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Antagonizminde Amaranthus Ekstraktlarinin Antifungal Etkisi
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Ozet

Bu calismada Trichoderma harzianum'un (g izolati ve Fusarium moniliforme’ye karsi Amaranthus blitoides, A. refraflexus, A. albus

ekstraktlarinin antifungal etkileri arastirilmistir. Ekstraktlar %0.5, %1 ve %2 konsantrasyonlarinda besiyerine uygulanmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki ekstraktlarin bulundugu agar ortaminda Amaranthus bitki ekstraktlarinin T. harzianum'un (g izolati ile F.
moniliforme arasindaki antagonistik etkileri in vitro kosullarda ¢alisiimistir. A. albus’un %1 ve %2'lik konsantrasyonlari F. moniliforme’nin
misel gelisimini %66.7 oranininda etkilemistir. T. harzianum izolatlari F. moniliforme'ye karsi antagonistik aktivite gostermistir.
Amaranthus ekstraktlarinin %2'lik konsantrasyonlari ortamlara eklendiginde de T. harzianum, F. moniliforme'nin gelisimini engellemistir.

Anahtar sozciikler: Amaranthus, F. moniliforme, T. harzianum, Antifungal aktivite, Antagonizm

Effects of Antifungal of Amaranthus Extracts on T. harzianum
and F. moniliforme Antagonizm

Summary

In this study antifungal effects of Amaranthus blitoides, A. refraflexus, A. albus extracts were investigated against three isolates
of Trichoderma harzianum and F. moniliforme. Extracts used in %0.5, %1 and %2 concentrations. The antifungal activity of exracts of
Amaranthus plants and antagonistic activity between F. moniliforme against T. harzianum isolates studied in dual culture experiments
on an agar medium. 1% and 2% concentrations of extracts of A. albus inhibited mycelial growth of F. moniliforme at rate 66.7%. Isolates
of T. harzianum were shown antagonistic activity to F. moniliforme. When 2% concentrations of extracts were added to the medium, T.

harzianum were inhibited growth of F. moniliforme.
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GiRiS

Son yillarda tiim diinya'da oldugu gibi Turkiye'de de
ekolojik tarimin énemi artmistir '. Ekolojik tarim ile, tarim
alanlarinda yogun olarak kullanilan pestisid, gtibreler ve
bitki gelisimini diizenleyicilerin tarimsal Giriinlerde ve top-
rakta biraktiklari kalintilardan uzak kalmasi amaclanmistir.
Ekolojik tarimin amaclari arasinda tarimsal Grinlerin ve
topragin verimliligini arttirict biyokontrol etmenler ve bit-
kisel ekstraktlarin kullanimi da bulunmaktadir .

Trichoderma harzianum izolatlari tarimsal Griinlerde
hastalik olusturan bir cok fungal bitki patojenlerine karsi,
kimyasal ilaglara alternatif olarak kullanilmaktadir?. T.
harzianum izolatlar tarafindan tarimsal Urlnler dahil ol-
mak Uizere bircok bitkide hastalik olusturan bitki patojenik

funguslarin gelisimini engelleyen cesitli organik bilesikler,
antimikrobiyal proteinler ve peptidlerin uretildigi bilin-
mektedir >3. Bunun yaninda Amaranthus bitkisinden elde
edilen antimikrobiyal peptidin Helminthosporium sativum
ve Fusarium culmorum’un sporulasyonunu &nledigi,
Rhizoctonia solani'nin ise misel gelisimini inhibe ettigi
yapilan calismalarda tespit edilmistir *°. Ayrica Lipkin ve
ark.’, Amaranthus’tan elde ettikleri peptide karsi Botrytis
cinerea ve Alternaria consortiale’nin oldukca toleransli oldu-
gunu saptamislardir.

