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OZET

PROPOLIS EKSTRAKTININ PAMUK SOLGUNLUK HASTALIGI
(VERTICILLIUM DAHLIAE KLEB.)’NA KARSI ANTiFUNGAL ETKISINIiN
ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZI
MELIKE MUTLU YILMAZ
PAMUKKALE UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. YESIM KARA)

(ES DANISMAN: PROF. DR. OKTAY ERDOGAN)
DENIZLI, NiSAN 2022

Propolis, bitkilerin biitiin yapilarindan ve bitki salgilarindan bal arilar1 (Apis
mellifera) tarafindan birlestirilen, fenolik asitler, flavonoidler gibi ¢ok ¢esitli aktif
bilesik igeren, anti-bakteriyel, anti-fungal, anti-viral, anti-tumor ve anti-inflamatuar
gibi pek ¢ok biyolojik ve farmakolojik Ozellikler gosteren yapiskan bir apiterapik
maddedir. Pamuk (Gossypium spp.), diinya da sicak iklimin goriildiigii hem tropik
hem de subtropik bolgelerde genis alanlarda tarimi yapilan bir enddstri bitkisidir.
Pamuk tariminda tiretimin yani sira verim ve kaliteyi etkileyen birgok stres faktori
bulunmaktadir. Bu faktorlerin basinda toprak kokenli bir fungus olan Verticillium
dahliae Kleb.’in sebep oldugu solgunluk hastaligi gelmektedir. Etkin ve ekonomik
bir kimyasal miicadelesi olmayan bu hastaliga karsi en etkili yol dayanikli/tolerant
cesitlerin gelistirilmesidir. Bu tez ¢alismasinda ilk asamada ham propolisin etil alkol
ekstrakti (PEE)’'nin V. dahliae’nin yaprak doken (PHCVd47 izolat1) ve yaprak
dokmeyen (PHCVA3 izolati) patotipleri Uzerine etkileri, in-vitro kosullarda farkli
konsantrasyonlarda (0,003, 0,06, 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 ppm/ml) PEE iceren Patates
Dextroz Agar (PDA-Difco) besiyerlerindeki miseliyal gelisme dlculerek
belirlenmistir. ikinci asamada in-vitro’da en etkili bulunan PEE dozu (1 ppm/ml)
Giza 45 (dayanikli), Carmen (tolerant) ve Acala SJ2 (duyarli) pamuk gesitlerine
uygulanmig ve patojenin yaprak dokmeyen (PHCVd3 izolati) ile yaprak doken
patotiplerine (PHCVd47 izolat1) kars1 bitki biiyiitme odasinda saksi denemesinde bu
gesitlerin duyarliliklart belirlenmistir. In vitro denemeler tesaduf parselleri deneme
deseninde (g tekerrlrll olarak, In-vivo’da saksi denemesi ise bes tekerriirlii olarak
yuriitiilmistir. In vitro’da engelleme test sonuglarina bakildiginda, PEE’ nin en etkili
dozu 1 ppm/mL olarak belirlenmis ve bu doz yaprak dokmeyen patotipe (PHCVd3
izolat1) kars1 % 75,2 oraninda etkili bulunurken, yaprak doken (PHCVd47 izolati)
patotipe karsi ise % 74,4 oraninda etkili bulunmustur. Saksi denemesinde PEE (1
ppm/ml) uygulanan pamuk cesitlerinde yaprak dokmeyen (PHCVdA3 izolat) ve
yaprak doken (PHCVd47 izolat1) patotiplerine karsi en diisiik hastalik siddeti indeks
degerleri dayanikli Giza 45 c¢esidinde sirasiyla 1,34 ve 1,64 olarak saptanirken, en
yiiksek hastalik siddeti indeks degerleri sirastyla duyarli Acala SJ2 ¢esidinde 3,80 ve
3,90 olarak saptanmistir. Calismada PEE’nin V. dahliae Gzerine antifungal etkiye
sahip oldugu ve biyopestisit olarak kullanilabilece§i sonucuna varilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Propolis, Verticillium dahliae, Patotip, Apiterapi, Anti-

fungal, Tolerant, Pamuk



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE ANTIFUNGAL EFFECT OF PROPOLIS
EXTRACT AGAINST COTTON WILD DISEASE (VERTICILLIUM
DAHLIAE KLEB))

MSc THESIS
MELIKE MUTLU YILMAZ
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. YESIiM KARA)
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. OKTAY ERDOGAN)
DENIZLI, APRIL 2022

Propolis is a sticky apitherapy substance that is combined by honeybees (Apis
mellifera) from all structures and plant secretions of plants, contains a wide range of
active compounds such as phenolic acids, flavonoids, and shows many biological and
pharmacological properties such as anti-bacterial, anti-fungal, anti-viral, anti-tumor
and anti-inflammatory. Cotton (Gossypium spp.) is an industrial plant that is farmed
in large areas in both tropical and subtropical regions where the warm climate is seen
in the world. In cotton farming, there are many stress factors that affect production as
well as yield and quality. One of these factors is wilt disease caused by Verticillium
dahliae Kleb., a fungus of soil-borne origin. The most effective way against this
disease, which does not have an effective and economical chemical control, is the
development of resistant/tolerant varieties. In the first stage of this thesis study, the
effects of raw propolis on the pathotypes of ethyl alcohol extract (PEE) on the
defoliating (PHCVd47 isolate) and non-defoliating (PHCVd3 isolate) pathotypes of
V. dahliae, In-vitro conditions, different concentrations (0.003, 0.06, 0.125, 0.25, 0.5
and 1 ppm/ml) were determined by measuring the mycelial development in Potato
Dextrose Agar medium (PDA-Difco) containing PEE. In the second stage, the most
effective PEE dose (1 ppm/ml) in in-vitro was applied to Giza 45 (resistant), Carmen
(tolerant) and Acala SJ2 (susceptible) cotton varieties and the susceptibility of these
varieties was determined in the pot trial in the plant growth room against the
pathogen's non-defoliating (PHCVd3 isolate) and defoliating pathotypes (PHCVd47
isolate). In vitro trials were carry out in a randomized plot design with three
replications, and the pot trial was conducted with five replications in-vivo. When
looking at the inhibition test results in in-vitro, the most effective dose of PEE was
determined as 1 ppm/ml and this dose was found to be 75.2% effective against non-
defoliating pathotype (PHCVd3 isolate), while it was found to be 74.4% effective
against defoliating pathotype (PHCVd47 isolate). In the pot trial, the lowest disease
severity index values against non-defoliating (PHCVd3 isolate) and defoliating
(PHCVd47 isolate) pathotypes in cotton varieties applied to PEE (1 ppm/ml) were
determined as 1.34 and 1.64 respectively in the resistant Giza 45 variety, The highest
disease severity index values were 3.80 and 3.90 in the susceptible Acala SJ2 variety,
respectively. The study concluded that PEE has antifungal effect on V. dahliae and
can be used as a biopesticide.

KEYWORDS: Propolis, Verticillium dahliae, Pathotype, Apitherapy, Anti-fungal,
Tolerant, Cotton
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1. GIRiS

Pamuk (Gossypium spp.), diinya da sicak iklimin goriildiigii hem tropik hem
de subtropik bdlgelerde tarimi yapilan bir endiistri bitkisidir. Pamuk lifi tekstil
sektoriine hammade saglarken, yagi alinmis pamuk tohumu kiispe ve tohum kabugu
hayvan yemi olarak kullanilmakta, lifler alindiktan sonra tohum tizerinde kalan linter
yatak ve dolgu endiistrisi, savas endiistrisi ile selilloz ve kimya enddistrisi tarafindan

kullanilmaktadir (Bolek ve dig. 2016).

Pamuk bitkisinin yaklasik 70 iilkede, 35 milyon ha alanda ekimi yapilmakta
ve yaklagik 180 milyon insanin gegimini saglamaktadir (Tokel 2021). Ulkemizde 4
ana bolgede (Giineydogu Anadolu, Ege, Cukurova ve Antalya) toplam 477 bin ha
alanda pamuk ekimi yapilmakta ve bu alanlardan 2.2 milyon ton kiitli pamuk
iretilmektedir (TUIK 2021). Tiirkiye pamuk iiretimi, lif ithalat1 ve tekstil {iriinleri
ihracati agisindan diinyada 6nemli iilkeler arasinda yer almakta; bu sebeple de pamuk

iilkemizde yetistirilen iirlinler arasinda stratejik dneme sahip bir bitkidir.

Pamuk tariminda iiretimin yam sira verim ve kalite unsurlarini etkileyen
birgok stres faktorli bulunmaktadir. Bu stres faktorlerinin basinda toprak kokenli bir
fungus olan V. dahliae’in sebep oldugu solgunluk hastaligi ilk sirada gelmektedir
(El-Zik 1985). Solgunluk hastaliginin etkin ve ekonomik bir kimyasal miicadelesi
olmamakla beraber, hastaliga neden olan fungus toprakta uzun yillar boyunca canh
kalabilmekte (Erdogan 2009) ve hastalik pamuk ekimi yapilan biitin ilkelerde

onemli oranda verim kayiplarina sebep olabilmektedir (Zhang ve dig. 2017).

Pamukta Verticillium solgunluk hastaligi ilk defa 1914 yilinda, Amerika
Birlesik Devletleri’'nde sera kosullarinda, 1927 yilinda Tennessee ve 1930 yilinda
Kaliforniya’da tarla kosullarinda sirasiyla tespit edilmistir (Watkins 1981). Hastalik
iilkemizde Manisa Kirkagag’ta Iyriboz (1941) tarafindan ilk kez tespit edilmis ve
hastalik etmeninin V. dahliae oldugu, Karaca ve dig. (1971) tarafindan belirlenmistir.
Verticillium cinsi 1816 yilinda tanimlanmis ve Deuteromycotina alt bolimd,
Hypomycetes sinifina dahil edilmistir (Melouk 1992). Toprak kokenli fungus olan V.
dahliae’in yaklastk 40 farkli familya’dan 400 bitki tiriinii enfekte ettigi



bilinmektedir (Hui-Fang 2013). V. dahliae 20 kadar 6nemli hastaliga sahip olan
pamukta en yikici ve tahripkar olanidir (Erdogan ve dig. 2005). V. dahliae’in yaprak
dokmeyen patotipi ve yaprak doken patotipi olmak Uzere iki farkli patotipi
mevcuttur. Yaprak doken patotip oldukca virulent olup, yapraklarin tamamen
dokilmesine ve bitkinin 6lmesine sebep olurken, yaprak dokmeyen patotip ise orta
derecede virulent olup, solgunluk meydana getirerek az miktarda yaprak

dokilmesine sebep olmaktadir (Goére ve dig. 2007; Erdogan ve dig. 2014).

