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Alternaria brassicicola lahanagiller familyasina ait bitkilerde hastalifa neden olan en Onemli
patojenlerden birisidir. Bu etmene karsi kiiltiirel 6nlemler, kimyasal ve biyolojik miicadele yontemleri
kullanilmaktadir. Bitki ugucu yaglarinin bitkilerde hastalik olusturan fungal etmenlere karsi etkileri
tizerine gesitli aragtirmalar yapilmaktadir. Bu ¢alisma biberiye bitkisine ait ugucu yagin A. brassicicola
etmenine kars1 antifungal etkilerini belirlemek amaciyla in vitro kosullarda yiiriitiilmistiir. Clevenger
cihazinda hidrodistilasyon yontemi kullanilarak ugucu yag elde edilmistir. Ugucu yagin A. brassicicola
etmenine kars1 antifungal etkileri 10 ul/20ml PDA, 20 ul/20ml PDA, 40 pl/20ml PDA, 80 ul/20ml PDA,
160 pl/20ml PDA ve 320 pul/20ml PDA kosantrasyonlarda denenmistir. Elde edilen sonuglara gore
biberiye ucucu yagi 80 pul/20ml PDA ve iizerindeki dozlarda giiclii antifungal etki gdstermistir. Ancak
koparilmis yaprak denemelerinde tiim dozlarda etki elde edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal, bitki patojeni, tibbi ve aromatik bitki
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Research article

Determination of the effect of essential oil of rosemary plant against
Alternaria brassicicola in in vitro conditions

ABSTRACT

Alternaria brassicicola is one of the most important pathogens that cause disease in plants belonging to
the cabbage family. Cultural measures, chemical and biological control methods are used against this
pathogen. Many studies have been conducted on the effects of plant essential oils against fungal
pathogens that cause disease in plants. This study was carried out to determine the antifungal effects of
rosemary essential oil against A. brassicicola in in vitro conditions. The essential oil was obtained by
using the hydrodistillation method in the Clevenger apparatus. The antifungal effects of essential oil
against A. brassicicola were tested at concentrations of 10 ul/20ml PDA, 20 ul/20ml PDA, 40 pl/20ml
PDA, 80 ul/20ml PDA, 160 ul/20ml PDA and 320 ul/20ml PDA. According to the results, rosemary
essential oil showed a strong antifungal effect at doses of 80 ul/20ml PDA and above. However, no
effect was obtained at all doses in the detached leaf trials.
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Giris

Diinya genelinde yetistiriciligi yapilan Brassicaceae familyasina ait bitkiler Alternaria spp.
(Hyphomycetales, Dematiaceae) igerisinde yer alan bitki patojeni tiirlerden olumsuz yonde
etkilenmektedir. Bunlarin arasinda Alternaria alternata (Fr.) Kreissler, A. brassicae (Berk.)
Sacc., A. brassicicola (Schw.) Wiltsh. ve A. raphani Groves and Skolko ilk siralarda yer
almaktadir (Nowicki vd., 2012). Alternaria brassicicola etmeni daha ¢ok Brassicaceae
familyas1 icinde yer alan ve sebze olarak yetistiriciligi yapilan bitkilerde zarar meydana
getirmektedir (Humpherson-Jones 1989).

Hem A. brassicicola hem de A. brassicae etmenleri bitkilerin fide doneminde ¢okertene, ileri
donemlerde yaprak ve govdelerde siyah renkli lekelere, bas kisimlarinda lekelenmelere neden
olmaktadir. Bas kismindaki lekelenmeler 6zellikle karnabahar ve brokoli bitkilerinde ekonomik
zarara neden olmaktadir. Ozellikle uzun siireli yiiksek nem veya yogun yagis alan bolgelerde
bu zarar daha da artis gostermektedir (Nowicki vd. 2012).