Amaranthus spp. (Horoz ibigi) bitkisinin diinyanin degi-
sik bolgelerinde yaklasik 60 tiiri bulundugu bildirilmistir °.
Hem yesil aksami hem de tohumlarinin yemlik ve yemeklik
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olarak kullanildigy, silaj kalitesinin iyi diizeyde oldugu be-
lirlenmistir 7.

Bu calismada, Sanlurfa yoresinde yaygin olarak bulu-
nan, hayvan yemi ve yesil alan bitkisi olarak kullanilan
Amaranthus'un (A. blitoides, A. refraflexus, A. albus) bazi
tlrlerinden hazirlanan ekstraktlarin farkli konsantrasyon-
larinin, T. harzianum izolatlar ile bolgede tarimi oldukca
yaygin olan misirdan daha once izole edilen Fusarium
moniliforme’nin misel gelisimlerine olan etkileri ve T.
harzianum izolatlari ile F. moniliforme arasindaki anta-
gonistik etkilesime olan etkilerinin in vitro kosullarda sap-
tanmasi amaclanmistir.

MATERYAL ve METOT

Materyal
Bitki Materyali

Calismamizda kullanilan Amaranthus blitoides, A.
refraflexus, A. albus Sanlurfa ve cevresinden toplanmis,
Harran Universitesi Botanik Anabilim Dali Herbaryumu'nda
teshis edilmistir.

Test Mikroorganizmalari

Arastirmada kullanilan mikroorganizmalar, Harran
Universitesi Biyoloji Bolimii kiltiir kolleksiyonundan sag-
lanan Trichoderma harzianum T1, T. harzianum T2 ve T.
harzianum T3 izolatlari ve Fusarium moniliforme'dir.

Metot
Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Amaranthus blitoides, A. refraflexus, A. albus ekstrakt-
larini hazirlamak igin, bitkilerin toprak usti kisimlari
kurutulup mekanik parcalayici ile toz haline getirilmistir.
Orneklerden 20 g alinip 150 ml aseton ilave edilerek
ekstre elde edilmistir. 12 saat ekstraksiyon islemini takiben
diger ¢ozuciler olan etil asetat ve etanol icin de ayri
ayri uygulanmistir. Boylece elde edilen tim ekstraktlar
ayri ayri Sabouraud Dekstroz Agar (SDA; pepton %1,
dekstroz %2 ve agar %1.5) ortamina %0.5, %1 ve %2'lik
konsantrasyonlarda eklenerek otoklavlanmistir 8.

Ekstraktlarin Misel Gelisimlerine Etkisinin Belirlenmesi

Hazirlanan ortamlar ayri ayri steril petri kutularina do-
kiilmustdr. Petriler oda sicakliginda 1 gece bekletildikten
sonra Patates Dekstroz Agar (PDA, MERCK) ortaminda
daha once gelistirilen T. harzianumT1,T2 ve T3 izolatlari ile
F. moniliforme'nin misellerinden ayri ayri 7 mm capindaki
diskler alinarak ayri petri kutularina inokule edilmistir. Her
bir petri kutusuna tek bir fungal mikroorganizma inokule
edilmistir. Kontrol olarak ise, ekstrakt icermeyen SDA
ortami kullaniimistir. Petri kutulari 25°C'de 7 glin boyunca
inktbe edilmistir. Misel gelisimin engellenmesi; MGE = (dc-

dt)/dcx100 formdliine gore hesaplanmistir®.

MGE = Misel gelisiminin engellenmesi (%)

Dc = kontrol petride olglilen koloni ¢capi (cm)

Dt = uygulamal petride 6lculen koloni ¢api (cm)
Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir.

Ekstraktlarin Antagonistik Etkilerinin Saptanmasi

Otoklavlanan her bir konsantrasyonlu ekstrakti iceren
besiyerler ayri ayri steril petri kutularina dékilmustdr.
Trichoderma harzianum izolatlari ve F. moniliforme’nin 7
mm’lik diskleri, aralarinda 3 cm bosluk kalacak sekilde
petri kutularina inokule edilmistir. Kontrol olarak ekstrakt
icermeyen SDA besiyeri kullaniimistir. Petri kutularn 25°C'de
7 glin boyunca inkiibe edilmistir °.