Etmenin yasam dongiisii dormant, saprofitik ve parazitik olmak iizere ii¢
evrede tamamlanmaktadir (Sekil 1.1). Genellikle kis1 toprakta veya bitki artiklarinin
arasinda mikrosklerot seklinde dormansi halinde gecirmektedir. Hava ve toprak
sicakliginin uygun seviyeye gelmesi ile mikrosklerot yapidan ¢ikarak bitkiyi hasta
edebilecek seviyede parazitik hale gelmektedir. Patojen uygun sartlar olustugunda
bitkiye ya kokten ya da kokte bulunan agik yaralardan girmeye baslamaktadir
(Schnathorst 1981; Land 2017). Hastalik sebebiyle diinyada yillik tahmini {irin
kaybinin 1,5 milyon balya, Nemli (2003) ve ABD’de 1990-2014 yillari arasinda {iriin
kaybinin 480 milyon balya oldugu bildirilmistir (Lawrence ve dig. 2016).

Verticillium solgunlugunun Antalya’da %4, Ege Bolgesinde %11,8, (drin
kaybina sebep oldugunu bildirmistir (Esentepe 1979). Adiyaman, Diyarbakir,
Batman, Siirt ve Sanliurfa illerinde hastaliga yakalanma oraninin % 16,27, hastaligin
gorulme oraninin ise % 79,28 oldugu belirtilmis ve yapilan ¢aligmalarda bu oranin %
86’ya kadar ¢iktigi ve miinavebe uygulanmayan ekim alanlarinda zararin yiksek

oldugu bildirilmistir (Sagir ve dig. 1992).
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Sekil 1. 1: V. dahliae 'nin yagsam dongusi (Schnathorst 1981)

Verticillium tirleri, 6ncelikle kokten dokuya kademeli olarak girerek, odun
borularina yerleserek burada gelismeye basglamakta ve govdede bulunan damarlarda
cokelme yaparak tikanmalara sebep olmakta ve basta yapraklarda kloroz ve
nekrozlara sebep olarak, solgunluk daha sonra tilloz olusturmaktadir (Jian ve dig.
2003; Mert ve dig. 2005). Hastalik etmeni kokten alinan su ve diger besin maddelerin
yaprak ve dokulara tasinmasini engelleyerek daha sonra ise dnce alt yapraklardan
baslayarak solgunluk (Sekil 1.2), kuruma ve fotosentezin azalmasina, kiigiik
kozalarda dokiilmelere bagli olarak verim ve lif kalite 6zelliklerinin de§ismesine

neden olmaktadir (Rowe ve Pawelson 2002).

Verticillium  solgunlugu hastaliginin  miicadelesine  yOnelik  yapilan
calismalarda, dengeli gibreleme ve sulama, nadas, yabanci ot miicadelesinin yani
sira dayanikli ¢esit gelistirme calismalar1 olmustur. Hastaligin ekonomik ve etkin bir
kimyasal miicadelesi olmadigindan geleneksel miicadele yontemlerinin yani sira
onlart destekleyecek alternatif miicadele yontemlerinin kullanilmasi son yillarda
aragtirma caligmalarina dahil olmustur (Sezgin 1985). Bitkiler, tanimlama-algilama

mekanizmalar1 savunma yapabilmek icin gelistirmislerdir. Bu sebeple, hastaliga



sebebiyet veren etmenin konukgu ile etkilesiminin bilinmesi, hastalik mucadele

calismalarinda 6nemli yer tutmaktadir (Koral ve Tiirktas 2018).

Sekil 1. 2: Pamuk yapraginda Verticillium solgunlugu belirtisi

Apiterapi ile tedavi yontemi, insanligin gecmisten gilinlimiize kadar ari
tirtinleri ile hastaliklardan korunmaya veya hastaliklarin tedavi edilmesi agamasinda
kullandig1 yontemlerin basinda gelmektedir. Baslica kullanilan ari {irlinleri, bal
mumu, bal, ar1 siitii, polen, ar1 larvasi, ar1 zehri ve propolisdir. Propolis eski yunanca
da sehrin korunmasi anlamina gelen bir kelime olup, ar1 kovanmin tehlikeye karsi
korunmasi anlamina gelmektedir. Propolis, “bee glue” arimin kimyasal silah1 olup, ar1
yapiskan1 olarak adlandirilmaktadir. Bal arilart  (Apis mellifera) propolisi,
tomurcuklarin ve ¢igeklerin recinelerini alt ¢eneleriyle siyirarak toplar, agizda
nemlendirme ve yumusatma islemi esnasinda arilar, reginelere enzimler ekleyerek
propolisi pelet haline getirir ve arka bacaklarindaki polen sepetine peleti aktarirlar
(Ghisalberti 1979; Krell 1996). Yapiskan ve kendine has bir aromasi olan propolis
kovanin aralarindaki bosluklarin kapatilmasinda, dezenfeksiyonunda, korunmasinda
ve hijyeninin saglanmasinda kullanilan tek etken dogal karisimdir (Sarikaya ve dig.

2009; Laskar ve dig. 2010).



Propolis fazla sayida aktif bilesik icermekte olup, bu sayede anti-bakteriyel,
anti-fungal, anti-viral, anti-timor ve anti-inflamatuar gibi farkli biyolojik ve
farmakolojik 6zellikler gostermektedir. Propolisin fiziksel yapisi ve kimyasal igerigi
toplandig1 bolgenin cografik yapisina, iklimine bagli degisim gostermektedir.
Propolisin kimyasal bilesik kompozisyonu ziyaret edilen bitkilerin ¢esitliliginin fazla
olmasma bagl olarak olduk¢a degiskendir. Balmumunun igerik ¢esitliligi ham
propolisin kimyasal kompozisyonunu etkilemektedir (Crane 1990). Genelde propolis
koyu kahverengi, koyu sari, yesil ve siyaha dogru degisen renklerde bulunabilir ve
yas1 artan propolisin rengi korunmamakta ve renk koyulasmaktadir (Sekil 1.3).
Yaklagik olarak 60-70°C arasinda erime noktasina sahip olan propolis diisiik sicaklik
degerlerinde sert veya donmus olabilirken, 0°C’de ise propolis kirilgan ozellige
sahiptir (Banskota ve dig. 2002). Propolisin kalitesinde toplandigi cografyanin bitki
ortlstine bagli oldugu kadar, propolisin toplanma teknigi de olduk¢a Onem arz
etmektedir. Propolis tretimi her koloni igin yillik 10 g’dan 300 g’a kadar degisebilir.
Bu iiretim miktarlar arilara, iklime, cografyaya, orman cesitliligine ve tuzaklama

mekanizmalarina bagl olarak farkliliklar gosterebilir (Krell 1996).

Sekil 1. 3: Ham Propolis Ornegi

Propolisin ¢oziiniirligii alkollerde yuksek oranda iken, su ve organik
cozlculerde diisiik orandadir (Campos ve dig. 2003). Son yillarda propolisin
biyoaktif 6zelliklerinden daha iyi yararlanabilmek icin degisik kritik ekstraksiyon
yontemleri ile sulu ¢ozeltileri elde edilebilmektedir (Pietta ve dig. 2002). Son on

yillik zaman diliminde ise bilim insanlar1 propolisin sadece insanlar ve hayvanlar



ustlindeki etkilerini degil, ayn1 zamanda bitkilerde var olan veya gelisen hastalik
etmenleri ve bunlarin tedavisinde anti-fungal ve anti-bakteriyel ¢alismalarda, bitki
patojenlerinin sebep oldugu enfeksiyonlar1 ve hastalik etmenlerini, iiriiniin kalite ve
verimini disiiren etmenlere karsi kullanilabilecek etkili bir madde oldugunu
kanitlamistir. Bitkilerde bazi fungal ve bakteriyel hastaliklar yaprak lekesi, sap ve
kok ciiriikliigii, meyvelerde leke ve ¢lriklik veya yumusak cirtikliikler seklinde

ortaya ¢ikan hastaliklara neden olmaktadir.

Yapilan arastirmalar sonucunda propolis biinyesindeki sekonder maddeler olarak
bilinen etken maddelerin bu hastaliklarin 6nlenmesinde veya depo kosullarinda
bitkilerin saglikli bir sekilde muhafaza edilmesinde kullanildig1 belirlenmistir.
Giliniimiizde strdiiriilebilir tarimda bitki koruma etmenlerine karst miicadelede
kimyasal miicadele yerine biyolojik miicadelenin kullanilmasi hem ¢evre hem de
insan saglig1 acisindan 6nem arz etmektedir. Caligmada herhangi bir yan etkisi
olmayan propolisin  bitkilerde hastalik olusturan mikroorganizmalara Kkarsi

kullanilmas1 tarimsal ¢aligmalara apiterapik diizeyde destek saglayacaktir.

2. GENEL BIiLGILER

2.1 Propolis

Propolis, Yunanca kdkenli bir kelime olup, pro-savunma anlamina gelirken
polis ise sehir anlamina gelmektedir ve buradan da kovanin korunmasi anlami
cikarilmaktadir (Ghisalberti 1979). Propolis, bal arilar1 tarafindan 6zellikle ¢icekli ve
tomurcuklu bitkilerden toplanan balmumu, recgine karisimi iceren ve kovan igerisinde

birgok amaca uygun olarak kullanilan dogal bir ar1 tirtintidiir.

Arilar propolisi, yasam alanlar1 ve kovan i¢ duvarlarinda, delik ve ¢atlaklarin
kapatilmasin da peteklerin tamir edilmesinde, peteklerin birbirine yapistirilmasinda,
savunmada ve kovan agiz girisinin daraltilmasinda kullanmaktadirlar. Propolis,
kovana disardan gelecek olan zararli fungal, viral ve bakteriyel etmenlere karsi da

korunmaktadir (Ghisalberti 1979; Kumova ve dig. 2002)



2.1.1 Propolisin Fizikokimyasal Ozellikleri

Propolisin 1960 yillarindan baslayarak bilim insanlarinin dikkatini ¢ekmis ve
bu sebepten dolay1 son 60 yilda pek cok arastirmaci tarafindan propolisin bilesik
kompozisyonu, farmakolojik ve tedavi edici Ozellikleri, biyolojik aktivitesi izerine
arastirmalar yiiriitiilmiistiir. {lk calisma Ghisalberti (1979), tarafindan yaymlanmis
olup, bu caligmalardan 20 yil sonra ise bilim insanlar1 propolisin biyolojik aktivitesi
ve kimyasal yapisina ait degerli bilgileri ortaya koymuslardir. Farkli orijin
oOzelliklerine sahip propolis érneklerinin, biyolojik aktiviteleri ile ilgili ¢ok sayida
calisma yapilmis ve farkli biyolojik aktiviteleri tespit edilmistir. Tiirk propolisinin ise
anti-bakteriyal, anti-fungal, anti-oksidan, anti-karsinojenik, yara iyilestirici, hiicre

yenileyici gibi bazi biyolojik aktiviteleri incelenmistir (Silici 2003).

Propolis, toplandig1 bolge veya bitki ¢esidine gore degiskenlik gdstermekle
birlikte zamks1 bir yapiya sahiptir. Propolisin renk degisimleri iklim kosullarindan da
etkilenmektedir. Bu etkenlerden dolay1 propolis renk agisindan kahverengi, sart,
kirmiz1 tonlarinda degiskenlik gosterebilmektedir (Karakas 2012). Genel anlamda
propolise fiziksel agidan bakildiginda 10°C altinda sert ve kirilgan bir yapiya sahip
oldugu, 15-25°C civarinda daha elastik bir yapiya sahip oldugu ve 35-40°C arasinda

ise propolisin reginemsi bir durumda oldugu belirlenmistir (Kutluca ve dig. 2008).

