle son yillarda yayginlasan organik

tarim bakimindan biiyiik 6nem tasimaktadir.

Biyolojik miicadelede bitkilerden elde edilen maddeler iizerinde durulmasinin
baslica sebepleri dogada bulunmalari, dolayisiyla dogaya ek toksik madde
yayilmasinin s6z konusu olmamasi, kisa zamanda dekompoze olarak toprak ve su
kirliligine yol agmamalari, {iriinler izerinde insan sagligini tehdit edecek uzun siireli
kalintilar olusturmamalari, zaten dogada bulunmalari nedeniyle bir ¢ok hayvan ve
diger canlilarin bunlardan kendilerini koruyacak mekanizmalar gelistirmis olmalar1 ve

spesifik olmalaridir.



Mantarlar, sadece ekosistemin pargasi olarak degil, giinlik hayatimizda yer
edinmis ve degisik kullanim alanlarina sahip olmalari nedeni ile insan yasaminda
biiyiik oneme sahip canlilardir. Ozer vd (2001) sentetik olarak iiretilen ilaglarm,
bitkilerdeki herhangi bir aktif maddenin izole edilmesi (digerlerinden ayrilmasi)
suretiyle yapildigin1 ve bu nedenle hastalik etmenleri sade ve basit bir yapist bulunan
bazi sentetik ilaglara karsi kisa zamanda dayanikli irklar olusturarak ilaglari etkisiz
hale getirebildigini belirtmektedirler. Buna karsilik bitkilerdeki ve mantarlardaki aktif
maddeler diger maddelerle birlikte kompleks (karisik) bir yapi olusturduklarindan
hastalik etmenlerinin bu yapiyr ¢ozerek dayanikli wrklar olusturmas: daha zor
olmaktadir. Cogu zaman bitkisel kokenli ilaglarin patojenlere (hastalik etmenlerine)

kars1 etkinliginin diisiik, fakat kullanilma siiresinin daha uzun oldugu bildirilmektedir.

Bitkisel tilirevli ilaglara karsi ilginin artma nedenlerinin basinda, bu iirlinlerin
zararli yan etkilere sahip olan yiliksek maliyetli sentetik ilaglardan daha giivenilir
oldugu yaygin inanis1 gelmektedir (Nair ve Chanda, 2007). Bu durum, ¢esitli tibbi
bitkiler ve ayn1 zamanda mantarlar gibi c¢esitli kaynaklardan yeni antimikrobiyal

maddelerin elde edilmesine yonelik arastirmalara ivme kazandirmistir.

Son yillarda mantarlar sadece gida olarak degil, icerdikleri antimikrobiyal
aktiviteye sahip bilesikler nedeniyle antimikrobiyal ajan olarak da biiyilk 6nem
kazanmiglardir. Giliniimiizde mantarlarin ve onlardan izole edilen bilesiklerin
antimikrobiyal aktivitesi iizerine yapilmis bir¢ok calisma vardir (Alves vd, 2012).
Yapilan degisik arastirmalarda farkli mantar Oziitlerinin patojenlerdeki ve
mikroorganizmalardaki etkileri, diinyanin farkli bolgelerindeki bir¢ok sayida bilim
adamu tarafindan arastirnlmistir (Fountoulakis vd, 2002; Gerasimenya vd, 2002;
Jonathan ve Fasidi, 2003; Rosa vd, 2003; Uzun vd, 2004; Lakshmi vd, 2004,
Gbolagade ve Fasidi, 2005; Gezer vd, 2006; Solak vd, 2006; Tiirkoglu vd, 2006;
Lillian vd, 2006; Barros vd, 2007; Demirhan vd, 2007; Gbolagade vd, 2007; Tirkoglu
vd, 2007; Shahi vd, 2011; Nwachukwu ve Uzoeto, 2011; Dogan ve Aydin, 2013;
Chittaragi vd, 2013; Chittaragi ve Naika, 2014; Yilmaz vd, 2015; Klaus vd, 2016).
Ana biyolojik kaynaklardan biri olan mantarlar hala yeni tarimsal kimyasallarin
kesfedilmemis bir kaynagi durumundadir (Luo vd, 2005). Mantar cesitliligi

diisiiniildiiglinde yapilan ¢alismalarin sinirli oldugu anlagilmaktadir.

Yapilan caligmalar hastalik etmenleri tarafindan antimikrobiyal etki gdsteren

bitkilere ve mantarlara kars1 diren¢ kazanilmadigini gostermektedir. Bazi mantar



ekstraktlarinin bakterilere oldugu kadar, mantarlara kars1 da antifungal aktivite
gosterdigi yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. Ancak bu ¢aligmalarin ¢ogunlukla
klinik ac¢idan Onemli olan bazi patojen bakterilerde yapilmis oldugu, ozellikle
tilkemizde tiriin kayb1 agisindan 6nemli bitki hastaliklar1 etmeni Fusarium tiirleri

lizerine yapilmis ¢alismalarin az oldugu dikkati ¢ekmektedir.

Mantar ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesine yonelik
yapilan ¢alismalar genellikle in vitro kosullarda petri ¢alismasi olarak yapilmustir.
Ancak in vitro kosullarda etkili bulunan bu ekstraktlarin fide veya bitkilerdeki
etkisinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Bu calismada, mantar ekstraktlari ile
yapilan in vitro calismalari sonucunda etkili bulunan ekstraktlarin fide tretim
kosullarindaki etkisinin ortaya konmasi nedeniyle 0Ozgiindiir. Ayrica mantar
ekstraktlariin Fusarium etmenine karsi fide yetistirme asamasinda pratikte kullanimi

ile ilgili veriler elde edilmesi bakimindan da biiyiik 6neme sahiptir.

Calismada doga ve kiiltiirii yapilan mantar tiirlerinden hazirlanan ekstraktlarin
antifungal etkileri belirlemis ve fide doneminde baz1 Fusarium tiirlerine kars1 hastalig
Onleyici etkileri incelenmistir. Calisma, sebze yetistiriciliginde sorun olan toprak
kokenli Fusarium etmenlerine karsi timitvar mantar ekstraktlarinin belirlenmesi ve

kullanimlar1 ile ilgili 6n veriler elde edilmesi amaciyla yiiriitiilmiistiir.



2. GENEL BIiLGILER

Mantarlarin antimikrobiyal ve antifungal aktivitesi iizerine yapilan g¢alismalar iki

baslik altinda verilmistir.

2.1. Mantarlarin Antimikrobiyal Aktivitesi Konusunda Yapilan Calismalar
Macrolepiota procera ve Ganoderma lucidum mantar tiirlerinden elde edilen
ekstrelerin bazi Gr (+) ve Gr (-) bakteriler ile bazi mayalara karsi antimikrobiyal

aktiviteye sahip olduklari belirlenmistir (Tamer vd, 1990).

Russula delica makrofungusundan hazirlanan etil asetat, aseton, kloroform ve
etanol ekstrelerinin disk diflizyon metodu ile Escherichia coli ATCC 11230,
Enterobacter aerogenes CCM 2531, Staphylococcus aureus ATCC 6538P,
Staphylococcus epidermidis NRRL B-4377, Micrococcus luteus La 2971,
Micrococcus flavus ATCC 14452, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus
ATCC 7064, Bacillus brevis ATCC 9999, Bacillus thurigiensis, Bacillus megaterium,
Listeria monocytogenes ATCC 19117, Corynebacterium xerosis CCM 2824,
Mycobacterium smegmatis CCM 2067, Salmonella thyphimurium CCM 5445,
Salmonella typhi ATCC 19430, Klebsiella pneumoniae UC57, Proteus vulgaris ATTC
8427, Xanthomonas campestris, Candida utilis La 991, Candida albicans ATCC
10231, Kluyveromyces fragilis NRRL 2415, Hansenula sp., Debaryomyces sp.,
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 ve Rhodotorula rubra iizerinde antimikrobiyal
aktiviteleri incelenmistir. Calisma sonucunda R. delica, basta C. xerosis ve L.
monocytogenes olmak iizere baz1 Gr (+), (-) bakterilere ve baz1 mayalara 6zellikle K.

fragilis’e kars1 antimikrobiyal aktivite icerdigi saptanmistir (Diilger vd, 1999a).

Diilger vd (1999b) Tricholoma terreum mantarindan hazirlanan etil asetat,
aseton, kloroform ve etanol ekstrelerinin disk diflizyon metoduna gore Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, Listeria monocytogenes ATCC 191 17, Escherichia coli
ATCC 11230, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Corynebacterium xerosis CCM
2824, Corynebacterium glutamicum ATCC 13022, Proteus vulgaris ATCC 8427,
Serratia marcescens NRRL 3284, Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus subtilis
ATCC 6538P, Stapylococcus epidermidis NRRL B4877, Alcaligenes faecalis CCM,



Alcaligenes eutrophus, Salmonella parathyphi B, Salmonella thyphi ATCC 19430,
Salmonella thyphimurium CCM 5445, Klebsiella pneumoniae UC57, Micrococcus
roseus, Micrococcus flavus ATCC 14452, Citrobacter freundii ATCC 8090,
Bordatella  broncliiseptica ATCC 4617, Erwinia amylovora, Pseudomonas
extorquens, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Pseudomonas putida, Xanthomonas campestris, Kluyveromyces fragilis NRRL 2415,
Candida albicans ATCC 10231, Candida utilis LA 991, Hansenula sp., Rhodotorula
rubra, Debaryomyces sp., Saccharomyces cerevisiae ~ATCC  9763.
Schizosaccharomyces sp., Torulopsis sp. ve Torula sp. karsi antimikrobiyal
aktivitesini incelemislerdir. Calisma sonucunda T. terreum ekstrelerinin aragtirmada
kullanilan Gr (+) ve Gr (-) bakterilere kars1 antagonistik etki gdstermesine ragmen,

maya kiiltiirleri lizerine antimikrobiyal aktiviteye sahip olmadig1 belirlenmistir.