T. harzianum izolatlan ile F. moniliforme arasindaki
antagonistik aktivite Bell ve ark!a gore '° degerlendirilmis
ve de@erlendirme skalasi asagida verilmistir.

1: T. harzianum tamamen ortami kaplamistir.

2: T harzianum ortamin 2/3'Gnu kaplamis, F. moniliforme
gelisimini engellemistir.
3: Fungal kulturler birbirlerinin gelisimini engellemistir.

4: Patojen, ortamin 2/3'Unu kaplamis, T. harzianum’un
gelisimini engellemistir.
5: Patojen tamamen ortami kaplamistir.

Deneyler 3 tekrarli olarak yapiimistir.

BULGULAR

Amaranthus blitoides, A. refroflexus ve A. albus'tan elde
edilen ekstraktlarin Trichoderma harzianum T1, T2, T3 izo-
latlar ile F. moniliforme’nin koloni gelisimine olan etkileri
Tablo 1'de verilmistir. Tablo 1'de goruldigi gibi; test edi-
len lic Amaranthus bitkisinin ekstraktlarinin farkh kon-
santrasyonlari; T. harzianum’un T1, T2, T3 izolatlar ile F.
moniliforme’nin koloni gelisimine farkh etki gostermistir.
T. harzianum izolatlarinin koloni gelisimi Uzerine tek bir
Amaranthus tarintn ekstraktlari etkili olmamakla birlikte,
A. blitoides’in aseton ekstraktinin %2'lik konsantrasyonu
T. harzianum T1 izolatinin gelisimini %58.9 oraninda en-
gellemistir.

A. albus'un aseton ekstraktinin %2’lik konsantrasyonu
T. harzianum T1 ve T2 izolatlarini %66.7 oraninda, eta-
nol ekstraktinin %1 ve %2’lik konsantrasyonlari ise T.
harzianum T1 izolatinin gelisimini %58.9 oraninda engel-
ledigi gortlmustir. A. refraflexus ekstraktinda en ylksek
engelleme etil asetat ekstraktinin %2’lik konsantrasyo-
nunda T2 izolatinin gelisimini %66.7 oraninda inhibe et-
mesiyle tespit edilmistir (Tablo 1).

A. blitoides'in etanol ekstraktinin %2’lik konsantrasyonu
T. harzianum T2 izolatinin, A. refraflexus’un etil asetat



ekstraktinin %0.5'lik konsantrasyonu, T. harzianum T1
ve T2 izolatlarinin, etanol ekstraktinin %0.5 ve %1‘lik
konsantrasyonlari T. harzianum T1 ve % 1’lik konsan-
trasyonu ise T. harzianum T3 izolatinin gelisimini etki-
lememistir. Ayrica A. refraflexus’un aseton ekstraktinin
%0.5’lik konsantrasyonunun T1 ve T3 izolatlarinin geli-
simini engellemedigdi gorilmustir. Ayni ekstraktin %2'lik
konsantrasyonu T2 izolatinin gelisimini %11.1 oraninda
engellemistir. Ekstraktlarin £. moniliforme'nin misel gelisi-
mini %11.1-66.7 oranlarinda degisen oranlarda etkiledik-
leri belirlenmistir (Tablo 1). F. moniliforme’'nin en cok A.
albus'un test edilen (¢ ekstraktinin %1 ve %2'lik kon-
santrasyonundan, A.refraflexus’'un %2'lik aseton ekstrak-
tindan etkilendigi ve koloni gelisiminin %66.7 oraninda
engellendigi tespit edilmistir.