Propolisin erime sicakligt 60-69°C civarinda oldugu bildirilerek ayni
zamanda bu siireglerde propolisin her gecen giin renk yapisinda degisimler
gozlenmistir (Cakiroglu 2010). Propolisin depolama kosullarina bakilacak olursak
zamanla kararmakta ve giines 1s18ina maruz kalirsa esnekligini kaybetmektedir.
Propolis % 95’lik alkolde, eter veya kloroform maddelerinde ¢6ziinebilmekte ve

sicaklik unsuru da propolisin fiziksel yapisim etkilemektedir (Ozan 2006).

Hasad1 yapilmak istenen propolisler i¢in tropikal iklimlerde, yagis mevsimi
ile beraber tiretiminin daha aktif olabilecegi bildirilmektedir (Donadieu 1979). Ham
Propolis % 50 resin (polifenolik madde), % 35 balmumu, % 10 ucucu yag, % 5 polen
ve % cesitli organik ve inorganik bilesiklerden olustugu belirtilmistir (Bancova ve
Marcucci 2000). Propolisin igeriginde bulunan regine, mumlar ve yag asitleri,
esansiyel yaglar, polenler incelendiginde bu maddelerin icerdigi bilesenler Tablo

2.1’de verilmistir (Cakiroglu 2010).



Tablo 2. 1: Propolisin genel yapisinda bulunan bilesenler, ana maddeler ve miktari

Bilesenler Ana Madde Miktar
Flavonoidler
Terpenler
) Fenolik asitler ve Esterler % 45-50
Recine i
Kumarinler

Serbest aminoasitler

Mumlar ve  Yag | Arilar ve Bitkilerden % 25-30
Asitleri Poliansatiire Yag Asitleri
Esansiyel Yaglar Ugucu Bilesenler % 10
Proteinler % 5
Polenler : i
Serbest Aminoasitler
Polenler Vitaminler (A, B, C, E, P vs) %5
. Elementler (Cu, Mn, Fe, Zn, Al, | %5
Diger Maddeler
Ag, Ca, Mg, Co)

Propolisin fiziki yapisi ve igerdigi maddeler arilarin kullandigi bitkilerin
cesitliligine gore degisiklik gostermektedir. Koku ve renk bakimindan degiskenlik
gosterirken, muhtemel ilag olarak 6zu de, kaynaklara ve mevsime bagl olarak da
degismektedir. Propolisin kimyasal yapist Uzerine 20. ylizyilin baslarindan bu yana
caligmalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalar sonucu propolisde saglik i¢in alinmasi
gereken 22 besini bilinyesinde tasidigi ve iginde bulundugumuz yiizyilda kesfedilen
mitkemmel bilesik gruplart iger i¢in dogal ilag ozelligi olarak onem kazanmugtir
(Kumazawa 1994). Bu ozellikleri ¢ogu ilacin hammaddesi olarak bilinen
flavonoidler, anti-oksidanlar, antibiyotikler ve anti-viral gibi 6nemli yapilar
igeriginde bulundurmaktadir (Moreno ve dig. 2000). Propolis igeriginde bugiine
kadar yaklasik 180 farkl bilesik tespit edilebilmistir (Tablo 2.2).



Tablo 2. 2: Propoliste belirlenen bilesikler ve sayilari

Bilesikler Tanmimlanan Bilesik Sayis1
Flavanoidler 38
Hidroksiflavonlar 27
Hidroksiflavononlar 11
Kalkonlar 2
Asitler 8
Benzoik asit ve tirevleri 13
Esterler 4
Benzaldehit Turevleri 2
Sinamik ve Sinamik asit ile Tlrevleri 14
Alkoller, Ketonlar, Kenonlar 8
Heteroaromatik Bilesikler 12
Turpen, Sekuterpen ve Turevleri 7
Alifatik Hidrokarbonlar 6
Sekuterpen ve Triterpen Hidrokarbonlar | 11
Steroller ve Steroid Hidrokarbonlar 6
Mineraller 22
Sekerler 7
Aminoasitler 24

Propolisin elde edilme asamasinda arilarin kullanmis oldugu bitkilerin yani
sira, balmumu igeriginde etkili olan c¢esitliliklerde ham propolisin kimyasal

kompozisyonunu da etkilemektedir (Crane 1990).

2.1.2 Propolisin Kullamim Alanlari

Propolisin i¢inde bulunun bir¢ok bilesikten en Onemli aktivite gdsteren
farmakolojik bilesenler flavanoidler, flavonlar, ¢esitli felonikler ve aromatiktirler
(Krell 1996). Fenolik maddelerin farmakolojik kullanimda yaygin olmasinin yam
sira gida sanayisinde de 6nemli bir yere sahiptir. Fenolik maddelerin ila¢ sanayisinde

cok fazla kullanilmasinin sebebi antimikrobiyal 6zelliklerinin 6n planda olmasidir.



Hiicre yenileme ve onarma 06zelligi propolisin, dermatolojik ve kozmetik
alanlarinda kullanimini artirmakta ve ayni zaman da bu alanlara yonelik ¢alismalarin
on plana ¢ikmasina sebep vermektedir. Propolisin bakterisit ve mantar 6ldurdci
oOzellikleri kozmetik alaninda bir¢ok uygulamada yarar saglamistir (Lejeune ve dig.
1988). Apiterapik tirlinlerdeki art siitii ve propolisten elde edilmis bitki ekstrarinin E
vitamin ile birlikte kozmetik sanayi de cildi besleyen ve cildi temizleyici trunlerin
elde edilmesi asamasinda kullanim alanlar1 mevcuttur. Ulkemizde ise propolis ilk
olarak dis macunu igeriginde kullanilmaya baslanmistir (Erdem 2002). Kuzey
Amerika ve Avrupa’da apiterapik iirtinler bitkisel ilag sinifinda, ar1 tirlinii olmayan
bagka maddeler ile karistirilarak kapsul, pastil veya ciklet seklinde satilmaktadir
(Dogan ve Hayoglu 2012). Propolisin i¢inde bulunan bircok bilesen sebebi ile
tilkemizde de son yillarda bal firmalarinin ar iriinlerine farkli oranda propolis
miktar1 eklemeye basladigini gérmek miimkiindiir. Propolisin diger bir ozelligi de
sakinlestirici etkiye sahip olmasidir. (Miinstedt ve Zygmunt 2001). Propolisin
antimikrobiyal aktivitesi, gida iriinlerinin dayanikliligi konusunda katki saglama
sebebi ile en cok arastirilan ve 6nem verilen 6zelliklerindendir. Bakteri, mantar ve
viriis gibi diger mikroorganizmalara olan etkisi ise birgok bilimsel ¢alismanin

hazirlanmasina etken olmustur (Katircioglu ve Mercan 2006).

Sentetik antibiyotiklerin yerine alternatif olarak sunulan bitkisel ekstratlar
onem kazanmaya baglamistir. Organik tarimin yayginlagsmasi ve organik iirlinlere
olan talebin artmasi sebebi ile dogal iirlin ve ekstratlarinin insan, hayvan ve bitkiler
uzerindeki etkileri belirlenmesi 6nem arz ederken, yapilan galigmalarda goériilmiis ki

propolisin kullanim prosediirlerinde basar1 saglanmistir.

2.2 Pamuk Yetistiriciligi

Pamuk bitkisi diinyada c¢ok fazla talep edilen, iiretilen ve ticareti yapilan
stratejik tarim {irlinlerinden birisidir (Kii¢iik ve Iss1 2019). Bitkinin boyu 80-120 cm
araliginda ve koza dallar1 ayr1 olan pamuk uzun bir hasat ve ciceklenme donemine
sahiptir. Pamuk, sicak kosullarda yetisebilen, toprak se¢iciligi ¢ok fazla olmamasina

ragmen, fazla suya ihtiya¢ duyan tek yillik bir bitkidir (Aydogdu ve dig. 2018).
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Pamuk dretici ulkeler igin, gida ve tekstil endiistrilerinde olusturdugu deger
piyasasiyla istihdam imkani ve ekonomik guc¢ saglayan stratejik bir Grindir
(Guitchounts 2014). Pamugun yetistirilmesi ve islenmesi gelismekte olan Ulkelerde
olur iken, pamugun kullanim miktar1 gelismis {ilkelerde daha fazladir (Anonim
2015). Artan nufus, tekstil ve hazir giyim {iriinlerin talebini arttirirken tiretiminde ise

sentetik elyaf kullaniminin artmasi pamuga olan talebi azaltmaktadir (Klglk 2015).

Ulkemizde tekstil sanayisi i¢ piyasa ve dis piyasa da saglamis oldugu
ekonomik kazang, ddviz hacmi ve istihdama yonelik talebi ile vazgegilmez bir
sektordiir. Tiirkiye’de ekonominin kalkinmasi i¢in dnemli olan giyim sektoriiniin
ham maddesi pamuk olup, sektoriin devamui igin ise Ulkemiz pamuk lifi Uretiminin
artiriimasi gerekmektedir. Ulkemizde her yi1l pamuk iiretiminin azalmas: ile birlikte
i¢ piyasadaki pamuk lifi tiiketimine yetmedigi i¢in pamuk ithalat miktar1 artmis ve
halen artmaya devam etmektedir. Bu denli énemli bir yere sahip olan pamuk “beyaz
altin” olarak nitelendirilmekte ve lifiyle dokuma ve iplik, ¢igiti ile yag sanayisine ve
kiispesi ile de hayvancilik sektoriine ham madde saglamasi ile stratejik oneme
sahiptir. Pamuk ireticileri verim kaybini telafi edebilmek i¢in ilaglamanin yani sira
gereginden fazla tohum ve glbre kullanmaktadir. Bu nedenle masraflarin yiikselmesi

ve ge¢ ekimden dolay1 verim kaybinin artmasi ekonomik zarar olusturmaktadir.

2.3 Pamukta Verticillium Solgunluk (Verticillium dahliae Kileb.)
Hastahig1 Etmeni

Pamuk bitkisinin 20’den fazla hastaligi bulunmaktadir, ancak bunlarin
icerisinde en dnemlisi V. dahliae fungusunun neden oldugu solgunluk hastaligidir.
Verticillium, Hyphomycetes sinifina dahil, renksiz hiflerin baskin oldugu, vasat bir
gelisim gosteren, koloniler olusturan bir toprak fungusudur. Cogunlukla tek hiicreli
olan renksiz veya parlak renkli konidiumlar1 fialidler iizerinde 1slak bas¢ikli bazen
ise zincir formlu bulunur (Domsch ve dig. 1980). Verticillium cinsi ¢ok sayida
saprofitik tir ile birgok vaskiiler solgunluk etmeni bitki patojeni tiirli i¢ine alir.