Bu etmenlerle miicadelede ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Miicadelede miinavebe, temiz
tohum kullanma, hastalikli bitki artiklarinin tarladan uzaklastirilmasi, yabanci ot miicadelesi,
dayanikli ¢esit kullanimi gibi kiiltiirel 6nlemler 6nerilmektedir. Bunlarin yani sira kimyasal
miicadele, Bacillus amyloliquefaciens, Gliocladium roseum ve Trichoderma harzianum gibi
faydali mikroorganizmalarin kullanildig: biyolojik miicadele yontemleri de oneriler arasinda
yer almaktadir (Sivapalan 1993; Lawrence vd. 2008; Fontenelle vd. 2011; Seaman 2012).



Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin ve bitki ekstraktlarinin bitki patojeni funguslara karsi
etkileri konusunda cesitli calismalar bulunmaktadir. Omar ve Kordali (2019) tarafindan
Cestrum nocturnum, Eucalyptus staigeriana, Mentha spicata, Origanum vulgare ve Thymus
vulgaris gibi bitkilerine ait ugucu yaglarin veya bitki ekstraktlarinin bitki patojeni olan
Alternaria solani, Ascochyta rabiei, Botrytis cinerea, Colletotrichum capsici, Fusarium
oxysporum, F. solani, Penicillium italicum, P. digitatum, Phytophthora capsici, Rhizoctonia
solani ve Sclerotinia sclerotiorum etmenlerine karsi antifungal etkilerinin arastirildig:
bildirilmektedir.

Bu ¢alisma biberiye (Rosmarinus officinalis) bitkisinden elde edilen ugucu yagin Alternaria
brassicicola etmenine kars1 antifungal etkilerini belirlemek amaciyla yiiriitilmustiir.

Materyal ve Yontem
Denemede Kullanilan Fungus

Calismada kullanilan A. brassicicola etmeni Diizce Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Mikoloji Laboratuvarinda daha dnce yapilan ¢alismalardan elde edilmis, tanimlanmasi
ve patojenisitesi yapilmistir.

Uc¢ucu yag izolasyonu

Biberiye (R. officinalis) bitkisi Diizce ilinde tiretim alanindan temin edilmistir. Bitkilerin ugucu
yaglari Clevenger diizenegi kullanilarak hidrodistilasyon yontemi ile elde edilmistir. Ugucu yag
elde etmek amaciyla biberiye (R. officinalis) bitkisi iiretim alanindan toplanmis ve bitki
kurutma dolabinda 35°C'de ve 48-72 saat araliginda kurutulmustur. Kuruyan bitkiler
parcalanmis ve 500 g tartilarak Clevenger diizenegine konulmustur. Cleveger diizenegine 1000
ml saf su ilave edilerek distilasyon islemi {i¢ saat silirdiiriilmiistiir. Bu siirenin sonunda cihazin
haznesinde biriken ugucu yag dikkatlice alinmistir. Biberiye bitkisinden elde edilen ugucu yag
caligmada kullanilmak {izere agzi kapali tiipler i¢cinde +4°C’de buzdolabinda saklanmigtir
(Ustiiner vd., 2018).