Diilger ve Arslan (1999) Coriolus versicolor mantarindan hazirlanan etil asetat,
aseton, kloroform ve etanol ekstrelerinin disk difiizyon metoduna goére Aeromonas
hydrophila ATCC 7966, Listeria monocytogenes ATCC 19117, Escherichia coli
ATCC 11230, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Corynebacterium xerosis CCM
2824, Corynebacterium glutamicum ATCC 13022, Proteus vulgaris ATCC 8427,
Serratia marcescens NRRL 3284, Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus subtilis
ATCC 6633, Bacillus brevis ATCC 9999, Bacillus sphaericus, Bacillus megaterium
DSM 32, Mycobacterium smegmatis CCM 2067, Sarcina lutea, Micrococcus luteus
LA 2971, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Stapylococcus epidermidis NRRL B-
4877, Alcaligenes faecalis CCM 3763, Alcaligenes eutrophus, Salmonella parathyphi
B, Salmonella thyphi ATCC 19430, Salmonella thyphimurium CCM 5445, Klebsiella
pneumoniae UC57, Micrococcus roseus, Micrococcus flavus ATCC 14452,
Citrobacter freundii ATCC 8090, Bordatella bronchiseptica ATCC 4617, Erwinia
amylovora, Xanthomonas campestris, Pseudomonas extorquens, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Pseudomonas putida,
Kluyveromyces fragilis NRRL 2415, Candida albicans ATCC 10231, Candida utilis
LA 991, Hansenula sp., Rhodotorula rubra, Debaryomyces sp., Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9763, Schizosaccharomyces sp., Torulopsis sp. ve Torula sp., bakteri
ve maya Kkiiltlirlerine karsi aktivitesini incelemislerdir. Calisma sonucunda C.
versicolor ekstrelerinin arastirmada kullanilan Gr (+) ve Gr (-) bakterilere karsi
antagonistik etki gostermesine ragmen, maya Kkiiltiirleri {izerine antimikrobiyal

aktiviteye sahip olmadig1 belirlenmistir.



Russula delica, Morchella conica, Clitocybe geotropa mantarlarindan etil asetat,
etanol, aseton ve kloroform ile hazirladiklar1 ekstrelerin disk difiizyon yontemiyle
mikroorganizmalara kars1 aktivitesi incelenmistir. Calisma sonucunda R. delica ve C.
geotropa ekstrelerinin bazi Gr (+) ile Gr (-) bakteriler ve bazi mayalar iizerinde
antimikrobiyal aktivitesi bulundugu belirlenmistir. Ancak M. conica mantar tiiriinden
elde edilen ekstrelerin sadece Gr (+) ve Gr (-) bakterilere karsi antimikrobiyal
aktivitesi oldugu ve kullanilan mayalara karsi etkili olmadig1 saptanmistir (Coban ve

Isiloglu, 2000).

Gerasimenya vd (2002) Rusya'nin Moskova kenti yakinlarindan topladiklari
Pleurotus ostreatus'un 14 irkina (straine) ait makrofunguslarin sapka ve misel
formlarin1 antimikrobiyal aktivite denemelerinde kullanmislardir. Sonug olarak her iki
formun etanol ekstrelerinden sapkada orta diizeyde antifungal etkinin, miselde ise

yiiksek diizeyde antibakteriyal etkinin var oldugunu rapor etmislerdir.

Lactarius deterrimus, L. delicious, L. salmonicolor, L. sanguifluus, L.
semisanguifluus ve L. piperatus ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi aragtirilmistir.
Calismada Lactarius trlerinin baz1 Gram (+) ve Gram (-) bakterilerine kars: etkili,

fakat mayalara karsi antagonistik etkiye sahip olmadiklar1 bulunmustur (Diilger vd,
2002).

Efremenkova vd (2003) Rusya'nin farkli bolgelerinden topladiklari Coprinus
cinsine dahil alt1 farkl: tiire ait 14 irkin antimikrobiyal aktivitesini incelemislerdir. Bu
caligmada tiim 1rklara ait misellerin etanol ekstreleri test mikroorganizmalar tizerinde
denenmistir. C. digitalis tiirline ait misellerin genis bir antimikrobiyal aktivite
gosterdigi ve betalaktam grubu antibiyotiklere direngli, S. aureus (MRSA) ve
glikopeptid tiirii antibiyotiklere yiiksek direncli oldugu bildirilmistir.

Morchella conica ve Suillus luteus mantar tiirlerinin aseton, etil asetat, etanol ve
kloroform 6ziitlerinin 12 farkli mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal etkisi test
edilmistir. Disk difiizyon metodunun kullanildigi ¢alismada M. conica tiiriiniin
kloroform oziitiiniin Sarcina lutea’ya, etanol Oziitiiniin Streptococcus salivarius’a,
kars1 etkili oldugu belirlenmistir. Suillus luteus tiirliniin ise etanol Oziitiiniin
Streptococcus mutans bakterisine karsi antimikrobiyal etkisi oldugu tespit edilmistir.
Ancak bu etkilerin antibiyotige (kontrole) gore diisiik oldugu saptanmistir (Duman vd,
2003).



Auricularia polytricha, Daldinia concentrica, Daedalea elegans, Corilopsis
occidentalis ve Tricholoma lobayensis mantarlarinin antimikrobiyal aktivitelerini
belirlemek amaciyla yapilan ¢alismada, makrofungus tiiriine bagl olarak ekstratlarin

bakterilere karsi gosterdikleri antimikrobiyal aktivitenin degistigi tespit edilmistir

(Gbolagade ve Fasidi, 2005).

Yamag ve Bilgili (2006) calismalarinda 10 farkli makrofungus irklarina ait
misellerin  antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonucunda
Clavariadelphus truncatus ve Trametes versicolor'un yiiksek antibakteriyal etkiye

sahip oldugu belirlenmistir.

Pleurotus ostreatus, P. florida, Schizophyllum commune, Helvella leucomelaena
ve Amanita virosa tiirlerinin kloroform, etil asetat, aseton ve etil alkol ekstreleri
hazirlanarak disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir.
Calisma sonucuna gore antimikrobiyal aktivitenin; makrofungusun tiiriine, degisik
cozgenlerle hazirlanan ekstratlarina ve bakteri tiiriine gore degistigi saptanmistir

(Demirhan vd, 2007).

Iwalokun vd (2007) yaptiklari ¢alismada Pleurotus ostreatus’un Bacillus
subtilis, Saccharomyces cerevisae ve Escherichia coli izolatlarina kars1 Gr (+) ve (-)
bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitesi agar diliisyon metodu ile test edilmistir.
Calisma sonucunda P. ostreatus’un antimikrobiyal potansiyele sahip oldugu

saptanmuistir.

Enfeksiyon hastaliklar1 ile miicadelede yeni kaynaklarin bulunmasi amaciyla
dogal olarak yetisen Lepista nuda, Hebeloma eburneum ve Fomes fomentarius mantar
tiirlerinin antimikrobiyal kapasiteleri belirlemistir. Tiirlerin antimikrobiyal aktiviteleri
etil asetat, kloroform, aseton ve etanol oziitleri hazirlanarak disk difiizyon metoduna
gore belirlenmistir. Calisma sonucunda F. fomentarius ve L. nuda’dan hazirlanan
higbir oziitiin kullanilan test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite
gostermedigi tespit edilmistir. Hebeloma eburneum’dan hazirlanan tiim oziitlerin
Bacillus cereus, Staphylococcus aereus ve Sarcina lutea’ya karsi degisik derecelerde
antibakteriyal etkiye sahip oldugu, ancak c¢aligmada kullanilan diger test
mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktivite géstermedigi saptanmistir (Duman
vd, 2007).



Farkli kiiltiir ortamlarinda yetistirilen P. eryngii var. ferulae ekstraktlarinin disk
difizyon yontemi ile Bacillus megaterium, Candida albicans, C. glabrata,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Trichophyton ve
Epidermophyton tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir.
Calismalar sonunda P. eryngii var. ferulae'nin metil alkol ekstraktlarinin,
mikroorganizmalarin gelismelerini farkli oranlarda engelledigi belirlenmistir. Bununla
beraber mantar eksraktlarinin, antimikrobiyal aktivitesi standart antibiyotiklerden

diisiik bulunmustur (Akyiiz ve Kirbag, 2009).

Jagadish vd (2009) yaptiklari ¢alismada Agaricus bisporus etanol oziitiiniin
antimikrobiyal etkisi 2 tiir Gr (+) bakteri, 3 tiir Gr (-) bakteri ve 1 tiir kiif lizerinde
denenmistir. A. bisporus 6ziitii Gr (-) bakterleri {izerinde ¢ok dar bir etki gostermis,

buna kars1 Gr (+) bakterilerinin biiyiimesinde giiglii bir etki gostermistir.

Kalyoncu vd (2010) tarafindan Tiirkiye’nin 6zellikle Akdeniz Bolgesi’nden
toplanan 21 doga mantar tiiriinden elde edilen misellerin antimikrobiyal aktivite
potansiyelleri arastirilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenebilmesi i¢in

misellerin etanol oziitleri, 11 test mikroorganizmasina karsi denenmistir.

Russula grata mantarinin etanol ekstratinin antimikrobiyal aktivitesi 17 bakteri
ve 1 maya susuna kars1 in vitroda disk diflizyon yontemi ile incelemislerdir. Sonugta
R. grata etanol ekstratlarinin bazi gram pozitif ve gram negatif mikroorganizmalara

kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Akata ve Kaya, 2012).

Vamanu (2013), Pleurotus ostreatus mantarinin miselinden hazirlanan etanol
Oziitlinlin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini arastirmistir. P. ostreatus miseli
ozitlerinin test edilen Bacillus cereus, Candida sp., Candida albicans, Escherichia
coli, Listeria innocua, Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus karst MIC

degeri 12.5-25 mg ml™ konsantrasyonlarinda etkili oldugu bildirilmistir.

Heleno vd (2013), Ganoderma lucidum ekstraktinin B. cereus, E. coli, E.
cloacae, L. monocytogenes, M. flavus, P. aeruginosa, S. aureus ve S. typhimurium
bakterilerine kars1 etkinligini arastirmislardir. incelenen mikroorganizmalar i¢in MIC

degerlerinin 0.0125-0.75 mg ml™ arasinda degistigi tespit edilmistir.

Yilmaz vd (2015), Pleurotus ostreatus mantarmin Klebsiella pneumoniae ve
Acinetobacter haemolyticus bakterilerine kars1 inhibitér etkisinin oldugunu

bildirmislerdir.