Bircok bitki igin V. dahliae en ¢ok bilinen solgunluk etmeni fungustur.
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Oncelik olarak hastalik yapraklarda pdrsiime veya renk degisimi bunun devaminda
ise artan solgunluk olarak ortaya ¢ikmaktadir (Domsch ve dig. 1980). Dagilimi tipik
olarak kuzey iklimlerinden asagiya, subtropiklere dogrudur (Karaca 1974; Harris
1998). Topraktaki populasyon yogunlugu V. dahliae icin 6zellikle 6-8°C’ler arasinda
diistiktiir. Yasam dongiisiinde birgok asamaya sahip olmaktadir. Bunlar; konukcu
bitkinin iletim sisteminin kolonizasyonu, yayilma ve konukgu bitkide belirti gelisimi
olarak siralanabilir. V. dahliae ve diger solgunluk patojenlerinin hastalik
sendromunda su iletiminin engellenmesinin rol oynadigi diistiniilmektedir (Van
Alfen 1989; DeVay 1989).

Fungus bitkiyi enfekte ederek ksilem borularimi tikamaktadir. Bu iletim
demetinin tikanmasi sonucunda bitkide bir siyahlasma ve kahverengilesme yaprak
kisimlarinda ise solma ve porsiime belirtileri ortaya ¢ikmaktadir. V. dahliae hifleri
pamukta, kok kint ve epidermal hiicrelerden giris yaparmakta ve ilerleyerek korteksi
gecmektedir. Endodermise ulasan hif, inokulasyondan ¢ gin sonra ksilem
borularma girmektedir (Garber ve Houston 1966). Hastaligin pamuk bitkisi igin lif
verimini azalttigi ve ayrica lif kalitesini diislirdigli bildirilmektedir. Pamuk ekimi
tarlaya ge¢ yapilmis ya da hastalik tarlada erken baslamis ise bitkinin boyu kisa
kalirken kozalar kiigiik ve koza sayilar1 az olmaktadir. Hastalik son asamalarda ise
bitkiyi 6ldiirmektedir. Hastalik i¢in en uygun pH degerinin 6-9 arasi olan topraklar
oldugu asit karakterli topraklarin hastaligin gelisimini engelledigi, fazla azotlu
gubrelerin hastaligin siddetini ve ¢ikigini arttirirken topraktaki nemin ise uygun

ortam olusturdugu bildirilmistir (Nemli 2003).

Verticillium solgunlugu 1941 yilinda tlkemizde ilk kez Manisa Kirkagag’ta
saptanmis Iyriboz (1941), ancak etmeninin Verticillium dahliae oldugu daha sonra
yiriitiilen bir ¢aligmada belirlenmistir (Karaca ve dig. 1971). Hastaligin biyolojisi ve
zarar sekli sebebi yiiziinden miicadelesinde etkili ve ekonomik bir yontem
uygulanamamaktadir. Zarar1 azaltma boyutunda yapilan ¢alismalarda iiriin rotasyonu,
bitki sikligini artirma, toprak sicakligini arttirarak fungusun yasama ortamini
daraltma ve sulama sikligin1 miktarini ayarlamak gibi kiiltiirel dnlemlerin yani sira

bu hastaliga dayanikli ¢esitler kullanilmaktadir (Sezgin ve dig. 1985).
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2.4 Literatir Ozeti

Propolis ve ekstratlarmin i¢inde bulundurdugu galangin, kafeik asit gibi
biyolojik aktivitesinde etkili olan flavonoidler ve aromatik asitler bulunmaktadir.
Propolisde 38 farkli bileseni bulunan flavonoidler farmakolojik ve antimikrobiyal
olarak yuksek etkiye sahiptir (Yiicel ve dig. 2014). Farkli kaynaklardan toplanarak
hazirlanan propolis ekstraktlarinin, antibakteriyel Ozellik yonunden test edildigi
calismalarda, bakteriler igin propolisin engelleyici etki 6zelligi sonucu ortaya
cikarilmistir (Linderfelseri 1967). Laboratuvar c¢alisma ortamlarinda cesitli bakteri
suslarina kars1 etkili oldugu rapor edilmistir (Marcucci 1995). Arastirmalar
sonucunda bir¢ok arastirmaci propolisin, gram pozitif ¢ubuk bakterilere karsi genis
etkiye sahip oldugunu fakat gram negatif basillere karsi ise kisitli etkiye sahip
oldugunu belirtmistir (Hegazi 1998).

Propolis etanol ekstraktinin gram negatif bakterilere (Escherichia coli ve
Pseudomonas aeruginosa) karsi disiik etkiye ancak gram pozitif koklara
(Staphylococcus aureus) karsi yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi rapor edilmistir
(Silici ve dig. 2005) Antifungal aktivitesi en yiiksek olan ar1 iiriinii kavak propolisi
40 farkli fungusa kars1 test edilmis, meyve sularimin bozulma sebebi olan mantar
tirlerine fungisit etkiye sahip oldugu bulunmustur (Bogdanov 2012). Propolis etanol
ekstraktinin 38 fungus susu ve 60 maya susu iizerinde engelleyici etkiye sahip
oldugu bildirilmistir (Lisa ve dig. 1989). Ayrica propolis kronik fungal siniizit

hastalarinin tedavisinde de kullanilmaktadir (Cizmarik ve Trupl 1976).

V. dahliae toprak kokenli bir fungus olup, yasami parazitik, saprobik ve
dormant donemlere ayrilmaktadir. Patojeninin hastaliga sebep olan hifleri ve
mikrosklerotlari, kotii cevre kosullarinda bitki ve toprak artiklarinda 14 yil gibi uzun
bir zaman canli kalabilmektedir (Isaac 1967). Verticillium solgunluguna Verticillium
dahliae Kleb. ve Verticillium albo-atrum olmak Uzere iki tirl sebep olurken, pamuk
bitkisinin yetistirilmesinde ve kaliteli iiriin elde edilmesinde de en énemli kisitlayici

unsurlarin baginda gelmektedirler (Far ve dig. 1989).
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20-24°C’de sicaklikta Verticillium albo-atrum solgunluk hastaligina sebep
oldugu icin pamuk bitkisinin tarla kosullarinda yetistirilmesinde 25°C’nin {istiinde
sicakliklarda hastalik olusturma yetenegi yoktur. Tarla kosullarinda sicakliktan ¢ok
fazla etkilenmeyen Verticillium tirlerinden sadece Verticillium dahliae solgunluk

hastaligina sebep olmaktadir (Domsch ve dig. 1980).

Ulkemizde, Ege ve Akdeniz Bolgeleri basta olmak iizere pamuk yetistirilen
alanlarin tamaminda Verticillium solgunluk hastalig1 yaygin olarak gorilirken,
solgunlugunun {irtin kaybma neden oldugu bildirilmistir (Esentepe 1979). Ekim
ndbeti uygulanmayan alanlarda pamukta kalite kaybinin ve verimdeki zararin daha
da yiiksek oldugu bildirilmistir (Sagir ve dig. 1992). Verticillium solgunlugu,
pamugun teknolojik ve lif dzelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir (Schnathorst
ve Mathe 1966). Pamukta hastalik olgunlagsmayan lif yilizdesini artirmakta ayni
zamanda lif kalitesi, lif uzunlugu azalmaktadir. Bu sebeplerden dolay1 liflerin islem
sirasinda artiklar ¢ok fazla olmaktadir (Watkins 1981).

Hastaligin miicadelesi i¢in dayanikli ¢esitler kullanilmali ve bulasik olmayan
toprakta pamuk tariminin yapilmasi gerekmektedir. Gunumize kadar yapilan
caligmalarda hastaligin etkin miicadelesine yonelik bir yontem tespit edilememistir.
Fakat dayanikli pamuk cesitlerinin iiretimde kullanilmasiyla verim ve Kkaliteyi

arttirarak kayiplarin 6nemli 6l¢iide azalacagi belirtilmektedir (Celik ve dig. 2010).

2.5 Tezin Amaci

Bitkilerde baz1 fungal ve bakteriyel hastaliklar, yaniklik, kanser, meyvelerde
ve yapraklarda leke ve ciiriikliik, antraknoz, sap ve kok ciiriikliigii veya yumusak
curiikliikler seklinde ortaya ¢ikan bitki hastaliklarina neden olmaktadir. Yapilan
arastirmalar sonucunda propolis biinyesindeki sekonder maddeler olarak bilinen
etken maddelerin bu hastaliklarin dnlenmesinde veya depo kosullarinda saklamada

bitkilerin saglikl1 bir sekilde muhafaza edilmesinde kullanildig belirlenmistir.

Tez calismamiza bitkilerde hastalik olusturan etmenlere karsi propolisin
kullanildig1 ¢alismalar 151k tutacaktir. Pamuk, birgok sanayi kolunun hammaddesini

karsilayan en 6nemli tarimsal iirlinlerimizden birisidir. Tiirkiye, pamuk iiretimi, lif
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ithalat1 ve tekstil iiriinleri ihracati agisindan diinyada sayili iilkeler arasinda yer
almaktadir Ulkemizde dort ana bolgede (Giineydogu Anadolu, Ege, Cukurova ve
Antalya) pamuk iiretimi yapilirken, diinyada pamuk iiretiminin yaklasik % 80'
ilkemizin de i¢inde yer aldigi Dbelirli sayida ki iilkeler tarafindan

gerceklestirilmektedir.

Giliniimlizde en Onemli endiistri bitkisi olan beyaz altin olarak anilan
pamukta verim ve kaliteyi diistiren Verticillium solgunlugu etmeni (Verticillium
dahliae Kleb.)’nin etkin ve ekonomik bir kimyasal miicadelesi bulunmadigi gibi
miicadelede basar1 sansi da diisik oldugundan V. dahliae’e kars1 propolisin
etkinliginin arastirilmasi planlanmistir. Bu baglamda propolis ekstraktinin patojene
kars1 etkinligi in-vitro ve in-vivo testler yardimiyla ortaya konularak, ¢alismada
propolisin solgunluk hastaligina karsi alternatif miicadele olanagi arastirilmistir.
Surdardlebilir tarimda bitki koruma etmenlerine (hastalik, zararli, yabanci ot vs)
kars1 miicadelede kimyasal miicadele yerine biyolojik miicadelenin kullanilmasi hem
cevre hem de insan sagligi acisindan biiyilk 6onem arz etmektedir. Calismada
herhangi bir yan etkisi olmayan propolisin bitkilerde hastalik olusturan
mikroorganizmalara karst kullanilmasiyla tarimsal calismalara apiterapik diizeyde

destek saglayacagi disiiniilmektedir.