In vitro kosullarda antifungal etki ¢alismast

Antifungal etki denemeleri in vitro kosullarda PDA besi ortam1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
PDA besi ortam1 100 ml’lik siselerde 60 ml olarak hazirlanmistir. Hazirlanan besi ortami
121°C’de 30 dakika stireyle sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra besi ortaminin
katilagmasini engellemek i¢in 55°C’ye ayarli su banyosunda bekletilmistir. Ugucu yaglarin stok
soliisyonlar1 1 birim ugucu yag 2 birim etil alkol olacak sekilde hazirlanmigtir. Ugucu yaglarin
dozlart 10 pl/20ml PDA, 20 pl/20ml PDA, 40 pl/20ml PDA, 80 pl/20ml PDA, 160 pl/20ml
PDA ve 320 ul/20ml PDA olacak sekilde belirlenmistir. Dozlar i¢in gerekli olan ugucu yag
miktar1 stok soliisyondan alinarak dokme sicakligina gelmis olan PDA besi ortamina
eklenmistir. PDA besi ortam1 ugucu yagin homojen dagilimi i¢in iyice ¢alkalanmis ve Petri
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kaplarina 20 ml olacak sekilde dokiilmiistiir. Petri kaplar1 besi ortam1 katilagana kadar steril
kosullarda bekletilmistir. Alternaria brassicicola etmeninin bir haftalik kiiltiiriinden alinan 5
mm ¢apindaki misel diskler ugucu yag igeren ve icermeyen Petri kaplarina ekilmistir. Ekimler
esnasinda, disklerin fungal gelisim olan ylizeylerinin besi ortamina degmesine dikkat edilmistir.
Deneme bes tekrarli kurulmustur. Ekimleri yapilan Petri kaplari 24+1°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Etmenin gelisme siiresine bagli olarak ekimden iki ve bes giin sonra misel ¢aplar1
merkezden gececek sekilde en uzun ve en kisa gelismenin oldugu iki farkli yonde dijital kumpas
yardimiyla dl¢iiliip kaydedilmistir. (Bozhiiyiik vd. 2015; Tiirkkan vd. 2019). Olgiimlerden elde
edilen veriler kullanilarak fungisitlerin yiizde etki degerleri hesaplanmis ve probit analizleri
yapilmustir.

Koparilmis yaprak denemesi

Koparilmis yaprak denemesinde Diizce ilinde vatandaslarin bahgelerinde yetistirmis olduklari
karalahana yapraklar1 kullanilmistir. Yapraklar {izerindeki toprak parcalarinin giderilmesi
amactyla ¢cesme suyunda yikanmistir. Yiizey dezenfeksiyonunu saglamak amaciyla yaprak
%0.5°1ik sodyum hipoklorit ¢ozeltisinde iki dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda steril
distile su ile durulanmis ve yapraklarin iizerindeki su uzaklastirnlmistir. Yapraklar, igerisinde
nemli kurutma kagidi bulunan tepsilere yerlestirilmistir. Her yapragin iki farli noktasina steril
bir igne ile yara agilmistir. Bir haftalik A. brassicicola kiiltiiriinden alinan 5 mm’lik diskler
misel olan taraf altta kalacak sekilde yaralanan kisimlarin {izerine konulmustur. Bu iglemin
hemen ardindan disklerin {izerine biberiye ucucu yagimin hazirlanmis olan
konsantrasyonlarindan (10 pl/20ml su, 20 pul/20ml su, 40 pl/20ml su, 80 pl/20ml su, 160
ul/20ml su ve 320 pl/20ml su) 50 pl alnarak disklerin {izerine birakilmistir. Islem
tamamlandiginda tepsiler naylon torbalar icerisine konulmustur. Bu islem her konsantrasyon
icin yapilmistir. Deneme tesadiif parselleri deneme desenine gore dort tekrarli olarak
kurulmustur.

Verilerin analizi

Misel caplarimin Olgiimii sonucunda elde edilen verilerle Abbott formiilii kullanilarak
fungisitlerin yiizde etki degerleri hesaplanmistir. Yiizde etki %=((A-B)/A)*100 (A=kontrol
petrilerdeki fungal gelisme, B=Ucucu yag eklenmis petrilerdeki funfal gelisme). Bu yiizde etki
degerleri kullanilarak SPSS 16 istatistik programu ile probit analizleri yapilmistir. Uygulamalar
arasindaki farkliliklar 4aryans analizi (ANOVA) ile belirlenmis olup, ortalamalar DUNCAN
testi ile karsilastirilmistir.

Bulgular ve Tartisma
Denemede degerlendirmeler uygulamadan iki ve bes giin sonra yapilmistir. Yapilan dl¢timler

sonucunda biberiye bitkisinin ugucu yaginin farkli konsantrasyonlarinda A. brassicicola
etmeninin misel gelisiminin farkli oranlarda etkilendigi belirlenmistir (Tablo1).