2.2. Mantarlarin Antifungal Aktivitesi Konusunda Yapilan Cahsmalar

Badalyan vd (2002) yapmis olduklar1 ¢alismada Bipolaris sorokiniana, Fusarium
culmorum, Gaeumannomyces graminis var. tritici ve Rhizoctonia cerealis
patojenlerine kars1t Ermenistan kokenli 11, Almanya kokenli 1, Fransa kokenli 4 ve
Italya kokenli 1 olmak iizere toplam 17 mantar tiiriiniin antifungal etkisini
arastirmiglardir. Calismada Coriolus versicolor, Flammulina velutipes, Ganoderma
lucidum, Hypholoma fasciculare, H. sublateritium, Kiihneromyces mutabilis,
Lentinula edodes, Lentinus tigrinus, Pholiota alnicola, Ph. aurivella, Ph. destruens,
Pleurotus ostreatus, P. cornucopiae, Polyporus squamosus, P. subarcularius, P.
varius ve Schizophyllum commune mantar tiirlerini kullanmiglardir. Test edilen mantar
tiirlerinin tahil patojenlerine kars etkili oldugu ve antifungal 6zellikleri ile metabolit
tirettigi belirlenmistir. En aktif tiirler ise P. ostreatus, H. fasciculare, G. lucidum, S.

commune ve L. edodes olarak bildirilmistir.

Martin-Pinto vd (2006) in vitroda Boletus edulis, Rhizopogon roseolus, Laccaria
laccata ve Lactarius deliciosus ile Fusarium oxysporum ve F. moniliforme arasindaki
iligkileri incelemislerdir. Bu c¢alisma sonucunda sadece Lactarius deliciosus

ekstratinin onleyici etkisi oldugu tespit edilmistir.

Ganoderma lucidum'un antibakteriyal ve antifungal o6zelliklerini saptamaya
yonelik c¢alismalar yapilmistir (Gao vd, 2005; Russell ve Paterson, 2006). Bu
caligmalarda Ganoderma cinsine dahil tiirlerin igerdikleri triterpenoidler (ganoderik
asit, ganodermik asit ve lucidenik asit tiirevleri), peptidoglikanlar (ganoderans B ve C)
ve hidrokuinonlar (ganomisin A ve B) ile ¢esitli gram pozitif ve negatif bakteriler ve
funguslar tizerinde inhibisyon etkisi gosterdikleri belirtilmistir. Bununla birlikte G.
lucidum iizerinde yapilan calismalar ¢ogunlukla tiiriin antioksidan, antidiabetik,

antitiimor ve antimetastaz etkilerinin belirlenmesine yonelik olmustur (Wang ve Ng,

2006).

Fomitopsis pinicola ve Lactarius vellereus tiirlerinin kloroform ve etanol
ekstreleri hazirlanarak Fusarium inflexum ve F. heterosporium’a karsi antifungal
etkileri disk difiizyon metoduna gore incelenmistir. Caligma sonucunda mantarlarin
etanol ve kloroform oziitlerinin antifungal etkileri oldugu belirlenmistir (Giiler vd,
2009).
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Tiirkoglu vd (2011) yapmis olduklar1 ¢alismada Clitocybe odora mantarinin
aseton, su ve kloroform igeren 6ziitlerini hazirlamislar ve disk difiizyon metoduna gore
antifungal aktivitesini arastirmislardir. Calismada eritromisin ve amoksilin

karsilastirma i¢in kullanilmistir.

Sridhar vd (2011) yapmis olduklar1 c¢alismada Ganoderma lucidum’un
mantarlarindan hazirlanan metanol ve sulu extratlar ile antifungal aktiviteleri test

edilmistir.

Siyah kiif hastaligina neden olan bitki patojeni Aspergillus niger ve A. wentii’e
kars1 Pleurotus ostreatus mantarmin antifungal etkileri incelenmistir. Calismada
¢Ozgen olarak aseton ve kloroform seg¢ilmis ve disk diflizyon metodu kullanilmistir.
Sonuglar ticari antibiyotikler olan amoksilin ve eritromisin ile karsilastirilmastir.
Aspergillus’un her iki tiirii iginde P. ostreatus’un asetondaki ekstresinin kloroforma

gore daha fazla oldugu tespit edilmistir (Giiler vd, 2012).

Mikro dilisyon metodu kullanilarak Terfezia boudieri, Agaricus brunnescens ve
Lactarius vellereus mantarlarinin kloroform, aseton ve metanol ekstratlarinin
antimikrobiyal aktivitesi degerlendirilmistir. Candida albicans karsi en giiglii
antifungal aktivite T. boudieri (MIC 2.4 mg mL?) ve A. brunnescens (MIC 19.5 mg
mL1) aseton ekstraktindan elde edilmistir. Fungal ekstraktlar igin en giiclii MIC
degerleri 7.8 ve 2.4 mg mL* arasinda bulunmustur. Calisma sonucunda bu 3 mantar
tiiriiniin milkkemmel antimikrobiyal aktiviteye ve dogal saglik iriinleri i¢in kaynak

olarak biiytik bir potansiyele sahip oldugu belirlenmistir (Dogan vd, 2013).

Hindistan’da yar1 herdem yesil ormandan toplanan Hygrocybe parvula mantar
tirtiniin petrol eteri, kloroform ve metanol Oziitleri 9 bitki (Aspergillus flavus,
Alternaria alternate, A. solani, A. tomentosa, Colletotrichum capsici, C. dematium, C.
lindemuthianum, Fusarium oxysporum, F. solani) ve 10 insan (Microsporum gypseum,
Trichophyton equinum, T. kanei, T. rubrum, Candida krusei, C. albicans,
Chrysosporium merdarium, C. indicum, C. zonatum, Epidermophyton floccosum)
mantari hastalik etmenine karsi test edilmistir. %100 konsantrasyondaki metanol ve
kloroform 6ziitleri T. rubrum (12.66 mm), C. zonatum (11.33 mm) ve E. floccosum

(10.33 mm)’a kars1 yiiksek aktivite gostermistir (Chittaragi vd, 2013).

Son on yilda, yeni dogal kokenli ve giivenli antimikrobik maddelerin gelisimi ile

ilgili olarak mantarlar cazip hale gelmistir. Bu amagla Nedelkoska vd (2013) yaptiklar
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caligmada Makedonya’nin farkli bolgelerinden toplanan Boletus lupinus, Flammulina
velutipes, Phellinus igniarius, Sarcodon imbricatus, Tricholoma aurantium ve
Xerocomus ichnusanus mantarlarinin metanol ekstraktlarinin antibakteriyal ve
antifungal aktivitelerini belirlenmiglerdir. Bu tiirlerin alti bakteri ve on alti
mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal 6zellikleri hem mikroorganizma tiirtine hem
de ekstraktin tiirline ve konsantrasyonuna bagli olarak degismistir. En yliksek
antibakteriyel ve antifungal aktivite P. igniarius tiiriiniin metanol ekstresinden elde

edilmistir.

Yeni antifungal maddeler i¢in olasi bir kaynak olarak kullanmak iizere,
Hygrocybe cantharellus'un petrol eteri, kloroform, metanol ve su &ziitlerinin bazi
insan ve bitki patojenlerine kars1 antifungal 6zellikleri aragtirilmistir. Clotrimazole,
Fleuconazole, Mancozeb ve Captan, insan ve bitki patojen mantarlarina kars1 standart
antibiyotikler olarak kullanilmistir. Agar kuyu difiizyon yontemi kullanilan ¢alismada
oziitlerin ¢ogu C. capsici ve F. oxysporum (bitki patojenleri) i¢in degisen derecelerde
etkili iken H. cantharellus'un petrol eteri ve kloroform ekstrakti, C. mersdarium ve T.
equinum (insan patojenleri)’a karst en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Caligmada H.
cantharellus 6ziitlerinin fungal bliyiimeyi 6nemli 6lgiide engelledigi ve bu etkinin
kullanilan standart antibiyotiklerle kiyaslanabilir oldugu bildirilmistir (Chittaragi ve
Naika, 2014).

Pleurotus ostreatus ve Agaricus bisporus mantarlarinin etanol ekstraktlarinin
Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatous, Penicillium chrysogenum, Sporotricum
carnis, Humicola grisea ve Thermoascus aurantiacus’a karsi antifungal etkileri agar
kuyucuk difiizyon teknigi ile incelenmistir. P. ostreatus tiiriiniin etanol ekstrakti P.
chrysogenum’a kars1t maksimum, A. flavus’a karsi minimum engelleyici etki gosterdigi
tespit edilmistir. A. bisporus etanol ekstraktinin ise H. grisea’ya karsi maksimum, A.
flavus’a karst minimum engelleyici etki gosterdigi belirlenmistir (Kumar ve Yadav,
2014).

Dogadan toplanan Ganoderma applanatum mantarinin sicak su ve alkali
ekstraktinin 10 bakteri ve 2 fungal tlire karsi antibakteri ve antifungal aktivitesi
aragtirillmistir. Calismada, hazirlanan ekstraktlarin bazi patojen mikroorganizma
gelisimlerini ve gida bozulmalarini engelledigi ve G. applanatum mantariin giiglii bir

antimikrobiyal potansiyeli oldugu bildirilmistir (Klaus vd, 2016).

12



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Fusarium Tiirlerinin Gelistirilmesi ve Antifungal Aktivite Denemelerinde
Kullanilan Besi Ortami

Fusarium tiirlerinin gelistirilmesi ve antifungal aktivite denemelerinde patates

dekstroz agar (PDA) besi ortam1 kullanilmastir.
Patates-dekstroz agar (PDA): PDA (Merck) (39 g), Saf su (1 It)

Biitiin malzemeler erlenmayer i¢ine konulup, otoklavda 121°C’de 1 atm. basing
altinda 20 dakika steril edilmistir. Besi ortami yaklasik 50 °C’ye sogudugunda
antibiyotik olarak Streptomycin siilfat (0.05 g I') ve Oxytetracyclin (0.1 g I'!) ilave

edilerek petrilere dokiilmiistiir.
3.2. Cahismada Kullamilan Fusarium Tiirleri

Calismada, 6ncelikle Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimiinde Fusarium ile ilgili daha once yiiriitillen ¢alismalarda hasta gériinimli
domates, hiyar ve biber bitkilerinden elde edilerek teshisleri yapilmis 25 Fusarium
tirinde (Cizelge 3.1) patojenite ¢aligmalart ylriitlilmiistiir. Yiritilen patojenite
calismasi sonucunda hastalik siddeti yiiksek olan Fusarium tiirleri tespit edilmistir.
Buna gore birinci denemede hiyar ve domates bitkilerinden izole edilen 2 Fusarium
tiirtine ait 3 izolat (Fusarium solani (1 izolat) ve F. oxysporum (2 izolat)), ikinci
denemede ise hiyar, domates ve biber bitkilerinden izole edilen 3 Fusarium tiirii
(Fusarium solani, F. oxysporum ve F. nygamai) kullanilmstir. Patojenite ¢alismasinda

ise F. solani ve F. oxysporum tiirleri kullanilmustir.
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Cizelge 3.1. Daha Once yiirlitiilen ¢alismalarda hasta goriinimlii domates, hiyar ve
biber bitkilerinden elde edilen 25 Fusarium izolatinin 6zellikleri

Kod 1Izolat no Bitki Bulundugu Fusarium tiirii

tiiri yer
F1  Car. 17-18/2 Hiyar Carsamba Fusarium solani (Mart.) Sacc.
F2  Car.12-914 Hiyar Carsamba . semitectum Berk. & Rav.