Bu tez g¢aligmasi ile Mugla yoresinden elde edilen propolis ekstraktinin
pamukta ekonomik kayiplara neden olan Verticillium solgunlugu hastaligi
(Verticillium dahliae Kleb.)’nin yaprak doken ve yaprak dokmeyen patotiplerine

kars1 in-vitro ve in-vivo kosullarda antifungal etkisinin belirlenmesi amaglanmstir.
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3. YONTEM

3.1 Materyal

Calismanin bitkisel materyalini Verticillium solgunluguna dayanikli Giza 45
(Gossypium barbadense L.), tolerant Carmen (Gossypium hirsutum L.) (Bélek ve
dig. 2005) ve duyarli Acala SJ2 (G. hirsutum L.) (Erdogan ve dig. 2014) pamuk
cesitleri olusturmustur. Mugla yoresinden 2021 yilinda temin edilen propolis
ornekleri kullanilmistir. Pamuktan izole edilen ve virilenslikleri bilinen PHCVd3
(yaprak dokmeyen patotip) ve PHCVd47 (yaprak doken patotip) izolatlar1 (Hatay

Mustafa Kemal Universitesi, Ziraat Fakiltesi, Bitki Koruma Béliimii Ogretim Uyesi

Prof. Dr. Sener KURT tan temin edilmistir) hastalik testlemelerinde canli materyal

olarak kullanilmistir. (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1:V.dahlie'nin PHCVd47(yaprak doken patotip) izolat1 (A); PHVd3 (yaprak
dokmeyen patotip) izolati (B)
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3.2 YOntem

3.2.1 Propolis Etanol Ekstrakt (PEE)’nin Hazirlanmasi

Ham propolis 2021 yilinda Mugla’dan temin edilerek laboratuvar ortaminda
-18°C’de dondurulmus ve donan ham propolis bigak yardimi ile kesilerek kiigiik
parcalar haline getirilmistir. % 80’lik etil alkol ¢o6zeltisi (80 ml etil alkol+20 ml saf
su (Rios) =100 ml) hazirlanmis ve 1:3’lik propolis /etil alkol ¢ozeltisi hazirlanarak,
karisim blendir ile 2 dak. parcalandiktan sonra ultrasonik banyoda 2 giin boyunca
homojenize edilmistir. Homojenize edilmis karisim giinde en az 2 kez alt ist edip
karigtirarak 5 gilin boyunca karanlik ortamda bekletilmistir. Bu siire sonunda elde
edilen ekstrakt daha sonra filtre kagidi (Whatman no 1) ile siiziilerek propolis
bilesenlerini balmumundan ayirmak suretiyle, propolisin etanol ekstrakti elde
edilmistir. Birlestirilen her siiziintiideki alkol rotary evaparator (IKA RV10-
Germany) (Sekil 3.2) ile tamamen ugurularak konsantre edilmis ve kullanilincaya
kadar buzdolabinda +4°C’de agz1 siki bir sekilde kapatilmak suretiyle muhafaza

edilmistir.

Sekil 3. 2: Rotary Evaparator
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3.2.1.1 Propolis Etanol Ekstrakti (PEE)’min Toplam Fenolik Madde

Miktar1 Hesaplama Yontemi

Numunelerin i¢indeki faydali bilesikler olan fenolik bilesiklerin ayrilmasi
(ekstraksiyon) ve Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisinde (HPLC) analizleri
Orug ve dig. (2021) bildirdigi yonteme gore yapilmistir. HPLC sistemi (Shimadzu,
LC-20 AD/SPD-M20A) degazer, ikili pompa, otosampler ve diode-array detektore
(DAD) sahiptir. Numunelerin ayrilmasi i¢in C18 kolon (Inertsil ODS-3, 5 mm,
4.6x150 mm) kullanilmastir.

3.21.2PEE’nin Toplam Antioksidan Aktivite Tayinin Hesaplama

Yontemi

Ferric reducing/antioxidant power olarak bilinen FRAP metodu (Fe (I11)-
TPTZ-2,4,6-tris(2-pyridly)-S-triazin)  kompleksindeki  demir  (II1)  iyonunun
antioksidanlar varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks olan Fe (I1)-TPTZ
olusturmasina dayanmaktadir. Bu amacla 3 mL FRAP reaktifi [300 mM pH 3,6
asetat tamponu, 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCI3 (10: 1: 1 )] ile 100 pL numune
karistirilms1 ve 4 dakika sonra olusan bu kompleks 593 nm’de maksimum absorbans
vermistir (Benzie ve Strain 1999). Standart grafigin hazirlanmasinda ise
FeSO47H20’un farkli konsantrasyonlart (31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000 uM)
kullanilmigtir. Sonuglar FeSO4.7H20 esdegeri antioksidan gii¢ olarak ifade

edilmistir.

3.2.1.3 PEE’nin Toplam Flavanoid Madde Miktar1 Hesaplama Yontemi

Aliminyum kloriir kolorimetrik yontemi olarak da adlandirilan Fukumoto ve
Mazza (2000) metodun prensibi, aliminyum Klortrun, flavonoidlerin 4-keto ve C-3
ya da C-5 (ya da her ikisi) hidroksil grubu ile kararli bir asit kompleksinin
olusturulmasina dayanmaktadir. Standart grafigin hazirlanmasinda kuersetinin farkl
konsantrasyonlar1 (1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625, 0,03125 ve 0,015625 mg/ml)

kullanilmistir. Konsantrasyona karsit bulunan 415 nm’deki absorbans degerleri ile
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grafik cizilip cizilen grafige gore kuersetin esdegeri flavonoid madde miktar

bulunmustur.

3.2.2 Verticillium dahliae Kulttrlerinin Gelistirilmesi

Stok kdltiirden alman V. dahliae'in PHCVd3 izolati (yaprak dokmeyen
patotip) ile PHCVd47 izolati (yaprak doken patotip) Patates Dekstroz Agar (PDA-
Difco) besi yerinde, 24+1°C’de iki hafta slreyle inkiibasyona tabi tutulmustur (Sekil
3.3).

Sekil 3. 3: V.dahliae kiiltiirkerinin sogutmali inkiibatérde gelistirilmesi

Daha sonra V. dahliae’nin PHCVd3 ve PHCVd47 izolatlarina ait sporlarin
cogaltimi icin patojenin hizli bir sekilde gelistigi sivi besiyeri (0.01 g FeSO4.7H20,
0.5 g MgS04.7H20, 2 g NaNO3, 1 g KoHPO4, 0.5 g KCI ve 7.5 g sukroz, 1 L saf su)
hazirlanmigtir. Hazirlanan sivi besiyerleri erlenmayerler (1 L) icerisinde 121°C’de 15
dakika boyunca otoklav edilerek, daha sonra oda sicakliginda sogumaya
birakilmistir. S1v1 besiyerleri oda sicakligina geldiginde, daha 6nce PDA besi yerinde
gelistirilen 14 giinlik PHCVd47 ve PHCVA3 izolatlarindan 0,5 mm agar diskler
alinarak 100 ml’ye 1 adet olacak bi¢imde sivi besi yerine aktarilmig ve 14 giin

boyunca galkalayicida karistirilarak sivi kiiltiirler elde edilmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3. 4: V.dahliae'nin sivi1 kiiltiirde gelistirilmesi

3.2.3 PEE’nm V. dahliae Kulturleri Uzerine Anti-fungal Etkisinin In-vitro

Kosullarda Belirlenmesi

PEE’nin V. dahliae’nin her iki patotipi Uzerine etkisi, in-vitro kosullarda
farkli konsantrasyonlarda (0,003, 0,06, 0,125, 0,25, 0,5 ve 1 ppm/ml) propolis igeren
PDA ortamlarindaki miselyal gelisme oOlgiilerek belirlenmistir (Kurt ve Sahinler
2003). Bu amagla, otoklav edilen (121°C’de 15 dak.) PDA besiyerlerine propolis
ekstraktinin farkli konsantrasyonlar1 ayr1 ayri1 eklenerek 100 mm capindaki petri

kaplarina aktarilmistir (20 ml/petri) (Sekil 3.5).

Sekil 3. 5: Farkli konsantrasyonlardaki propolisli PDA besiyerinin petrilere
aktarilmasi
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PEE’li PDA besiyeri oda sicakliginda 24 saat bekletilmis ve PDA ortaminda
7 giin gelistirilen V. dahliae’nin her iki patotipine ait kolonilerinin aktif olarak
gelisen kenarlarindan mantar delici ile alinan 5 mm ¢apindaki miselyum diskleri,
propolisli PDA besi ortaminin merkezine yerlestirilerek inokulasyon islemine tabi
tutulmustur (Sekil 3.6). Negatif kontrol olarak ise Propolis ekstrakti eklenmemis

PDA ortami kullanilarak uygulama yapilmistir (Yanar ve dig. 2005).

Sekil 3. 6: V.dahliae'nin miselyum disklerinin propolisli PDA besi ortamina inokiile
edilmesi

Uygulama yapilan petrilerin kapaklar1 parafilm ile sarilmis ve karanlikta
24°C’de 7-10 gin slre ile inkiibe edilmistir . Kontrol grubundaki gelismelere
bakilarak uygulama yapilan petrilerde gelisim engelleme oranlar1 dijital kumpas

yardimiyla 6l¢iilmiistiir.

Deneme tesaduf parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak kurulmus
ve iki kez tekrarlanmistir. Anti-fungal caligmada, patojenin miselyum radial
gelisimleri, kontrol ile kiyaslanarak % engelleme oranlar1 belirlenmis ve engelleme

orani Deans ve Soboda (1990)’nin belirledigi formiile gére hesaplanmustir.
Kontrol Grubuna Goére Engelleme Yizdesi Hesaplama
MGI (%) = [dc—dt /dc ] x 100
MGI= Engelleme yuzdesi (%)
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dc= Kontrol petrideki radial buyime (mm)
dt= Uygulamali petrideki radial biiylime (mm)

Inkiibasyon sonunda petrilerde gelisme gostermeyen funguslarm misel
pargalari, ekstraktan ari PDA besiyerlerine alinip 1 hafta siireyle gozlemlenerek, bu
stre sonunda aktarma yapilan besi yerlerinde fungal koloni gelisimi gozlenmemis ise
fungisidal etki, gelisim gozlemlenmis ise fungisitatik etki olarak kaydedilmistir
(Tripathi ve dig. 2004).

3.2.4 In-vivo Calismalar

3.2.4.1 Pamuk Cesitlerinin Yetistirilmesi

Saksi denemesinde dayanikli Giza 45, tolerant Carmen ve duyarli Acala SJ2
pamuk cesitlerine ait stilfirik asit ile delinte edilmis ilagsiz tohumlar kullanilmistir.
[k olarak otoklavda 121°C'de 1 saat sterilize edilmis toprak karigrmi (1/3 toprak +
1/3 kum + 1/3 torf) steril plastik saksilara (10 cm ¢ap) doldurulmus, daha sonra her

bir saksiya in-vitro calismada patojene karsi yiliksek etki gosteren propolis

ekstraktinin etkili dozuyla kaplanmig (2 ml/tohum) 4'er adet pamuk tohumu
ekilmistir (Sekil 3.7).

Sekil 3. 7: PEE'nin etkili dozuyla kaplanmig Carmen (a), Giza 45 (b), Acala SJ2 (c)
pamuk tohumlari

22



Pamuk tohumu ekilmis saksilar kontrollii sera kosullarinda (24 £1°C'de 12
saat aydinlik / 12 saat karanlik) yetistirilmis, pamuk fideleri kotiledon yaprakli

doneme geldiginde seyreltme yapilarak, her bir saksida iki fide birakilmis ve bu

fideler 4-6 yaprakli doneme kadar saksilarda yetistirilmistir (Sekil 3.8).