Tablo 1. Deneme kurulusundan iki ve bes giin sonra A. brassicicola etmenine ait misel
gelisimleri (mm) ikinci giin (F=196.69, df=6, P<0.0001), besinci giin (F=648.73, df=6,
P<0.0001)

Alternaria brassicicola etmeninde misel gelisimi (mm)
Denemede kullanilan

ucucu yag dozlar ikinci giin Besinci giin
Kontrol 21.5+0.80a* 50+0.49a*
10 pl/20ml PDA 18.0+0,36b 36.6+0.37b
20 pl/’20ml PDA 17.3+0.60b 35.9+0.48b
40 pl/20ml PDA 12.3+1.24c¢ 26.9+1.37¢
80 ul/20ml PDA 0.4+0.11d 2.3+0.99d
160 ul/20ml PDA 0+0.26d 0+0.49d
320 pl/20ml PDA 0+0.26d 0+0.49d

*Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan dnemli farklilik bulunmaktadir (P < 0.0001).

Kontrol Petri kaplarinda, uygulamadan iki giin sonra yapilan degerlendirmede A. brassicicola
etmeninin misel ¢apinin ortalama 21.5 mm oldugu belirlenmistir. Ugucu yagin 80 pul/20ml PDA
konsantrasyonunda oldugu Petri kaplarinda 0.4 mm gibi ¢ok az bir gelisme gerceklesmistir.
Alternaria brassicicola etmeninin misel gelismesinin 160 ul/20ml PDA ve 320 ul/20ml PDA
konsantrasyonlarinda tamamen durdugu goriilmiistiir. Ancak varyans analizi sonucunda yapilan
DUNCAN gruplamasina gore bu ii¢ doz ayn1 grupta yer almustir.

Uygulamadan bes giin sonra yapilan degerlendirmede A. brassicicola etmeninin misel
gelismesinin arttig1 ve kontrol Petri kaplarinda 50 mm’ye ulastigi belirlenmistir. Ancak
uygulamadan bes giin sonra bile 160 pl/20ml PDA ve 320 ul/20ml PDA konsantrasyonlarinda
misel gelismesinin olmadig1 goriilmiistiir. Bu dozlarin bir alt dozu olan 80 pl/20ml PDA
konsantrasyonda ise 2.3 mm gelisme gerceklesmistir. Bu ii¢ konsantrasyon yine ayni grup
icerisinde yer almistir. Diger dozlarda ise uygulamadan bes giin sonra yapilan dl¢timlerin 2 giin
sonra yapilan dl¢limlere gore misel gelismesinin %100 arttig1 goriilmiistiir.

Olgiimler sonucunda elde edilen misel gelismesine ait veriler kullanilarak Abbott formiiliine
gore biberiye ugucu yagina ait dozlarin A. brassicicola etmenine kars1 etkileri belirlenmistir
(Tablo 2). Uygulamadan iki giin sonra yapilan degerlendirmede biberiye ugucu yaginin en
yliksek etkisinin %100 ile 160 ul/20ml PDA ve 320 ul/20ml PDA konsatrasyonlarinda oldugu
goriilmektedir. Bunu %98 etki ile 80 pul/20ml PDA konsatrasyonu takip etmektedir. Duncan
gruplamasina goére bu ii¢ doz ayni grupta yer almaktadir. Biberiye ugucu yaginin A. brassicicola
etmenine kars1 en diisiik etkisi ise 10 pul/20ml PDA konsantrasyonunda belirlenmistir.



Tablo 2. Deneme kurulusundan iki ve bes giin sonra A. brassicicola etmenine karsi biberiye
ucucu yaginin etkileri (%) (F=128.73, df=5, P<0.0001) (F=448.49, df=5, P<0.0001)

Biberiye ucucu yaginin Alternaria brassicicola etmenine karsi etkisi (%)
Denemede kullanilan

ucucu yag dozlari ikinci giin Besinci giin
10 ul/20ml PDA 15.62+2.72c* 26.8+0.89c*
20 pl/20ml PDA 18.92+3.34¢ 28.2+1.02¢
40 pl/20ml PDA 42.37+£5.86b 44.2+2.59b
80 pl/20ml PDA 98.26+2.40a 95.4+1.88a
160 ul/20ml PDA 100.00+2.02a 100+1.16a
320 ul/20ml PDA 100.00+2.02a 100+1.16a

*Farkl1 harflerle gosterilen ortalamalar arasinda istatistiksel agidan 6nemli farklilik bulunmaktadir (P < 0.0001).