F3  B-3-2 Biber Bafra . graminearum Schw.

F4  B21-1-2 Biber Bafra . nygamai Burgess & Trimboli
F5  B16-2-1 Biber Bafra . nygamai Burgess & Trimboli
F6  B29-3-1 Biber Bafra . solani (Mart.) Sacc.

F7 B5 Biber Bafra . proliferatum (Matsush.) Niren.
F8  D-33 Domates Bafra . semitectum Berk. & Ravene
F9 1-3-D Domates - . 0xysporum Schlecht.

F10 D36-1-2 Domates Bafra . proliferatum (Matsush.) Niren.
F11 D4-2-1 Domates Bafra usarium sp.

F12 D29-3-2 Domates Bafra . solani (Mart.) Sacc.

F13 D5-1-3 Domates Bafra . graminearum Schw.

F14 14-55-B5 Domates  Samsun
F15 14-55-H6-1 Domates Samsun
F16 14-55-H6-2 Domates Samsun
F17 14-55-Ankl Domates Samsun
F18 14-55-C19 Domates  Samsun
F19 14-55-T3 Domates  Samsun
F20 14-45-01 Domates Manisa

. oxysporum Schlecht.
. oxysporum Schlecht.
. solani (Mart.) Sacc.

. 0xysporum Schlecht.
. graminearum Schw.
. 0xysporum Schlecht.
. oxysporum Schlecht.

TTTTMMTMT T MMM TMTTTMTMTMT T T T

F21 14-19-2 Domates Corum . solani (Mart.) Sacc.
F22 14-05-17 Domates Amasya . oxysporum Schlecht.
F23 14-19-5 Domates  Corum . oxysporum Schlecht.
F24 B5 Biber Bafra Fusarium sp.

F25 D4-2-1 Domates Bafra F. oxysporum Schlecht.

3.3. Fusarium Tiirleri Uzerine Etkili Antifungal Aktiviteye Sahip Mantar
Tiirlerinin Belirlenmesi

3.3.1. Birinci Deneme

3.3.1.1. Birinci denemede kullanilan mantar tirleri ve mantar ekstrakti
hazirlama yontemi

Antifungal aktivite c¢alismalari igin yiiriitilen birinci denemede Craterellus
cornucopioides, Ganoderma lucidum, Hericium erinaceus, Lentinula edodes,
Marasmius oreades, Morchella conica ve Pleurotus ostreatus olmak iizere kiiltiirii

yapilan ve dogadan toplanan 7 mantar tiirii kullanilmistir (Cizelge 3.2).

Mantar tiirlerine ait 6rnekler 50 °C’de kurutulmus ve daha sonra ogiitiilmiistiir.
Kurutularak 6giitiilen her bir mantar 6rneginden 2.5 gram tartilmis ve i¢lerine 15 ml
%95'lik etanol konulan tiiplere alinmistir. Tipler 220 rpm'de 7 gilin siireyle

calkalanmistir. Daha sonra 0.45 pm'lik acrodisclerden gegirilerek 40 °C'de vakumla
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kurutularak mantar ekstraktlari elde edilmistir (Jonathan ve Fasidi, 2003). Mantar

orneklerinin hazirlanmasi ve mantar ekstraktlarinin genel goriiniimiine ait fotograflar

Sekil 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Birinci denemede antifungal aktivitesi belirlenen mantar tiirleri

Bilimsel ismi Familyasi Lokal ismi Bolge Yetisme Yenme
formu  durumu

Craterellus Cantharellaceae Borazan Bolu Doga Yenir
cornucopioides (L.) Pers. mantari
Ganoderma lucidum Ganodermataceae  Reishi, Denizli Kiltir  Tibbi
(Curt.: Fr.) P. Karst oliimsiizliik

mantari
Hericium erinaceus Hericiaceae Aslan yelesi Samsun  Kiiltir ~ Yenir
(Bull.) Pers. mantari, Dede

mantari,

Ponpon

mantari
Lentinula edodes (Berk.)  Tricholomataceae  Shiitake, Denizli Kiltir  Yenir
Pegler Mese mantari
Marasmius oreades Marasmiaceae Cincile, Sinop Doga Yenir
(Bolt. ex Fr.) Fr. Mih tepesi
Morchella conica (Pers.)  Morchella Kuzu gobegi Samsun  Doga Yenir
Boudier
Pleurotus ostreatus Pleurotaceae Kaym mantari, Giresun,  Kiltir*  Yenir
(Jacq. ex Fr.) P.Kumm. Kavak mantar1  Eynesil

*Kavak kiitiigiinde

TR

Sekil 3.1. a) Mantar orneklerinin hazirlanmasi, b) mantar ekstraktlarinin genel

gorunimu

3.3.1.2. Birinci denemede kullanilan Fusarium izolatlari

Birinci denemede kullanilan hastalik siddeti yiiksek Fusarium izolatlari ile ilgili

bilgiler Cizelge 3.3’de verilmistir.

15



Cizelge 3.3. Birinci denemede kullanilan Fusarium izolatlar

Kodu Izolat Bitki tiirii Bulundugu yer Fusarium tiirii
F1 Car. 17-18/2  Hiyar Carsamba F. solani

F15 14-55-H6-1 Domates Samsun F. oxysporum
F23 14-19-5 Domates Corum F. oxysporum

Domates ve hiyardan izole edilen F. solani ve F. oxysporum tiirlerine ait 3
Fusarim izolatt PDA’ya ekilmistir. PDA’da gelisimleri saglanan izolatlardan spor
siispansiyonu yapilmistir. Elde edilen spor siispansiyonlar: 5x10° olacak sekilde
formiile edilmistir. Fusarium kiiltiirleri her deneme Oncesi yeniden gelistirilerek

kilttirler 7-10 giinliik oldugunda kullanilmistir.

3.3.1.3. Birinci denemede farklh mantar tiirlerine ait ekstraktlarim Fusarium
tiirlerine kars1 antifungal aktivitelerinin belirlenmesi calismalari-1

Mantar ekstraktlarmin antifungal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yiiriitiilen
birinci denemede disk difiizyon yontemi uygulanmistir (Diilger ve Arslan, 1999; Alves
vd, 2012). Mantar ekstraktlari, PDA besi ortami bulunan petrilerin kenardan itibaren
2 cm uzagina konulmus steril 1 cm ¢apindaki diskler iizerine 1 ml olacak sekilde bir
mikropipet yardimiyla emdirilmistir. Ayni petride bu diskin karsisina gelecek sekilde
yine petri kenarindan 2 cm uzakliga 1 hafta siireyle inkiibatorde gelistirilen patojen
Fusarium tiirlerinden birisine ait misel disk konulmustur. Mantar ekstraktlarinin etkisi
48 saat sonra funguslarin yarigaplari dlgiilerek incelenmistir. Kontrol petrilerinde,
Fusarium tiiriniin misel diski karsisina petrilerin kenardan itibaren 2 cm uzagimna
konulan mikropipet yardimiyla {izerine 1 ml olacak sekilde Fusarium’a kars1 etkili
fungisit (etkin maddesi 60 g I"* prochloraz ve 20 g I triticonazole olan ticari bir
fungisit) emdirilmis steril 1 cm ¢apindaki diskler konulmustur. Funguslar petriyi
kaplayana kadar her giin diizenli 6l¢iim yapilmistir. Antifungal etki Fusarium
tiirlerinin biiyiime hiz1 karsilastirilarak ortaya konulmustur. Denemeler 5 tekerriirlii

yiirtitiilmustiir.
3.3.2. ikinci Deneme

3.3.2.1. ikinci denemede kullamilan mantar tiirleri ve mantar ekstrakti hazirlama
yontemi

Ikinci denemede dogadan ve kiiltiir olmak iizere 16 mantar tiirii kullanilmistir (Cizelge
3.4). Her bir mantar tiirli igin 24 g 6giitiilmiis mantar 6rnegine 200 mililitre etanol

karistirtlmis, daha sonra ultrasonikatérde 1 saat sicaklik 25-37 °C olacak sekilde
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ultrasonikasyona (pargalanmaya) tabii tutulmustur. Karigimlar whatman kagitlarindan

stiziilerek falcom tiiplerine konmus ve 8500 rpm’de 15 dakika +4 °C’de santrifiij

edilmistir. Tekrar sivi kisim alinarak karisimda kati kismin kalmamasma dikkat

edilmistir. Elde edilen s1iv1 karisimlar rotary evaporatorde 40 °C’de karisimin %90

alkolii ucana kadar bekletilmistir (Sekil 3.2). Elde edilen ekstratlar etiketlenerek falcon

tiiplerinde 4 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.4. Ikinci denemede kullanilan mantar tiirleri