Sekil 3. 8: Bitki buyutme kabininde Giza 45, Carmen ve Acala SJ2 pamuk
cesitlerinin 4-6 yaprakli donemi

3.24.2PEE ile Kaplama Yapilmis Pamuk Cesitlerinin V.

dahliae’ya kars1 Duyarhliklarinin Belirlenmesi

PEE ile kaplama yapilmis pamuk ¢esitlerinin V. dahliae'e karst
duyarliliklarini belirlemek amaciyla PHCVd3 izolat1 (yaprak dokmeyen patotip) ve
PHCVd47 izolat1 (yaprak doken patotip)’nin inokulasyonunda konidi siispansiyon
teknigi kullanilmistir (Erdogan ve dig. 2014). iki haftalik PHCVd3 ve PHCVd47
izolatlarina ait sivi besi yerinde gelistirilen sporlar 2 kat tulbentten suzulerek misel
ve agar parcalart slispansiyondan uzaklagtirilmis, daha sonra 1s1ik mikroskobunda
(Leica) Thoma lami yardimiyla sporlarin konsantrasyonu 4x10® spor/ml olacak

sekilde ayarlanmistir. (Sekil 3.9).

23



Sekil 3. 9: Isik mikroskobunda Thoma lami1 yardimiyla spor konsantrasyonunun
ayarlanmasi
Alt kism1 delinmeyen steril plastik saksilara 10'er ml patojen siispansiyonu
eklenmis ve 4-6 yaprakli doneme gelen pamuk fideleri i¢inde spor siispansiyonu olan
yeni plastik saksilara aktarilmistir (Sekil 3.10). Kontrol olarak ise plastik saksilarin

dibine sadece steril saf su verilmistir.

Sekil 3. 10: 4-6 yaprakli donemdeki pamu fidelerine V.dahliae'nin PHCVd47 ve
PHCVd3 patotipinin konidi siispansiyon teknigi ile inokulasyonu
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Sekil 3. 10: 4-6 yaprakli déonemdeki pamuk fidelerine V. dahliae'nin PHCVd47 ve
PHCVd3 patotipinin konidi siispansiyon teknigi ile inokulasyonu

Bitki fizyoloji laboratuvarin yer alan bitki blyitme kabininde saksi1 denemesi,
tesaduf parselleri deneme desenine gore 5 tekerrurli olarak (24+1°C'de 12 saat

aydinlik/12 saat karanlik) yiritilmistiir (Sekil 3.11).

Sekil 3. 11: Bitki biiyiitme kabininde saks1 denemesinin genel goriiniimii

Bitki buyltme kabininde steril plastik saksilarda gelisen pamuk fideleri
hastaligin seyrine takiben yaklagik 3-5 hafta sonra Tsror ve dig. (2001)’nin
kullandigi 0-5 solgunluk skalasina gére degerlendirilmistir (Tablo 3.1) (Sekil 3.12).

Tablo 3. 1: 0-5 solgunluk skalas1

Skala degeri | Hastalik belirtisi

0 Belirti yok

Yapraklarda az diizeyde kloroz, %25'ten az solgunluk
Yapraklarin %30-50'sinde orta dlzeyde kloroz ve solgunluk
Orta diizeyde solgunluk, yapraklarda %50-75 solgunluk
Yapraklarin %75'inden fazla kloroz veya solgunluk

Olii bitki

Gl WIN|F-
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Sekil 3. 12: Saks1 denemesindekullanilan 0-5 solgunluk skalasi

Saks1 denemesinde yapraktaki hastalik siddeti indeks degeri asagidaki formiil
yardimiyla hesaplanmistir (Karman 1971).

Yaprakta Hastalik Siddeti indeksi=(a x 0)+(b x 1)+(c x 2)+(d x 3)+(e x 4)+(fx 5)/M
a, b, ¢, d, e, = Her skala degerine giren bitki sayisi;
M= Toplam bitki sayis1
3.2.5 Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen tiim veriler JMP IN bilgisayar programi (SAS Enstitiisii cary,
NC, 13,0 PC versiyonu) kullanilarak tek yonlii ANOVA ile varyans analizi yapilmis
ve farkliliklar Duncan testiyle tespit edilmistir (P<0.01).
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4. BULGULAR

4.1 PEE Konsantrasyonlarinmn PHCVd3 izolati (Yaprak Dokmeyen
Patotip) ve PHCVd47 lizolat1 (Yaprak Doéken Patotip)’mmn Misel

Gelisimine Etkisinin Belirlenmesi

Calismada PEE konsantrasyonlarinin in vitro kosullarda yaprak dokmeyen
(PHCVd3 izolat1) ve yaprak doken (PHCVd47 izolat1) patotiplerinin misel gelisimine

etkileri ve engelleme oranlar1 Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4. 1: PEE'nin V. dahliae'nin patotiplerinin misel gelisimine antifungal etkisi

Yaprak Dokmeyen Patotip | Yaprak Doken Patotip
Konsantrasyon | (PHCVd3 izolati) (PHCVd47 izolatr)
(ppm/mL) Ortalama misel | Kontrole gore | Ortalama misel | Kontrole gore
cap1 (mm)* % engelleme | cap1 (mm)* % engelleme
0,003 16,17 b 18,30 17,25 b 13,00
0,06 15,08 ¢ 23,90 1517 ¢ 23,70
0,125 11,50d 42,00 11,67d 41,30
0,25 9,00 e 54,60 9,17 e 53,90
0,5 7,58 f 61,80 7,75 f 61,00
1 4929 75,20 5,08 g 74,40
Kontrol 19,83 a 0,00 19,88 a 0,00

*3 tekerriir ortalamasidir, ayn1 harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki agidan fark yoktur
P<0.01.

PEE dozlarmin in vitro engelleme oranlar1 degerlendirildiginde dozlar
istatistiki olarak fakli bulunmustur (Ek A ve B). Tablo 4.1 degerlendirildiginde
PEE’nin yaprak dokmeyen (PHCVd3 izolati) ve yaprak doken patotopi (PHCVd47
izolat1))’nin misel gelisimini doza bagli olarak degisen oranlarda engelledigi
belirlenmistir. PEE dozlarmin yaprak dékmeyen patotipi (PHCVd3 izolat1)’ni yiizde
engelleme oranlarinin % 18,30-%75,20 arasinda degistigi saptanmistir. En yiiksek
antifungal etki 1 ppm/ml dozunda (% 75.20) gdzlenirken, bu dozu 0,5 ppm/ml dozu
(% 61,80) takip etmistir. PEE dozlarinin yaprak doken patotipi (PHCVd47
izolat1)’nin yiizde engelleme oranlarin % 13,00-% 74,40 arasinda degistigi

saptanmistir. En yiiksek antifungal etki 1 ppm/ml dozunda (% 74,40) belirlenirken,
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bu dozu 0,5 ppm/ml dozu (% 61,00) takip etmistir. Dozlarin uygulanmadig1 kontrol
petrideki misel ¢ap1 diger uygulama yapilan petrilerde istatistiki olarak farkli

bulunmustur.

4.2 PEE’nin Saks1 Kosullarinda PHCVd3 izolat1 (Yaprak Dékmeyen
Patotip) ve PHCVd47 izolati (Yaprak Doken Patotip)’na Etkileri

In vitro’da V. dahliae’nin her iki patotipine kars1 en etkili bulunan PEE dozu
(1 ppm/ml)’nun saks1 kosullarinda hastaliga dayanikli Giza 45, tolerant Carmen ve
duyarli Acala SJ2 ¢esitlerinde V. dahliae Kleb.’in yaprak dokmeyen (PHCVd3
izolat1) ve yaprak doken (PHCVd47 izolati) patotiplerine etkileri Tablo 4.2°de

verilmigtir.

Tablo 4. 2: Saksi denemesinde PEE uygulanan pamuk bitkilerinde PHCVd3 ve
PHVd47 inokulasyon sonrasi hastalik siddeti indeks degerleri

Cesit PHCVd3 izolat1 HS* PHCVd47 izolat1 HS*
Acala SJ2 (Duyarl) 3,80 a 3,90a

Carmen (Tolerant) 1,82b 2,32 ab

Giza 45 (Dayanikll) | 1,34 b 1,64b

*5 tekerriir ortalamasidir, ayni harfle ifade edilen degerler arasinda istatistiki ac¢idan fark yoktur
P<0.01. HS: hastalik siddeti.

Yapilan istatistiki analizlerde gesitler 6nemli bulunmustur (Ek C ve D). Saksi
denemesinde PEE uygulanan pamuk ¢esitlerinde yaprak dokmeyen (PHCVd3 izolati)
patotipinde ortalama hastalik siddeti indeks degerleri 1,34-3,80 arasinda saptanmustir.
En diisiik hastalik siddeti indeks degeri dayanikli Giza 45 ¢esidi (1,34) ile tolerant
Carmen ¢esidinde (1,82) gozlenirken istatistiki olarak ayni grupta yer almistir.
Yaprak doken (PHCVd47 izolat1) patotipinde cesitlerde ortalama hastalik siddeti
indeks degerleri 1,64-3,90 arasinda belirlenmistir. En diisiik hastalik siddeti degeri
dayanikli Giza 45 cesidinde (1,64) saptanirken bu c¢esidi tolerant Carmen ¢esidi
(2,32) takip etmistir. En yiiksek hastalik siddeti indeks degeri her iki patotipte duyarl
Acala SJ2 ¢esidinde (3,80-3,90) saptanmistir (Tablo 4.2).
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4.3 Propolisin Toplam Fenolik Analiz Degerleri

Fenolik maddeler hiicrelere zararli olan serbest radikalleri notralize edebilme

Ozelligine sahip antioksidanlardir. Calismada kullanilan propolis 6rneklerimizin

HPLC-DAD analiz sonuglar1 Tablo 4.3’de verilmistir. Turkiye propolisinde en ¢ok

bulunan etkin maddelerin basinda apigenin, naringenin, pinosembrin, galangin,

kafeik asit, kuersetin, kalkon ve krisin bulunmaktadir (Orug ve dig. 2017). Propolis

analiz sonuglarimiz yapilan bu ¢alismay1 desteklemektedir.

Tablo 4. 3: Propolisin HPLC-DAD analiz sonuglari

Tespit Edilen Fenolik Bilesikler Miktarlar: (ug/ml)”
Gallik asit 30,28
Epigallokatesin gallat 24,34
Kafeik asit 292,55
p-Kumarik asit 116,68
trans-Ferulik asit 86,00
trans-Isoferulik asit 225,25
3-4-Dimetoksisinamik asit 142,16
Kuarsetin 468,02
trans-Sinamik asit 44,29
Naringenin 367,28
Apigenin 287,01
Kaemferol 172,73
Krisin 419,76
Pinosembrin 958,08
Galangin 959,83
Kafeik asit fenetil ester 2102,26
trans-Kalkon 443,85

* Analiz sonuglar1 sivi propolisin 1 mililetredeki pg g miktarlarini igermektedir.
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4.4 Propolisin Toplam Antioksidan Analiz Degerleri

Calismada kullanilan Propolisin toplam antioksidan kapasitesi Tablo 4.4°de
verilmistir. Ozdal ve dig. (2018), calismalarinda Tiirkiye nin farkli 54 bélgesinden
topladiklar1  propolis orneklerinin  antioksidan aktivitelerini  belirlemislerdir.

Calismamizdaki deger kullanim agisindan etkili bir degere sahiptir.