Ekstraktlarin antagonistik etkilerinin cift kiltlr deney-
lerinde saptanmasinda ise degerlendirme skalasi kulla-
nilmis ve sonuclar Tablo 2'de verilmistir. Cift kaltar
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deneylerinde Amaranthus bitkilerinin farkh ekstraktlari,
T. harzianum'un F. moniliforme'ye karsi olan antagonistik
etkisini farkli diizeylerde etkilemistir (Tablo 2). A. blitoides'in
etil asetat ekstrakti %0.5, %1 ve %2 konsantrasyonlarinda
gelisme ortamina eklendiginde, T. harzianum izolatlarinin
timU ortamin 2/3'ni kaplamis ve F. moniliforme gelisimini
onemli 6lclide inhibe etmistir. %0.5lik aseton ekstraktinin
eklendigi cift kiltir deneyinde ise sadece T3 izolatinin
gelisimi engellenmis ve F. moniliforme ortamin 2/3'ni
kaplamistir. A. blitoides’in hazirlanan etanol ekstraktlarin-
da; cift kiltirde T1 izolati Fmoniliforme’nin gelisimini in-
hibe ederken; %1 ve %2'lik konsantrasyonlarda T2 ve T3
izolatlarinin gelisimi F. moniliforme tarafindan engellen-
mistir (Tablo 2). Etanolin %0.5’lik konsantrasyonunda
sadece T3 ve F. moniliforme birbirlerinin gelisimlerini
ayni oranlarda inhibe etmislerdir.

A. albus'un %0.5, %1 ve %2'lik etil asetat ekstraktlarinda
T3 izolati ortamin 2/3'nli kaplayarak F. moniliforme’nin

Tablo 1. Amaranthus ekstraktlarinin fungal mikroorganizmalarin koloni gelisimine etkisi

Table 1. Effect on colony growth of fungal microorganisms of Amaranthus extracts

Koloni gelisimini engelleme orani (%)
Bitki Coziicii Konsantrasyon (%)
T. harzianum T1 T. harzianum T2 T. harzianum T3 F. moniliforme
0.5 22.2 27.8 333 11.1
Etil asetat 1 22.2 333 333 222
2 22.2 333 333 444
% 0.5 22.2 333 42.2 11.1
£ Etanol 1 222 222 44.4 333
f:' 2 22.2 1.1 55.4 333
0.5 38.9 222 333 1.1
Aseton 1 44.4 27.8 333 44.4
2 58.9 554 333 444
0.5 333 222 50 333
Etil asetat 1 333 333 444 66.7
2 333 444 444 66.7
g 0.5 22.2 333 444 55.6
% Etanol 1 58.9 333 38.9 66.7
E 2 58.9 333 333 66.7
0.5 22.2 22.2 26.7 55.4
Aseton 1 444 444 22.2 66.7
2 66.7 66.7 22.2 66.7
0.5 1.1 1.1 22.2 333
Etil asetat 1 444 50 222 44.4
2 444 66.7 222 554
§ 0.5 11.1 22.2 27.8 333
s Etanol 1 1.1 222 1.1 444
g 2 22.2 222 222 444
0.5 11.1 333 1.1 333
Aseton 1 333 222 333 55.4
2 55.4 1.1 444 66.7




164

Trichoderma harzianum ve ...

Tablo 2. Amaranthus ekstraktlarinin T. harzianum ve F. moniliforme antagonizmine etkisi

Table 2. Effect on T. harzianum and F. moniliforme antagonism of Amaranthus extracts