Bilimsel ismi Familyasi Lokal ismi Bolge Yetisme  Yenme
formu durumu
Armillaria mella (Vahl) Physalacriaceae - Kampiis, Doga *
P. Kumm. Samsun
Cantharellus cibarius Fr.  Cantharellaceae Tavuk Terme, Doga Yenir
mantari, Sarl Samsun
mantar
Craterellus Cantharellaceae Borazan Bolu Doga Yenir
cornucopioides (L.) Pers. mantari
Ganoderma lucidum Ganodermataceae  Reishi Denizli, Kiiltiir Tibbi
(Curt.: Fr.) P. Karst Agroma
Hericium coralloides Hericiaceae Aslan yelesi Bolu Doga Yenir
(Scop.) Pers. mantart
Hypoloma fasciculare Hypholoma Carsamba, Doga Zehirli
(Huds.:Fr.) P.Kumm. Samsun
Lactarius spp. Russulaceae Kanlica Bektas, Doga Yenir
mantari Giresun
platosu
Lactarius Russulaceae Kanlica Kampiis, Doga Yenir
semisanguifluus R.Heim mantari Samsun
& Leclair
Lentinula edodes (Berk.)  Tricholomataceae  Shiitake, Denizli, Kiilttr Yenir
Pegler Mese mantar1  Agroma
Macrolepiota procera Agaricaceae Dede mantar1 ~ Kampils, Doga Yenir
(Scop. Fr.) Singer Samsun
Marasmius oreades Marasmiaceae Cincile, Sinop Doga Yenir
(Bolt. ex Fr.) Fr. Mih tepesi
Morchella conica (Pers.)  Morchella Kuzu g6begi Vezirkoprii, Doga Yenir
Boudier mantari Samsun
Pleurotus ostreatus Pleurotaceae Kayin mantari, Eynesil, Kiltiir**  Yenir
(Jacq. ex Fr.) P. Kumm. Kavak mantar1 ~ Giresun
Ramaria botrytis Gomphaceae Piirpiiriim Ladik, Doga Yenir
(Pers.:Fr.) Ricken Samsun
Sarcosphaera coronaria  Pezizaceae Kurt kulag: Kampiis, Doga *
(Jacq.) J. Schrét. Samsun
Tricholoma terreum Tricholomataceae  Karakiz Vezirkoprii, Doga Yenir
(Schaeff.: Fr.) P.Kumm. mantari Samsun

*: Cig yendiginde zehirli, **: Kavak kiitiigiinde yetistirilmistir.
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Sekil 3.2. Mantar ekstraktlarinin elde edilme asamalari. a) Ultrasonikatorde pargalama,
b) siizme islemi, c) santrifiij islemi, d) rotary evaporatdrde alkoliin

buharlastirilmasi

3.3.2.2. ikinci denemede kullamilan Fusarium izolatlar

Ikinci denemede hiyar, domates ve biberden izole edilen F. solani, F. oxysporum ve

F. nygamai tiirlerine ait 3 Fusarim izolati kullanilmistir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Ikinci denemede kullanilan Fusarium izolatlar:

Bitki tiirii Bulundugu yer  Fusarium tiirii
Car. 17-18/2  Hiyar Carsamba F. solani

Biber Bafra F. nygamai
14-55-H6-1 Domates Samsun F. oxysporum

PDA’da gelisimleri saglanan izolatlardan spor siispansiyonu yapilmistir. Elde

edilen spor siispansiyonlar1 5x10° olacak sekilde formiile edilmistir. Fusarium

kiltiirleri her deneme 6ncesi yeniden gelistirilerek kiiltiirler 7-10 giinliik oldugunda

kullanilmustir.
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3.3.2.3. Ikinci denemede farklh mantar tiirlerine ait ekstraktlarmm Fusarium
tiirlerine karsi antifungal aktivitelerinin belirlenmesi calismalari-11

Antifungal aktivitelerinin belirlenmesinde birinci denemede disk difiizyon yontemi
uygulanmistir. Ancak ikinci denemede mantar ekstraksiyonlarmin antifungal
aktivitelerinin test edilmesi i¢in agar kuyucuk metodu kullanilmistir (Perez vd, 1990;
Ahmad vd, 1998). Calismada domates, hiyar ve biberden elde edilen olmak iizere 3
Fusarim tiiriiniin PDA’da gelismis izolatlarindan 5x10° olacak sekilde formiile edilen
spor siispansiyonlar1 kullanilmistir. Her bir PDA’l1 bos petriye 500 mikrolitre spor
siispansiyonu yayilmis ve esit dagilmasi saglanmistir. Yayma islemi tamamlandiktan
sonra deneme-I"de her bir petriye mantar delici (5 mm) ile 3 kuyucuk agilmistir. Her
bir kuyucugun icine mantar stok ekstraktlardan 55 mikrolitre (uL) ekstrakt
konulmustur. Deneme-II"de her bir petriye mantar delici (9 mm) ile 3 kuyucuk
acilmistir. Her bir kuyucugun icine mantar stok ekstraktlardan 130 mikrolitre (uL)

ekstrakt konulmustur.

Calismada fungisit (kingto duo-etkin maddesi 60 g I prochloraz ve 20 g I
triticonazole olan ticari bir fungisit) ve mantar ekstraktinin kullanilmadigi olmak tizere
tic kontrol grubu denemeye alinmistir. Petriler 25+1 °C’de inkiibe edilmistir (Sekil
3.3). Inkiibasyondan 48 saat sonra bir cetvel yardimiyla her kuyucugun etrafinda

olusan inhibisyon zonu (mm) dl¢tilmiistiir (Sekil 3.4).

Denemelerde 9 cm’lik petriler kullanilmigtir. Her mantar ekstrati her bir
Fusarium tiirii igin 2 tekrar (2 petri) ve her tekrarda 3 agar kuyucuk olacak (2x3=6)

sekilde hazirlanmistir. Olusan her bir inhibisyon zon ¢ap1 buna gore dl¢lilmiistiir.
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Sekil 3.3. a) Fusarium spor siispansiyonlarinin petri iizerine yayilmasi, b) agar
kuyucuklarmin agilmasi, c¢) agar kuyucuklarma mantar ekstraktlarinin
konulmus hali, d) Fusarium gelisme donemi

Sekil 3.4. Mantar ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon zonunun dl¢iilmesi
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3.3.2.4. Diliisyon (seyreltme) metodu

Calismanin bu kisminda ikinci denemede kullanilan 16 mantar tiiri i¢inde en iyi
sonucu veren Armillaria mella, Ramaria botrytis, Sarcosphaera coronaria, Hypoloma
fasciculare ve Pleurotus ostreatus tiirlerine ait ekstraktlarin etkin dozunun
belirlenmesi amaciyla diliisyon metodu uygulanmistir. Diliisyon metodunda mantar

ekstrakti+1/2 PDA karisimlari agagidaki gibi hazirlanmistir.

1 ml ekstrat + 3 ml /2 PDA

500 pl ekstrat + 3500 ul %2 PDA
250 pl ekstrat + 3750 pl 2 PDA
125 pl ekstrat + 3875 pl %2 PDA
60 pl ekstrat + 3940 pul /2 PDA

a > w0 N oE

Petrilere 4 mililitre PDA dokiilmiis ve sogumasi beklenmistir. Donmasi saglanan
PDA’l1 petrilere toplami 4 mililitre olacak sekilde mantar ekstrakti+1/2 PDA
karigimlart homojen karistirilarak petriye dokiilmiis ve yiizeye esit dagilmasi
saglanmistir. Iki katmanda soguduktan sonra 1 cm’lik mantar delici ile petrinin tam
orta noktasindan delinmis ve bu kisim c¢ikartilarak agar kuyucugu olusturulmustur.
Ayni mantar delici ile alinan Fusarium diski kuyucuga konulmustur. Deneme petrileri
oda sicakliginda 1s1ikli kabinde bekletilmistir. Fusarium gelisimleri giinliikk olarak
cetvelle dlgiilerek mm olarak kaydedilmistir (Sekil 3.5). Elde edilen Fusarium gelisme
caplarinin ortalamasi alinmistir. Denemede 6 cm’lik petriler kullanilmistir. Deneme 2

tekerrtirlii olacak sekilde kurulmustur.

Sekil 3.5. Diliisyon yontemi ile hazirlanan kontrol (hi¢gbir uygulamanin yapilmadigi)
ve ila¢ uygulanan (soldan saga) ortamlarda Fusarium gelisimi
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3.4. Farkh Mantar Tiirlerine Ait Mantar Ekstraktlarimn Fide Uretiminde
Fusarium Tiirlerine Kars1 Biyolojik Etkinliginin Belirlenmesi Cahsmalari-
Patojenite Denemesi

Denemede kullanilan Fusarium solani ve F. oxysporum izolatlari PDA ortaminda
25+1 °C’de gelistirilmistir. Patojenite testi i¢in fungal inokulum hazirlamak amaciyla
3:97:20 oranlarinda ¢ig misir unu:dere kumu:distile su ortami kullanilmistir.
Hazirlanan bu ortamlar cam siselere doldurulmus ve 2 giin pes pese 60 dk 121 °C*de
otoklavda steril edilmistir. PDA besi ortaminda gelistirilen funguslardan her siseye 5
adet olmak tizere mantar delici yardimi ile kenara yakin kisimdan alinan 5 mm ¢aph
fungus diskleri konulmustur. Fusarium bulastirilan siseler 2442 °C’de 15-20 giin

stireyle 151kl1 kabinde gelistirilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Patojenite denemesinin hazirlik asamalarindan goriintiiler

Daha sonra bahge topragi:dere kumu:yanmig ahir giibresi (1:1:1) seklinde
hazirlanip otoklavda 2 giin ard arda 1’er saat siireyle steril edilen ortamlar fidelerin
yetistirilecegi saksilara doldurulmustur. Her bir fungal inokulum bu har¢ karisimi ile
doldurulan saksilara %35 (inokulum:toprak, w:w) oraninda Kkaristirilmistir.
Inokulumlarm fide yetistirilecek toprakta 7-10 giin siire ile gelismesi beklenmistir
(Ramamoorthy vd, 2002). Inokulumlarin gelismesinden sonra hiyar tohumlar1 %1°lik
NaOCTI’de 3 dk siireyle ylizeysel defenfeksiyona tabi tutulmus ve steril saf sudan
gegirildikten sonra kurutma kagitlar1 arasinda fazla sular1 alinarak her saksiya 4 tohum
olacak sekilde ekilmistir. Ekimden sonra tohumlara can suyu verilmistir. Saksilar 24+2
°C sicaklik 14 saat aydinlik 10 saat karanlik kosullarda tutulmus ve gerekli bakim
caligmalar1 yerine getirilmistir. Patojenite ¢aligsmalari i¢in fungal inokulum hazirlanan

siseler ve fidelerin genel goriiniimii Sekil 3.7°de verilmistir.
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Sekil 3.7. a) Patojenite ¢aligsmalari i¢in fungal inokulum hazirlanan siseler, b) fidelerin
genel goriinimii

Cikistan 30 giin sonra, bitkilerin kdk ve kok bogazlari incelenerek hastalik

siddeti 0-4 skalasina gore degerlendirilmistir.
Bu skalaya gore;
0: Fidede herhangi bir zararlanma yok,

1: Fidenin toprak ylizeyi ile birlestigi yerde renk agilmasi ve kiiciik lezyonlar

goriiliiyor,
2: Daha biiytik lezyonlar govdeyi ¢evirmis durumda,
3: Govdeyi ¢evreleyen biiylik lezyonlar sonugta konkav bir goriiniim aliyor,

4: Organizma zarar1 sonucu kok ve kok bogazi ¢iirlimiis veya 6lmiis bitki olarak

degerlendirilmistir (Chandler ve Santelman, 1968).