Tablo 4. 4: Propolisin toplam antioksidan kapasitesi

Numune Toplam antioksidan Kapasite

(Ferric reducing/antioxidant Power) FRAP

Sivi etanolik propolis (s) | 222.85+1.67* Mmol FeSO4.7H,O/mi

Ham propolis (Kat1) 197.79£2.593 (mmol FeSO4.7H,0/g)

4.5 Propolisin Toplam Flavanoid Madde Miktari Degerleri

Antioksidanlarin baslica kaynagini olusturan flavonoidlerin, ¢alismamizda
kullanilan propolisdeki toplam madde miktar1 sonuglart Tablo 4.5’de verilmistir.
Tiirk propolisinin Avrupa propolisi gibi yiiksek flavonoid igerige sahip oldugu tespit
edilmistir (Celemli ve dig., 2013). Calismamizdaki propolisin analiz degerlerinin

etkin bir igerige sahip oldugunu bildirmektedir.

Tablo 4. 5: Propolisin toplam flavanoid madde miktari

Numune Toplam Flavanoid madde miktar1 mgQE/g

Sivi etanolik propolis (s) | 10.18+0.06* mgGAE/ ml

Ham propolis (Kat) 4.779+0.140 mgQE/g
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5. TARTISMA ve KANI

Calismada PEE dozlarmin V. dahliae’nin yaprak dékmeyen (PHCVd3 izolat1)
ve yaprak doken (PHCVd47 izolat1) patotiplerinin misel gelisimine etkisini
belirlemek amaciyla in vitro’da yiiriitiilen petri denemeleri sonucunda, PEE dozlari
her iki patotipi degisen oranlarda engellemis, en yiiksek antifungal yaprak dokmeyen
(PHCVd3 izolat1) ve yaprak doken (PHCVd47 izolati) patotiplerinde sirasiyla %
75,20 -% 74,20 arasinda 1 ppm/ml dozundan elde edilmistir (Tablo 4.1). Bu
calismaya benzer bir arastirmada Kurt ve Sahinler (2003), In-vitro kosullarda
Propolis etanol ekstraktt (PEE)’nin yedi farkli konsantrasyonu (0,0, 0,003, 0,06,
0,125, 0,25, 0,5 ve 1 ppm)’nun Verticillium dahliae, Fulvia fulva (Cooke) Cif. Ve
Penicillium digitatum (Pers.) Sac.’a kars1 antifungal etkilerini aragtirmig, deneme
sonucunda PEE’nin artan konsantrasyonlarinda, denemeye alinan patojenlerin
miseliyal gelisiminde azalma oldugunu, PEE’nin V. dahliae (izerine etkisinin 1,0 ve
0,5 ppm konsantrasyonlarinda sirasiyla % 84,8 ve % 83,3, 0,06 ve 0,003 ppm’de %
2,1 ve % 33,9 oldugunu bildirmislerdir. Yanar ve dig. (2005), In vitro’da propolis
metanol ekstrakti (PME)’nin on farkli konsantrasyonunun (10, 7, 5, 3, 1, 0,1, 0,07,
0,05, 0,03 ve 0,01 pg/ml) Phythophthora infestans (Mont) de Bary., P. capsisi ve P.
parasitica Pers.’a karsi antifungal etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, PME’nin
dort konsantrasyonu (10, 7, 5, 3 pg/ml)’nun ii¢ Phytophthora tiirliniin misel
gelisimini tamamen engelledigini ve bu etkinin fungistatik oldugunu bildirmistir.
Depo kosullarinda sorun olan Aspergillus niger, Botrytis cinerea Pers. Ve
Penicillium expansum Link. Kiif etmenlerinin spor gelisimlerini engellemek igin
propolis methanol ekstrakti (PME)’nin farkli 8 konsantrosyonu (% 0,1, 0,3, 0,5, 1, 3,
5 ve 7)’nun uygulandig1 baska bir ¢alismada, PME’nin % 0.1 — 1 arasi dozlarinda
onemli derecede etki gorilmedigi, % 3, 5 ve 7 propolis dozlarinda yiiksek oranda
engelleme oldugu tespit edilmistir (Yanar ve dig. 2007). Curifuta ve dig. (2012), Sili
propolisini ethanol iginde ekstrakte edilmis (EEP) ticari preparatin kimyasal
bilesenlerinin alt1 fungal patojen (Alternaria alternata, Fusarium sp., Ulocladium
sp., Botrytis cinerea, Penicillium expansum ve Trichoderma reesei)’e kars1 in-vitro
antifungal etkinligini arastirdiklar1 ¢alismada, EEP’in dort farkli dozu (% 0,5, 1, 2,5
ve 5)’nun antifungal etkinliginde istatistiksel olarak farklilik goriilmesine ragmen
kullanilan dozlarin tamaminin test edilen funguslara kars1 antifungal etki gosterdigini

bildirmislerdir. (Temiz ve dig. 2013). Tiirkiye nin farkli bolgelerinden temin edilen
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on farkli Propolis 6rneklerinin gidalarda sorun olan Penicillium aurantiogriseum ve
Aspergillus versicolor’a karst % 1, % 5, % 10’luk dozlarmin antifungal etkilerini
belirledikleri ¢alismada, % 1 ve % 5’lik dozlarda kif etmenlerinin miselyum
gelisimleri farkli oranlarda engellenirken, % 10’luk dozda misel gelisiminin
tamamen engellendigini belirtmislerdir. Ankara, Samsun, Yozgat, Tekirdag ve
Mardin illerinden temin edilen ham propolisin ethanol ekstrakti (PEE)’nin % 0,06,
0,125, 0,5 ve I’lik dozlarinin Rhizoctonia solani, Macrophamina phaseolina ve
Pyhtopthora infestans patojenlerine kars1 in vitro’da antifungal etkilerinin arastrildig:
baska bir ¢alismada, 5 ilden temin edilen ham PEE’nin tiim dozlarinda patojenlerin
misel gelisimlerinin 6nemli derecede engellendigi tespit edilmistir (Yanar ve dig.
2016). Ydriatilen diger bir ¢alismada, Tokat ve Ankara’dan getirilen propolisin
etanolik ekstraktinin (PEE) {i¢ farkli konsantrasyonu (% 1, 3 ve 5)’nun ayva
kahverengi ¢iirliklik hastaligi (Monilinia fructigena)’na antifungal etkileri
arastirtlmis, Ankara ve Tokat PEE % 3 konsantrasyonu M. fructigena’nin miselyum
gelisimini % 100 oraninda; Ankara ve Tokat PEE % 1 konsantrasyonu patojenlerin
gelisimini swrasiyla % 85,6 ve % 84,2 arasinda degisen oranlarda engelledigi
belirlenmistir (Ozyigit ve dig. 2017a). Limon’da yesil kiif hastalik etmeni
Penicillium digitatum’a kars1 Propolis etanol ekstraktinin in vitro kosullarda etkisinin
aragtirildigr calismada, % 3 propolis etanol ekstraktinin patojenin miseliyal
gelisimini gucli bir sekilde engelledigi ve 1.4 cm engeleme zonu olusturdugu
bildirilmistir (Abo-Elyousr ve dig. 2021). Cakar ve dig. (2022), Farkli Propolis
ekstraktlariin  Fusarium solani'ye Kkars1 anti-fungal etkisini arastirdiklar1 bir
caligsmada, saf propolis ekstraktlarinin artan dozlarda (600 pl i¢in yaklagik 30 mm)
patojenin misel blyumesine karsi daha etkili bulunurken, propolisin etanol
ekstraktlari orta diizeyde bir antifungal etki gosterdigini (600 pl igin yaklasik 33 mm)
ve DMSO (Dimetil siilfoksit) ekstraktlarinin ise daha az etkili oldugunu bulmuslardir
(600 pl i¢in yaklasik 58 mm). PEE’nin farkh veya ayni hastalik etmenlerine (fungal
veya bakteriyel) karsi degisen oranlarda antifungal etki gostermesinin sebebi olarak
propolis iceriginin temin edildigi yerlerdeki bitki florasina bagl olarak kimyasal
iceriginin 6nemli diizeyde farklilik gdstermesine baglanmaktadir. Benzer sonuclar
daha dnceden yapilmis olan birgok ¢alismada da belirtilmistir (Chee 2002; Shehu ve
dig. 2015).
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Saks1 denemelerinde yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde; PEE nin V. dahliae’ya

etkisi dikkate dikkate alindiginda PEE’nin 1 ppm/ml dozu ile kaplanan Giza 45,
Carmen ve Acala SJ2 pamuk ¢esidi tohumlarindan olusan bitkilere yaklasik bir ay
sonra patojenin her iki patotipi inokiile edildiginde yaprak dokmeyen patotipte en
diisiik hastalik siddeti indeks degeri dayanikli Giza 45 ile tolerant Carmen
cesitlerinde saptanirken, yaprak doken patotipte en diisiik hastalik siddeti indeks
degeri dayanikli Giza 45 ¢esidinde saptanmustir. En yliksek hastalik siddeti indeks
degeri ise her iki patotipte duyarli Acala SJ2 ¢esidinde saptanmistir (Tablo 4.2).

Yapilan literatiir taramalarinda PEE’nin V. dahliae’ya karsi in-vivo kosullarda
etkinligini belirlemeye yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bununla
birlikte PEE’nin diger fitopatojen funguslara ve fitopatojen bakterilere karsi in-vivo
etkinliginin saptandigi sinirl sayida ¢alisma bulunmaktadir. La Torre ve dig. (1990),
cilekte EEP uygulamasinin in-vivo kosullarda Botrytis cinerea’nin neden oldugu
kursuni kiif hastaligiin ¢ikist ve gelisimi iizerine fungistatik etki gosterdigini
bildirmislerdir. Ethanol propolis ekstraktinin (EEP) farkli konsantrasyonlarinin (10,
50 ve 100 mg/ml) turunggillerde depo hastalik etmeni Penicillium digitatum’a kars1
etkinliklerinin arastirildigi bir ¢alismada, in-vivo’da % 70’lik ethanol iginde
hazirlanan EEP’in kullanilan tiim dozlar1 yapay olarak hastalik bulastirilmis
meyvelerde hastalik ¢ikisini engellemezken, EEP’in 100 mg/ml konsantrasyonda
dogal hastalik ¢ikisint %100 oraninda engelledigi belirtilmistir (Soylu ve dig. 2008).
El-Badawy ve dig. (2012), yaptiklar1 baska bir ¢calismada, portakal meyvelerinin %
3’liik propolis ekstraktina bandirilmast Penicillium spp.’nin sebep oldugu ¢iirtikligi
tamamen engelledigini ortaya koymuslardir. Bagka bir ¢aligmada Irak orjinli propolis
etanol ekstraktinin % 3’likk dozunun portakalda P. digitatum’un neden oldugu
clirikliigii oda sicakliginda ii¢ hafta siireyle engelledigini rapor etmislerdir (Matny
2015). Abo-Elyousr ve dig. (2017), Misir’in farkli bolgesinden elde ettikleri propolisi
su icinde ekstrakte ettikden sonra domates bakteriyel solgunluk etmeni Ralstonia
solanacearum’a karst in-vivo kosullarda antibakteriyel etkinliklerini arastirdiklari
calismada, sulu ekstraktin 1, 10 ve 100 mg/mL konsantrasyonlarda antibakteriyel
etkinlik gosterdigini, 100 mg/mL konsantrasyonda sulu ekstraktin in-vivo etkinliginin
diger iki konsantrasyona gore daha yiiksek etkinlik gosterdigini belirlemislerdir.
Yiiriitilen bagka bir calismada Tokat ve Ankara’dan temin edilen propolis

orneklerinin PEE % 1, 3 ve 5’lik dozlari M. fructigena’ya karst uygulanmis ve in-
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vivo testlemelerde % 3 ve % 5’lik dozda meyve yiizeyinde patojen gelisimi % 100
oraninda engellenmistir (Ozyigit ve dig. 2017a). Ozyigit ve dig. (2017b), depo
kosullarinda turunggillerde problem olan P. digitatum’a kars1 Tokat ve Ankara’dan
temin edilen propolislerin ethanol ekstraktini kullandiklar1 ¢alismada, in-vivo
kosullarda Tokat PEE patojen gelisimini % 1’lik dozda, % 28; % 3 ve % 5’lik
dozlarda ise % 100 engellerken, Ankara PEE tim dozlarda patojeni % 100

engellemistir.