A. blitoides
Cift Kiilturler Etanol Etil asetat Aseton
%0.5 %1 %2 %0.5 %1 %2 %0.5 %1 %2
T1-F. moniliforme 2 2 2 2 2 2 2 2 2
T2- F. moniliforme 4 4 4 2 2 2 2 2 2
T3- F. moniliforme 3 4 4 2 2 2 4 3 3
A. albus
Etanol Etil asetat Aseton
%0.5 %1 %2 %0.5 %1 %2 %0.5 %1 %2
T1-F. moniliforme 4 4 4 4 4 4 2 2 2
T2- F. moniliforme 4 4 4 4 4 4 2 3 3
T3- F. moniliforme 3 3 3 2 2 2 4 2 2
A. refraflexus
Etanol Etil asetat Aseton
%0.5 %1 %2 %0.5 %1 %2 %0.5 %1 %2
T1-F. moniliforme 2 2 2 4 4 4 2 2 2
T2- F. moniliforme 3 3 3 4 2 3 3
T3- F. moniliforme 3 2 2 4 2 2

misel gelisimini sinirlandirmistir. A. refraflexus’'un %0.5,
%1 ve %2'lik etil asetat konsantrasyonlarinda ise F.
moniliforme’nin gelisimi tesvik edildiginden T. harzianum
T1 ve T2 izolatlarinin gelisimi sinirlanmistir. Ayni kon-
santrasyonlar T. harzianum T3 izolatinin gelisimini tes-
vik etmis, F. moniliforme gelisimini sinirlandirmistir. A.
refraflexus’'un asetonla hazirlanan %1 ve %2'lik konsan-
trasyonlari T1 ve T3 izolatinin gelisimini, %0.5'lik kon-
santrasyon ise T1 ve T2 izolatlarinin gelisimini tesvik etmis,
T3 izolatinin gelisimini sinirlandirmistir (Tablo 2).

TARTISMA ve SONUC

Calismamizda test edilen tim ekstraktlarin T. harzianum
izolatlari ve F. moniliforme'nin gelismelerini %11.1'den
%66.7'e kadar degisen oranlarda engelledigi belirlenmistir
(Tablo 1). Bitki ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari ile
yapilan calismalarda da, artan konsantrasyona ve hazir-
lanan ekstraktlara bagh olarak mikroorganizmalara karsi
ylUksek oranlarda etki gosterdikleri incelenmistir #&'712,
Sonuglar, bizim calismamizi desteklemektedir. Yapilan bas-
ka bir calismada ise, Amaranthus paniculatus L!nin yaprak-
larindan elde edilen ekstraktin Pseudomonas fluorescens
ve Staphylococcus epidermis’in gelisimini inhibe ettigi bil-
dirilmistir 3.

Diger taraftan A. graecizans'in etanol ekstraktinin
Bacillus anthracis, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Salmonella typhi, Escherichia coli lzerine etkili olmadig
fakat Bacillus cereus gelisimini inhibe ettigi Koochak ve

ark." tarafindan incelenmistir. Rizzello ve ark." tarafindan
yapilan bir calismada ise; Amaranthus spp./nin suda ¢6zU-
nebilen ekstraktinin Penicillium roqueforti'nin gelisimini
inhibe ettigi, Shabana ve ark." tarafindan yapilan bir
arastirmada ise; Amaranthus tuberculatus ekstraktinin
Microsphaeropsis amaranth’nin konidiasinin ¢cimlenmesini
onemli Olclide engelledigi saptanmistir. Calismamizdaki
cift kultlr deneylerinde ortama eklenen A. blitoides'in
etil asetat ekstraktlarinin T. harzianum izolatlarinin gelisi-
mini tesvik etmesi yapilan calismalarla da uyumlu oldu-
gunu gostermistir. Ayrica, A.albus’un etanol ve etil ase-
tat ekstraktlari £ moniliforme gelisimini tesvik etmistir.
Bitkilerden elde edilen ekstraktlarin bazi mikroorganiz-
malarin gelisimini inhibe ederken, bazilarini etkileme-
digi ve hatta bazilarinin da gelismesini tesvik ettikleri ince-
lenmistir >'°. Bu sonuglar bizim ¢alismamizi destekle-
mektedir.