Kokl fide boyu (cm) ve kok uzunlugu (cm) cetvel ile govde gapi (cm) ise
kumpas yardimiyla olgiilmiistiir. Yaprak sayis1 adet olarak belirlenmistir. Fidelerin
toprak iistii aksam1 ve kok yas agirligi (g) hassas terazide olgiilerek tespit edilmistir.
Yas agirliklar1 belirlenen fidelerin toprak {iistii aksami ve kokler 70 °C'de sabit agirliga
gelinceye kadar kurutulmus, hassas terazide tartilarak kuru agirlhiklart (g)

belirlenmistir.

Calisma Tesadiif Parsellerin deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak

yiirlitilmistir.
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3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirmelerinde JUMP paket programi
kullanilmistir. Calismada inhibisyon zonu olusturmayan ve gelisim olmayan
uygulamalarda degerlere sifir verilmis, istatistiksel degerlendirmede “0” olan bu
degerlere karekok transformasyonu uygulanmistir. Yapilan istatistiksel analiz
sonucunda farklilik gésteren uygulamalar arasindaki ger¢ek onemli farkliliklart tespit
etmek ve farkli olanlar1 derecesine gore gruplandirabilmek icin “LSD” testinden
yararlanilmistir. Sonuglarin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde farklar arasindaki

onemlilik %5 (6nemli) olarak ifadelendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Birinci Denemede Farklhh Mantar Tiirlerine ait Ekstraktlarin Fusarium
Tiirlerine Kars1 Antifungal Aktivitelerinin Belirlenmesi Calismalari-|

Yiiriittiiglimiiz bu c¢alisma sonuglarina gore mantar ekstraklarinda herhangi bir
antifungal aktivite belirlenmemis ve Fusarium tiirleri geliserek tiim petriyi

kaplamiglardir. Fusarium misel gelisim degerleri Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Birinci denemede elde edilen mantar ekstraktlarinin Fusarium misel
biliylime zon ¢ap1 (mm) iizerine etkisi

Fusarium Ginler
tiirleri Mantar tiirii 1 2 3 4 5 6
cC 108 174 236 298 340 408
_ GL 116 188 268 318 364 426
Fusarium HE 11.8 184 258 302 368 420
solani- LE 106 178 264 308 352 412
F1 MO 116 182 248 300 344 410
MC 202 213 273 323 373 442
PO 120 180 246 302 348 408
cC 10.6 178 236 298 340 408
_ GL 114 206 268 318 364 426
Fusarium HE 114 200 258 302 368 420
oxysporum- | g 116 202 264 308 352 412
F15 MO 118 212 248 300 344 410
MC 118 194 273 323 373 437
PO 132 206 246 302 348 408
cC 112 184 236 298 338 400
_ GL 104 168 232 274 326 384
Fusarim HE 106 176 244 290 338 400
oxysporum- | g 96 182 244 306 346 410
F23 MO 114 186 248 314 356 407
MC 120 188 250 300 342 405
PO 96 166 232 284 328 390
Kontrol Fungisit 0 0 0 0 0 0

CC: Craterellus cornucopioides, GL: Ganoderma lucidum, HE: Hericium erinaceus, LE: Lentinula
edodes, MO: Marasmius oreades, MC: Morchella conica, PO: Pleurotus ostreatus

Birinci denemede elde edilen mantar ekstraktlarinin Fusarium tiirlerine karsi
antifungal etkisi olmadig1 ve herhangi bir inhibisyon zonu olusturmadigi tespit

edilmistir. Bu durumun mantar ekstraklarinin hazirlanma yonteminden kaynaklandigi

25



diistiniilmektedir. Bu nedenle denemenin ikinci asamasinda farklit mantar tiirleri ve

ekstrakt hazirlama yontemi kullanilmistir.

4.2. ikinci Denemede Farkhh Mantar Tiirlerine ait Ekstraktlarin Fusarium
Tiirlerine Kars1 Antifungal Aktivitelerinin Belirlenmesi Calismalari-11

Deneme 2 kez tekrar edilmistir. Birinci denemede 16 mantar tiiriine ait ekstraktin 3
Fusarium tiirtine kars1 antifungal aktivitesi belirlenmistir. Antifungal aktiviteleri
yiiksek olan (inhibisyon zonu ¢ap1 fazla olan) mantar ekstraktlari ile ikinci kez deneme
kurulmustur. Deneme sonuglar1 Cizelge 4.2 ve 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Mantar ekstraktlarinin Fusarium tiirlerine kars1 olusturduklari inhibisyon
zon ¢ap1 (mm) (Deneme 1)

Fusarium tiirleri

Ekstraktlar F1 F5 F15 Ortalama
Armillaria mella 5.00de** 18.20bc** 20.60b** 14.60cd**
Tricholoma terreum 21.60abc 18.60bc 12.40bc 17.50bcd
Ramaria botrytis 20.40bcd 17.00bc 20.80ab 19.40bcd
Lactarius spp. 30.40ab 19.20bc 19.20b 22.90bc
Marasmius oreades 21.40bcd 7.80cd 14.80bc 14.70bcd
Sarcosphaera coronaria 25.20abc 24.00abc 21.60ab 23.60bc
Macrolepiota procera 13.60b-e 14.80bc 21.80ab 16.70bcd
Hypoloma fasciculare 29.00abc 22.20bc 24.20ab 25.10b
Craterellus cornucopiades 23.60abc 24.00bc 23.00ab 23.50bc
Lactarius semisanguifluus 19.00abc 16.80bc 15.40bc 17.10bcd
Pleurotus ostreatus 20.40bcd 24.60abc 11.40bc 18.80bcd
Hericium coroloides 11.20cde 14.80bc 9.60bc 11.90d
Ganoderma lucidum 20.40bcd 12.20bcd 23.40ab 18.70bcd
Morchella conica 25.80abc 27.20ab 11.40bc 21.40bcd
Lentinula edodes 17.20bcd 19.60bc 25.80ab 20.90bcd
Cantharellus cibarius 25.00abc 21.20bc 18.00b 21.40bcd
Kontrol (Negatif) 0.00e 0.00d 0.00c 0.00e
Ilag 45.00a 45.40a 44.70a 45.00a
Ortalama 20.79 19.31 18.78

Her siitun kendi i¢inde gruplandirilmigtir. **P<0.01; 24 saat sonra yapilan 6l¢iim degerleri, F1: F.
solani, F5: F. nygamai, F15: F. oxysporum

Fusarium tiirleri kendi icinde istatistiksel analize tabii tutuldugunda mantar
ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon ¢aplar: arasinda istatistiksel olarak ¢cok dnemli
fark bulunmustur. Farkli mantar ekstraktlart F. solani’e kars1 5.00-30.40 mm, F.
nygamai’ye kars1 7.80-24.60 mm ve F. oxysporum’a karsi 9.60-25.80 mm inhibisyon
capt olusturmuslardir. ilag uygulamalarinda Fusarium gelisimleri engellenmistir.
Fusarium ve Fusarium X ekstraktlar1 arasinda fark 6nemsiz, ekstraktlar arasinda ise
fark ¢ok 6nemli bulunmustur. Mantar ekstraktlarinin olusturdugu inhibisyon ¢aplari
ilag uygulamasi kadar olmasa da kontrole gore etkili oldugu tespit edilmistir (Cizelge

4.2). Bu galisma sonuglari, Akyiiz vd (2010) tarafindan yapilan ¢alisma sonuglari ile
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benzerdir. Akyliz vd (2010) Pleurotus tiirleri, Terfezia boudieri ve Agaricus
bisporus'un metil alkol ekstraktlarinin bazi bakteri, maya ve dermatofitlere karsi
antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmek amaciyla yaptiklar1 c¢alismada,
antibiyotik  (13.0-18.0 mm) ile karsilastirildiginda diisik olmakla birlikte
mikroorganizmalarin biiyiimesini farkli derecelerde (7.5-15.5 mm) inhibe ettiklerini
tespit etmislerdir. Mantar ekstraktlari, hi¢cbir uygulamanin yapilmadigi kontrol ve ilag
uygulamasi ile Kkarsilastirilldiginda Fusarium tiirlerinin gelisimini engelleyen
inhibisyon zonlar1 arasinda istatistiksel olarak ¢ok 6nemli fark tespit edilmistir. Mantar
ekstraktlarinin farkli Fusarium tiirleri tizerine etkisinin degistigi bulunmustur. Diger
arastiricilar tarafindan yiiriitiilen ¢aligmalarda da farkli mantar ekstraktlarmin farkli
oranlarda mikroorganizmalarin gelisimini inhibe ettigi bildirilmistir (Lindequist vd,
2005; lwalokun vd, 2007; Jagadish vd, 2008; 2009; Nehra vd, 2012). Yapilan
calismalarda antimikrobiyal aktivitenin; makrofungusun tiiriine, mantarin kimyasal ve
biyokimyasal iceriklerine, degisik ¢Ozgenlerle hazirlanan ekstratlarina ve
mikroorganizmalarin tiirline gore degistigi saptanmistir (Gbolagade ve Fasidi, 2005;
Demirhan vd, 2007).