Calismada kullanilan propolisin fenolojik bilesikler, toplam antioksidan kapasitesi
(Tablo 4.4) ve toplam flavanoid madde miktar1 (Tablo 4.5) analiz sonuglarina goére
propolis orneklerinin fenolik bilesikler bakimindan zengin, toplam antioksidan
kapasitesinin yiksek ve toplam flavonoid madde miktarinin etkin oldugu
belirlenmistir. Keskin ve Kolayli (2018), Anadolu propolislerinin ham hali i¢in
toplam fenolik madde miktarmin 16,13-178,34 mg GAE/g arasinda degistigini
bildirmistir. Ozdal ve dig. (2019), tarafindan yapilan bir ¢alismada, Anadolu’nun
farkli bolgelerinden toplanmis propolisler i¢in toplam fenolik madde miktarinin 2748
mg GAE/100 g ile 19969 mg GAE/100 g arasinda degistigi bildirilmistir. Caligmada
elde edilen bulgularin literatiirle uyum igerisinde oldugu gortlmektedir. Elde edilen
bulgular, yiksek antioksidan aktiviteye de sahip 6rneklerin, toplam fenolik madde
miktarlarminda ytikek oldugu sonucunu bildirmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
da benzer sonuglar bildirilmektedir (Keskin ve Kolayli 2018). Propolisin bilesiminde
bulunan fenolikler; flavonoid aromatik asitler, anti-fungal 6zellikleri nedeni ile PEE,
segilen bitki patojeni funguslara karsi engelleyici bir etki gostermistir (Bancova ve
dig. 2000).

6. SONUC ve ONERILER

-Pamuk ekimi yapilan alanlarda Verticillium dahliae’nin sebep oldugu solgunluk
hastaligina karst PEE’nim alternatif miicadele kapsaminda kullanimina yo6nelik olan
in-vitro ve saks1 denemeleri ile desteklenen bu ¢alisma ile hastaligini miicadelesinde

iimit var sonuglar elde edilmistir.
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-Saks1 denemesinde tohuma PEE uygulamasi ekonomik bir ilagli miicadelesi
olmayan Verticillium solgunluk hastaligi etmeninin yaprak dokmeyen ve yaprak
doken patotiplerini baski altina aldigmi gostermistir. Hastalik siddeti indeks
degerlerine gore PEE Oncelikle dayanikli Giza 45 ¢esidinde daha sonra tolerant
Carmen c¢esidinde V. dahliae’nin her iki patotipine karsi basarili bulunmustur. Bu
baglamda Verticillium solgunlugu hastalig1 ile miicadelede dayanikli ¢esit propolis
kombinasyonu entegre micadele kapsaminda destekleyici mdicadelenin en iyi
alternatiflerden biri olabilecegini gostermistir. Ancak PEE’nin pamuk c¢esitlerinde
kolonizasyonu, tarla sartlarinda Verticillium solgunluguna ve verim ile kalite
ozelliklerinin  belirlenmesi  konularinda  ayrintili  ¢alismalarin  yapilmasi

gerekmektedir.

-Bu calisma, iilkemizde tohuma propolis uygulamasi yapilarak saksi kosullarinda
PEE’nin Verticillium solgunluguna etkilerinin belirlendigi ilk aragtirmadir. Basit
laboratuvar imkanlariyla yiiriitiilen tohum kaplama g¢aligmalar1 ticari olarak hem
etkili hem de kolay uygulanabilen bir yontemdir. Bu baglamda ¢alismadan elde
edilen sonuglar bundan sonra yapilacak olan alternatif miicadele ¢aligmalarina yon

verecektir.

-Calismada kullanilan propolisin yapilan analiz sonuglar1 fenolik bilesikler
bakimindan zengin, toplam antioksidan kapasitesinin yiksek ve toplam flavonoid
madde miktarinin etkin oldugunu gostermistir. Ancak propolis ekstraktinin etki
mekanizmalarina yonelik herhangi bir calisma yapilmamistir. Bu amagla etkili
bulunan PEE’nin etki mekanizmalar1 ve bitki gelisimini tesvik edici etkilerinin

belirlenmesine yonelik daha ayrintili ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.

-Giibre smifi, giibre dozu, sulama yontemleri, sulama siklig1 ve ekim normu gibi
kulttrel uygulamalar ile Verticillium solgunlugu etmeni arasinda direkt bir iliski
bulunmaktadir. Entegre miicadele kapsaminda ¢alisma sonucunda {imit var
buldugumuz PEE’nin yukarida bahsedilen konular ile kombine edilerek daha ayrintili

caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

-Verticillium dahliae etmeni iilkemizde pamugun disinda 6zellikle zeytin
yetistiriciliginde tahripkar boyutlarda yayginlik gostermektedir. Bu nedenle

mucadelesi zor olan bu hastaliga karsi propolis uygulamasindan tarla kosullarinda
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timit var sonuglarin alinmasi hastalikla miicadele ve verim kayiplar1 agisindan hem
tilke ekonomisine hem de fiireticilerimize 6nemli katkilar saglayacaktir. Gunimuzde
Verticillium solgunlugu hastaligina karsi etkin ve ekonomik bir kimyasal miicadele
imkani bulunmadigindan ¢alismada iimit var bulunan PEE sonraki dénemlerde

hastalikla entegre miicadelede katki saglayacaktir.
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EKLER



8. EKLER

Ek A. PEE’min Yaprak Dokmeyen Patotipi (PHCVd3 izolati)’ne Anti-

fungal Etkisi ve Varyans Analizi

Tablo A. 1: PEE'nin yaprak dokmeyen patotipi (PHCVd3 izolati)'ne anti-fungal
etkisi ve varyans analiz tablosu

PEE Konsantrasyonu PHCVd3 izolat1 misel gelisimi (yaprak dokmeyen patotip)

(ppm/mL) I. Tek. (mm) | I1. Tek. (mm) | I11. Tek. (mm) | Ortalama

0,003 16,50 16,00 16,00 16,20

0,06 15,00 15,00 15,25 15,10

0,125 12,00 11,75 10,75 11,50

0,25 9,00 9,00 9,00 9,00

0,5 7,75 7,50 7,50 7,60

1 5,00 5,00 4,75 4,90

Kontrol 20,00 19,50 20,00 19,80
Hata Kareler | Hata Kareler

Kaynak SD Toplami Ortalamasi F Degeri |Prob>F

Doz (ppm/ml) | 6 501,47619 62,7232 979,6279 | <0001

Hata 12 1,02381 0,0853

Genel 18 502,80952

CVv 2,43
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Ek B. PEE’min Yaprak Doken Patotipi (PHCVd47 izolati)’ne Anti-fungal
Etkisi ve Varyans Analizi

Tablo B. 1: PEE'nin yaprak doken patotipi (PHCVd47 izolati)'ne anti-fungal etkisi
ve varyans analiz tablosu

PEE Konsantrasyonu PHCVd47 izolat1 misel gelisimi (yaprak doken patotip)

(ppm/mL) I. Tek. (mm) | Il. Tek. (mm) | I1I. Tek. (mm) | Ortalama

0,003 17,50 17,00 17,25 17,30

0,06 15,00 15,50 15,00 15,20

0,125 12,00 12,00 11,00 11,70

0,25 9,50 9,00 9,00 9,20

0,5 8,00 7,75 7,50 7,80

1 5,50 5,00 4,75 5,10

Kontrol 19,80 20,20 19,70 19,90
Hata Kareler | Hata Kareler

Kaynak SD Toplami Ortalamasi F Degeri  |Prob>F

Doz (ppm/ml) |6 519,67905 519,67905 1061,859 | <0001

Hata 12 0,97881 0,0816

Genel 18 521,37238

CcVv 2,32
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Ek C. Saks1 Denemesinde PEE’mmm Yaprak Dokmeyen Patotipinde
(PHCVdS3 izolat) Yiizde Hastahk Siddeti indeks Degerleri ve Varyans

Analizi

Tablo C. 1: Saksi denemesinde PEE'min yaprak dokmeyen patotipinde (PHCVd3
izolat1) yiizde hastalik siddeti indeks degerleri ve varyans analiz tablosu

PHCVd3 izolat1 Hastahik Siddeti
Cesit Ortalama
l. Tek. I1. Tek. | . Tek. | IV.Tek. | V. Tek.
Giza 45 (Dayanikli) | 1,00 1,20 1,00 2,50 1,00 1,34
Carmen (Tolerant) 1,20 1,40 1,50 2,00 3,00 1,82
Acala SJ2 (Duyarl1) | 5,00 3,50 3,50 3,50 3,50 3,80
Hata Kareler | Hata Kareler
Kaynak |SD Toplami Ortalamasi F degeri Prob > F
Cesit 2 18,034667 3,00578 14,8853 0,002
Hata 8 4,569333 0,57117
Genel 10 22,604
CcVv 3,25
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Ek D. Sakst Denemesinde PEE’mmm Yaprak DoOken Patotipinde
(PHCVd47 izolat)) Yiizde Hastahk Siddeti indeks Degerleri ve

Varyans Analizi

Tablo D. 1: Saksi denemesinde PEE'nin yaprak doken patotipinde (PHCVd47
izolat1) yiizde hastalik siddeti indeks degerleri ve varyans analiz tablosu

PHCVd47 izolat1 Hastalik Siddeti

Cesit Ortalama
l. Tek. I1. Tek. | IIl. Tek. | IV.Tek. | V. Tek.

Giza 45 (Dayanikli) | 1,00 1,00 2,80 1,00 2,40 1,64

Carmen (Tolerant) 2,00 2,00 1,60 3,00 3,00 2,32

Acala SJ2 (Duyarli) | 5,00 5,00 4,50 2,00 3,00 3,90

Hata Kareler | Hata Kareler

Kaynak SD Toplami Ortalamasi F degeri  |Prob>F

Cesit 2 15,068 2,51133 5,1827 0,036

Hata 8 10,376 1,297

Genel 10 25,444

CVv 4,34
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