Mikroorganizmalarin, bitkilerden elde edilen ekstraktl-
ara karsi duyarliliklarinin farkh oldugu, ekstraktlara karsi
duyarliligin izolattan izolata farklilik gésterebildigi Ozkan
ve ark.'?tarafindan agiklanmistir. Bu sonuglar bizim calis-
mamizla uyumlu bulunmustur. Bizim calismamizda da test
edilen Amaranthus ekstraktlarinin Trichoderma harzianum
izolatlari ve F. moniliforme gelisimine farkli etki ettigi
incelenmistir (Tablo 1). Ayrica T. harzianum izolatlan ile F.
moniliforme arasindaki antagonistik etkilesimi Gzerine de
Amaranthus tir ve konsantrasyonlarinin etkileri farkh ol-
mustur (Tablo 2).

Amaranthus bitkileri ile yapilan ¢alismalarda genel
olarak birkac tur disinda, Amaranthus bitkilerinin ¢ok



kuvvetli antimikrobiyal ve antifungal aktiviteye sahip
olmadiklar bildirilmistir >. Amaranthus bitkilerinin ¢ok et-
kili derecede biyolojik aktiviteye sahip olmamasinin nedeni
Amaranthus tirandn alkaloitlerce zengin olmamasindan
kaynaklanabilecegi diistiinulebilir. Bu nedenle calismada
kullanilan tirlerden elde edilen ekstraktlarin tg¢ kon-
santrasyonu da test edilen mikroorganizmalarin gelisimini
tamamen inhibe etmemistir. Ayrica bitkilerin genotipik
ozellikleri, yetistigi cografi bolge ve iklimsel 6zelliklerin
farkli olmasi da bitkilerden elde edilen ekstraktlarin farkli
etkide bulunmasina neden olmaktadir '3

Calismamizda ayrica Sanliurfa ve cevresinde oldukca
fazla olarak bulunan Amaranthus bitki tirlerinden elde
edilen ekstraktlar, biyolojik miicadelede kimyasal ilaglara
alternatif olarak kullanilan Trichoderma harzianum izolatlari
ile birlikte Fusarium moniliforme'nin gelisimi lizerine etkisi
arastinilmistir. Calismamizda kullanilan mikroorganizmalar
Uzerinde test edilen ekstraktlarin etkisi farkli olmustur
(Tablo 1 ve Tablo 2). A. blitoides’in ve A. refraflexum’un etil
asetat ekstraklari T. harzianum izolatlarinin gelisimini ve
sporulasyonunu tesvik etmistir (Tablo 2).

Trichoderma harzianum bircok bitki patojenine
karsi antagonist olarak kullanilmaktadir®. Trichoderma
harzianum'un farkl izolatlarinin Fusarium tirleri olmak
Uzere bircok bitki patojenik funguslarinin hiicre duvarini
tek karbon kaynagi olarak kullandiklari ve salgiladiklar
-1,3-glukanaz ve kitinaz enzimleri ile patojen hiicre duva-
rini parcalayabildikleri tesbit edilmistir °.

T. harzianum izolatlarinin bitki patojenlerine karsi farkli
oranlarda etki gostermeleri; izolatlarin farkli antimikro-
biyal bilesikler Gretmelerinden, enzim aktivitelerinden,
besin ve cevre kosullari icin rekabetliliklerinden do-
lay1 oldugu bildirilmistir 2. Amaranthus blitoides ve A.
refraflexus’un etil asetat ekstraktlari agar ortamina eklen-
diginde F. moniliforme gelisiminde azalma belirlenmistir.
Sonuc olarak; bir yem bitkisi olarak kullanilan Amaranthus
bitkilerinden cesitli ekstraktlar hazirlanarak bu ekstraktlar
ile biyolojik micadele etmeni olarak kullanilan T.
harzianum izolatlari ile beraber kullanilip in vivo kosullar-
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da F. moniliforme'ye karsi denenmesinin yararli sonuglar
verebilecegdi kanisina variimistir.
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