Deneme-2’de mantar ekstraktlarinin 6zellikle H. fasciculare ekstraktinin
ozellikle F. solani’ye karst onemli Ol¢iide etkili oldugu belirlenmistir. Pleurotus
ostreatus ve Lentinula edodes tiirlerinin etanol ekstraktlari F. solani nin geligimini
engellemez iken F. nygamai ve F. oxysporum tiirlerinin gelisimini engellemistir
(Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Mantar ekstraktlarinin Fusarium tiirlerine kars1 olusturduklari inhibisyon
zon ¢ap1 (mm) (Deneme 2)

Fusarium turleri

Ekstraktlar F1 F5 F15 Ortalama
Armillaria mella 42.50a** 0.00c** 0.00c** 14.20d**
Ramaria botrytis 29.30a 0.00c 16.80bc 15.30d
Lactarius spp. 34.80a 25.30b 30.50ab 30.10b
Sarcosphaera coronaria 28.80a 0.00c 23.50ab 17.40d
Hypoloma fasciculare 45.00a 36.30ab 30.50ab 37.20ab
Craterellus cornucopiades 35.30a 37.00ab 35.00ab 35.70ab
Lactarius semisanguifluus 3.10a 31.80ab 23.80ab 28.80bc
Pleurotus ostreatus 0.00b 28.30ab 30.00ab 19.40cd
Morchella conica 38.80a 26.00ab 26.30ab 30.30b
Lentinula edodes 0.00b 37.00ab 15.80bc 17.60d
Cantharellus cibarius 30.80a 24.50b 26.30ab 27.10bc
Kontrol (Negatif) 0.00b 0.00c 0.00c 0.00e
Ilag 45.00a 45.50a 44.90a 45.10a
Ortalama 27.70a* 22.40b 23.30ab

Her siitun kendi i¢inde gruplandirilmigtir. *P<0.05; **P<0.01; 24 saat sonra yapilan 6l¢iim degerleri,
F1: F. solani, F5: F. nygamai, F15: F. oxysporum

27



Makrofunguslarin ~ antimikrobiyal aktiviteleri {izerine yapilan cesitli
arastimalarda elde edilen sonuglara gore; test mikroorgamizmalarina karsi degisik
¢Ozgenlerden hazirlanan ekstraktlarin farkli etkiler olusturduklar1 ve bu yeteneklerine
ve test mikroorganizmalari iizerine etkili olabilen makrofungusun degisik karakterdeki
bilesenlerinin farkli etkilesimlerinden kaynaklandigina baglanmistir (Giicin ve Tamer,
1987; Chellal ve Lukasova, 1995; Nehra vd, 2012).

Cay atig1 ve bugday kepeginin katki maddesi olarak kullanildigi farkli agag
tiirlerine ait talas ortamlari, kiitiik ve dogadan toplanan P. ostreatus mantarlarinin
genis spektrumlu antibakteriyel ve antifungal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Calismada antimikrobiyal aktivitenin genis spektrumu, mantar tiirlerindeki biyoaktif
cesitli kimyasal bilesiklerin varligindan kaynaklandigi bildirilmistir (Avci, 2016).
Mantarlarin diyet lifleri, B-glukanlar, kitin, pektinoz maddeler, dogal antibiyotikler,
fenolik bilesikler, flavonoidler ve birkag diger ikincil metabolit igerdigi bildirilmistir
(Cohen vd, 2002; Carbonero vd, 2006). Mantarlar kimyasal yapilarinin muazzam
cesitliligi ile biyolojik aktif bilesenlerin zengin bir kaynagidir. Bu nedenle yeni

antimikrobiyal ajanlarin arastirilmasinda faydali olabilirler (Alves vd, 2012).

Yapilan bu caligmalar sonucunda Fusarium gelisimini en iyi engelleyen
ekstraktlar arasinda en iyi sonucu veren 5 mantar ekstrati segilerek en etkin

konsantrasyon miktarini belirleme ve patojenite ¢caligmalari siirdiiriilmiistiir.

4.3. Diliisyon Yontemi ile Etkili Konsantrasyon Miktarinin Belirlenmesi

Fusarium tiirlerinin gelismesini engelleyecek en diisiik ekstrakt konsantrasyonunu
(MIC) belirlemek amaciyla yiiriitilen ¢alismada, mantar tiirlerinin etanol
ekstraktlarmin 1 ml, 500 pl, 250 pl, 125 pl ve 60 pl olmak {iizere farkh
konsatrasyonlarmin F. solani, F. nygamai ve F. oxysporum tiirlerinin gelisimleri
tizerine etkisi incelenmistir. Farkli  konsantrasyonlardan sadece 60 pl
konsantrasyondaki mantar ekstrelerinde her {i¢ Fusarium tiiriiniin gelistigi tespit
edilmistir (Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6). Imtiaj vd (2007) yaptiklar1 ¢alismada MIC
degerinin test edilen mikroorganizmaya gore degistigini bulmuslardir. Bu ¢alismada
incelenecek konsantrasyon miktarlari baslangic degerinin (1 ml) yarisi alinarak
belirlenmistir. Mantar tiirlerine gére MIC degerlerinin daha hassas belirlenebilmesi

icin 125 ile 60 pl arasindaki konsantrasyonlarin etkisi arastirilmalidir.
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Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki mantar ekstraktlarinin F. solani gelisimi
lizerine etkisi

Konsantrasyon miktarlar

Ekstreler Stok 1ml 500 pl 250 pl 125 pl 60 pl

soliisyon 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

(ugml?) saat saat saat saat saat saat saat saat saat saat
A. mella 68.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.05b 3.35a
R. botrytis 68.90 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.00b 3.40a
S.coronaria 53.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.80b 3.25a
H.fasciculare  71.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.75b 3.00a
P. ostreatus 22.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.40b 3.00a
flag - 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c 0.00b
Kontrol - 270 320 285 330 3.05 360 290 340 3.15a 3.55a

Farkl1 harflerle gosterilen uygulamalar arasinda ¢ok dnemli (P<0.01) fark vardir.

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki mantar ekstraktlarinin F. nygamai gelisimi
tizerine etkisi

Konsantrasyon miktarlari

Ekstreler Stok 1ml 500 ul 250 ul 125 pl 60 pl

solisyon 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

(ng ml-l) saat  saat saat saat saat saat saat saat saat saat
A. mella 68.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.75b 3.20a
R. botrytis 68.90 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.70b  3.00a
S.coronaria  53.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.50bc 3.00a
H.fasciculare 71.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.10c 2.55a
P. ostreatus ~ 22.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.50bc 2.95a
flag - 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00d 0.00b
Kontrol - 245 295 285 320 295 340 275 3.60 3.00a 3.00a

Farkli harflerle gosterilen uygulamalar arasinda ¢ok 6nemli (P<0.01) fark vardir.

Mantar ekstraktlarinin 60 pl konstrasyonunda 24 saatteki Fusarium gelisimleri
kontrole gore c¢ok Onemli (P<0.01) diizeyde diisiik bulunmustur. Ancak mantar
ekstraktlariin 60 pl konstrasyonunda 48 saat sonundaki Fusarium gelisimleri
kontrolle aynu istatistiksel grupta yer almistir (Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6). Mantar tiirleri
farkl1 bilesenlere sahiptir ve farkli konsantrasyonlarda farkli antimikrobiyal etki
gosterebilir. Antimikrobiyal aktivitedeki bu genis spektrumun mantar bilesiklerindeki
biyoaktif metabolitlerin degisik kimyasal yapilari ile agiklanabilecegi ifade edilmistir
(Akytiz vd, 2010).

Calismada mantar ekstraktlarinin 125 pl konsantrasyonlarinda hem 24. hem de
48. saatlerde yapilan dl¢iimlerinde her 3 Fusarium tiiriiniinde misellerinin gelismedigi
saptanmistir. Calismada mantar ekstraktlarinin etkili konsantrasyon miktarinin 125 pl

oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki mantar ekstraktlarinin F. oxysporum gelisimi
lizerine etkisi

Konsantrasyon miktarlari

Stok Iml 500 pl 250 pl 125 pl 60 pl
Ekstreler solisyon 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48

(ug ml_l) saat saat saat saat saat saat saat saat saat saat
A. mella 68.00 000 000 0.00 000 000 000 000 000 210ab 3.50a

R. botrytis 68.90 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.30ab 3.75a

S.coronaria  53.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.85b 3.25a

H.fasciculare 71.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.60b 2.85a

P. ostreatus  22.80 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.00b 3.45a

flag - 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00c 0.00b

Kontrol - 350 4.05 315 360 345 390 2.85 350 3.85a 4.30a
Farkli harflerle gosterilen uygulamalar arasinda ¢ok énemli (P<0.01) fark vardir.

4.4, Farkh Mantar Tiirlerine Ait Mantar Ekstraktlarimin Fide Uretiminde
Fusarium Tiirlerine Kars1 Biyolojik Etkinliginin Belirlenmesi Calismalari-
Patojenite Denemesi

Diliisyon yontemi ile etkili konsantrasyon miktarinin belirlenmesi amaciyla yapilan
calisgma sonucunda antifungal aktivite i¢in mantar ekstraktlariin en etkili
konsantrasyon miktarinin 125 pl oldugu belirlenmis olup, patojenite ¢alismalarinda bu
konsantrasyon miktar1 kullanilmigtir. Fusarium tiirlerine kars1 mantar ekstraktlarinin

fide gelisimi tizerine etkileri Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de verilmistir.

Fusarium tiirlerine karsi mantar ekstraktlarinin fide gelisimi iizerine etkileri
gdvde cap1 disinda tiim 6zellikler i¢in ¢ok 6nemli bulunmustur. Genel olarak en diisiik
degerler sadece patojen uygulanan ortamlarda yetistirilen fidelerden elde edilmistir.
Kontrol ve ila¢g uygulamasi kadar olmasa da mantar ekstraklari uygulamalarinin

patojen uygulamalarina gére daha iyi bulunmustur (Cizelge 4.7 ve 4.8).

Cizelge 4.7. F. oxysporum’a kars1 mantar ekstraktlarinin fide gelisimi iizerine etkileri

Kokli Kok Kok Toprak  Toprak

Uygulamalar fide Govde Kok Yaprak yas kuru Ustii yas  tstli kuru
boyu cap1 uzunlugu sayist agirhg  agirhigt agirhgr  agirlig
(cm) (cm)  (cm) (adet)  (9) (9 (9 (9

A. mella 19.833a 4.20 6.25b 3.67ab  0.48a-d 0.03b 8.77ab  0.99a

R. botrytis 21.167a 4.00 6.17b 3.00b 0.38bcd 0.04ab 7.25abc  0.77ab

H. fasciculare 21.167a 4.41 7.08ab 3.67ab  0.52abc 0.05ab 10.69ab 1.18a
P. ostreatus 16.167a 3.75 6.00b 2.67b 0.31cd 0.03b 5.55bc 0.64ab

Kontrol 21.250a 4.03 7.75ab 4.17a 0.70ab  0.03b 12.15ab 0.66ab
Patojen 9.583b 3.75 5.00b 2.67b 0.18d 0.02b 2.16¢ 0.15b
flag 22.000a 4.21 9.58a 4.00a 0.79a 0.07a 13.89a 1.26a

Farkli harflerle gosterilen uygulamalar arasinda ¢ok 6nemli (P<0.01) fark vardir.
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Cizelge 4.8. F. solani’ye kars1 mantar ekstraktlarinin fide gelisimi {izerine etkileri

Kokli Kok Kok Toprak  Toprak
Uygulamalar fide Govde Kok Yaprak yas kuru Ustii yag Ustii kuru
boyu capt uzunlugu  sayisi agithgr  agwrhigr  aguhigt  agurhig

(cm)  (cm)  (cm) (adet)  (q) (9) (9) (9)

A. mella 18.33a 3.80 5.58bc 2.83b 0.36bc  0.030b  6.00cd 0.64bc
R. botrytis 19.42a 4.16 6.58bc 3.00b 0.61ab  0.037b  8.13bc 0.89ab
H. fasciculare  19.00a 3.65 5.33bc 2.33b 0.34bc  0.027b  5.43cd 0.59hc
P. ostreatus 17.50a 3.70 4.58¢c 3.00b 0.27c 0.020b  5.69cd 0.47bc

Kontrol 24.50a 4.31 8.08ab 4.83a 0.6lab  0.023b 12.71ab 0.93ab
Patojen 10.92b  3.39 4.83c 2.83b 0.20c 0.022b 2.42d 0.17c
flag 22.00a  4.21 9.58a 4.00a 0.79a 0.073a  13.8%a 1.26a

Farkli harflerle gosterilen uygulamalar arasinda ¢ok 6nemli (P<0.01) fark vardir.

Her iki Fusarium tirine kars1 ilag, kontrol ve mantar ekstraktlar
uygulamalarinda elde edilen fide boyu ve gévde capt degerleri Sar1 vd (2017) ile
benzer bulunmustur. Farkli fide ortamlariin hiyar fidesi 6zellikleri {izerine etkisinin
incelendigi calismada fide gévde ¢apinin 2.61-7.83 mm, koklii fide uzunlugunun 5.82-
45.36 cm ve kokli fide agirligiin ise 0.82-73.67 g arasinda degistigi bildirilmistir
(Cinkalig, 2008).

Patojenite denemesinde F. oxysporum ve F. solani tiirlerinin fide koklerinde
olusturduklar1 hastalik siddeti Cizelge 4.9°da verilmistir. Buna gore mantar
ekstraktlar, ilag ve kontrol fidelerinin koéklerinde herhangi bir fungal zararlanma ve
lezyon goriilmemistir. Buna karsilik sadece patojen uygulamasi yapilmis ortamda

bliyliyen fidelerin koklerinde zararlanma oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.9. Fusarium tiirlerinin fide koklerinde olusturduklar1 hastalik siddeti

Uygulamalar oxysporum solani

F.
A. mella 0
R. botrytis 0
H. fasciculare 0
P. ostreatus 0
Kontrol 0
Patojen 2
0

F.
0
0
0
0
0
2
Ilag 0

Fusarium ile miicadelede tohumun hizli ¢imlenmesi ve fide gelisiminin olmasi,
bitkinin daha sonraki asamalarda hastaliklara kars1 koruma saglanmasi bakimindan
onemlidir (Askin ve Katircioglu, 2009). Mantar ekstraktlarinin fide gelisimini olumlu

etkiledigi ve antifungal ajan olarak iimitvar olabilecekleri belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Fungisitler sinirli sayida uygulama ve diisiik oranlarla kontrol saglayan genellikle
secici, sistemik ve tedavi edicidir. Bununla birlikte fungisit dayanikliliginin gelismesi
ve ¢evreye zararlari, yeni fungisitlerin belirlenmesi ihtiyacina yol agan bir sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Topraga, suya, havaya ve canlilara olumsuz etkisi olmayan
zararsiz dogal mantar ekstratlarindan elde edilen maddeleri kullanarak patojen
funguslara kars1 etkili olan tiirlerin ve bu tiirlerin icerdikleri etken maddelerin tespit
edilmesi, diinyada tiim iilkelerin yogun bir sekilde iizerinde c¢alistigi biyolojik
miicadele yontemlerinden birisidir. Mantar ekstraktlarinin ¢evreye herhangi bir zarar
yoktur, tamamen biyolojik olarak ayrigabilmektedir. Toprak kokenli patojenlerin
mantar ekstraktlarina kars1 dayanikliligi gelistirmesinin az olmasi da diger onemli

hususlardan biridir.

Bu ¢alismada dogadan ve kiiltiir olmak iizere 16 mantar tiirliniin etanol
ekstraktlarmin Fusarium tiirlerine kars1 antifungal aktivitesi arastirilmis, sonug olarak
ele alinan mantar tiirlerine ve Fusarium tiirlerine gore antifungal aktivitenin degistigi
belirlenmistir. Agar kuyucuk yontemi ile petride yapilan ¢calisma sonucunda antifungal
aktivitesi bakimindan yapilan degerlendirme sonucunda A. mella, R. botrytis, S.
coronaria, H. fasciculare ve P. ostreatus mantar tiirlerinin dilisyon metodu ile farkli
konsantrasyonlarmm Fusarium tiirlerinin gelisimi tizerine etkisi saptanmistir. Elde
edilen bulgularla hiyarda patojenite denemesi kurulmus, mantar ekstraktlari, fungisit,
patojen uygulanan ve uygulanmayan kontrol uygulamalarinin fide gelisimi iizerine
etkileri istatistiksel olarak ¢ok onemli bulunmustur. Fide gelisimleri karsilastirildigi
zaman mantar ekstraktlarinin ilag¢ kadar etkili olmadigi, ancak patojen uygulamasina
gore daha iyi sonuglar verdigi belirlenmistir. Mantar ekstraktlariin Fusarium
etmenlerine karsi iimitvar oldugu, bununla birlikte daha detayli galismalarin

yapilmasina ihtiya¢ bulundugu tespit edilmistir.

Elde edilen bu sonuglara gore mantar ekstraktlarinin Fusarium'a karsi etkili

olmasi kimyasal miicadele ilaglarina gore bir¢cok avantaj saglayacaktir.
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Mantar ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesine yonelik
yapilan ¢caligmalar genellikle laboratuvar kosullarinda petrilerde yapilmistir. Ancak bu
kosullarda etkili bulunan bu ekstraktlarin {iretim sirasinda arazi veya sera kosullardaki
etkisinin ortaya konulmasi gerekmektedir. Laboratuvardaki bu ¢alismalar sonucunda
etkili oldugu belirlenen ekstraktlarin yetistiricilik sirasinda arazi kosullarinda etkili
olmadig1 veya etkisinin ¢ok diisiik oldugu goriilebilmektedir. Bu nedenle ¢aligma,
antifungal etkinligi tespit edilen mantar ekstraktlarinin fide tiretim asamasinda pratikte

kullanilarak etkilerinin belirlenmesi bakimindan biiyiik 6neme sahiptir.

Aragstiricilar yaptiklar: ¢aligmalarla bazi mantarlarin antimikrobiyal 6zellikleri
oldugunu belirlemiglerdir. Ancak makromantar zenginligi diisiiniildiiglinde, bu
caligmalarin oldukga az sayida tiir ile siirh oldugu, genellikle etken maddeye sahip
oldugu anlasilan az sayida tiir iizerinde detayli ve ¢ok sayida calisma yapildigi
goriilmektedir. Bu durum iizerinde calisilmasi gereken oldukca fazla sayida mantar
tirii oldugunu bize gostermektedir. Bu calismalar sonucunda antimikrobiyal etkili
doga mantar tiirlerinin bulunmasina ragmen, bu mantarlarin yilin belirli bir doneminde
ortaya c¢ikmasi veya bazi yillar ortam kosullar1 uygun olmadigi i¢in dogada
bulunmamalar1 etkin maddelerin diizenli olarak elde edilmesini imkansiz kilmaktadir.
Bu nedenle doga mantarlarinin kiiltiire alinmasi1 veya mantara ait miselde ya da miselin
yetistirildigi ortamda etken madde aranmasi lizerinde ¢alisiimaktadir. Bazi arastiricilar
yaptiklar1 ¢aligmalarla mantar misellerinden hazirlanan ekstraktlarin antimikrobiyal
etkisi oldugunu saptamiglardir (Hatvani, 2001; Gerasimenya vd, 2002; Yamacg ve
Bilgili, 2006). Calismada ele alinan Pleurotus ostreatus ekstraktinin antifungal aktivite
ve fide gelisimi iizerine etkisi diger mantar ekstraktlarindan daha diisiik olmasina
ragmen kiiltlirli yapilan bir tiir olmas1 nedeniyle antifungal ajani olarak iizerinde
durulmalidir. Pleurotus tiiri ekstraktlarnin hem yilin her déneminde ve yeterince
tiretilebilme imkanina sahip olmasi hem de yenilebilir bir mantar olmasi nedeniyle
farkli fraksiyonlarindan elde edilen bilesiklerin zehirsiz olmasi diisiincesi diger mantar

ekstraktlarina gére daha avantajli olmasini saglamaktadir.

Tiirkiye mikotasinin zenginligi ve yapilan ¢aligmalarda mantar tiirlerinin
antimikrobiyal potansiyeli diisiiniildliglinde bu kaynaklarin en verimli sekilde
degerlendirilmesine yonelik c¢alismalarin yapilmasi biiyilkk 6nem tagimaktir. Bu
konuda yapilacak calismalarin sonuglar1 6zellikle organik tarim hatta diger tarimsal

tiretim sistemlerinde hastalik ve zararli yonetiminde cevreye dost preparatlar ile
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tekniklerin kullanimini, giivenli ve gilivenilir gida iiretimi ile ekosistemde var olan
dengenin siirekliliginin saglanmasi bakimindan faydali olacagi kanisindayiz.
Ulkemizde organik tarim faaliyetlerinde kullanilan hastalik ve zararli yonetimi
girdilerinin 6nemli bir kismi1 yurtdisi kaynaklidir. Sebze yetistiriciliginde 6zellikle fide
yetistiriciliginde sorun olan baz1 toprak kokenli hastalik etmenlerine karsi ekstraktlarin
belirlenmesi, daha sonraki asamada bunlarin formiilasyonu ve iiretimi i¢in uygun

tekniklerin gelistirilmesi gibi yeni projelerin yiiriitiilmesine olanak saglayacaktir.
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