Deneme kurulusundan bes giin sonra yapilan degerlendirmede kontrol ile karsilastirildiginda
ikinci glinde yapilan degerlendirmede oldugu gibi 80 pl/20ml PDA,160 pl/20ml PDA ve 320
pul/20ml PDA konsantrasyonlarda en yiiksek etki elde edildigi goriilmektedir. Elde edilen
sonuclara gore biberiye ugucu yaginin 80 pl/20ml PDA konsatrasyondan itibaren A.
brassicicola etmenine kars1 antifungal etki gosterdigi belirlenmistir.

Biberiye ugucu yagiin etki degerleri kullanilarak ECso ve ECgo degerleri probit analizi ile
belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda ECsp % 27.65 ve ECgo degeri ise %92.21 oldugu
belirlenmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Biberiye ugucu yagina ait ECsg ve ECgo degerleri

ECso ve ECoo Degerleri (nl/20ml PDA)

Ucgucu yag
ECs,  lower upper o lower upper
bound  bound % pound  bound
Biberiye 27.65 10.732 57.067 9221 47.624 1291.756

Koparilmis yaprak denemesinde Diizce ilinde yetistiriciligi yapilan karalahana yapraklari
kullanilmistir. Biberiye ugucu yaginin in vitro kosullarinda denenen tiim konsantrasyonlari bu
denemede de kullanilmistir. Yapilan calisma sonucunda higbir konsantrasyonda etki elde
edilememistir. Tiim konsantrasyonlarda meydana gelen leke ¢apinin kontrol ile ayni1 biiyiikliikte
oldugu saptanmistir. Deneme iki kez tekrar edilmis ve her iki denemede de ayni sonug
alimustir.

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin igceriginde ¢ok sayida kimyasal madde bulunmaktadir.
Biberiye ugucu yagini igeriginin GC/MS ile belirlendigi ¢alismada ugucu yagin igeriginin
%24.39’unu Bicyclo, %23.51°ini Camphor, %11.26’smn1 Borneol ve %11.21’ini Linalol
kimyasallarinin olusturdugu belirlenmistir. Ayn1 ¢calismada palmiyelerde solgunluk hastaligina
neden olan Fusarium oxysporum f.sp. albedinis etmenine karsi biberiye ugucu yagi farkli
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kosantrasyonlarda denenmis ve etmenin misel gelisimini engellemede 0.25, 1 ve 2.5 g/l
dozlarinda %60 ile 80 arasinda etki gosterdigi belirlenmistir (Barkaoui vd. 2022). Baska bir
calismada ise Aspergillus flavus, Penicillium brachycaulon ve Alternaria alternate etmenlerine
kars1 biberiye ucucu yagi 25.33 ve 50 mg/ml dozlarda denenmistir. Biberiye ugucu yagi tim
dozlarda P. brachycaulon ve A. alternate etmenlerine kars1 %100 etki gostermis ancak A. flavus
etmenine karst 50 mg/ml dozunda %88.8 oraninda etkili oldugu belirlenmistir (Kadium vd.
2021). Ugucu yaginin disinda biberiye bitkisinden elde edilen ekstraktlarinda fungal patojenlere
kars1 etkileri arastirilmaktadir. Soya bitkisinde komiir ¢iiriikliigii hastaligina neden olan
Macrophomina phaseolina etmenine karsi yapilan ¢alismada biberiye ekstraktt %1, %2.5 ve
%S5 oranlarinda denenmistir. Yapilan denemeler sonucunda kati besiyerinde %44 oraninda sivi
besi yerinde ise %74 oraninda misel gelisimi engellenmistir (Lorenzetti vd. 2017). Yapilan tiim
caligmalar biberiye ugucu yagin antifungal etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Yapmis
oldugumuz ¢alisma sonucunda elde ettigimiz veriler de bunu teyit etmektedir. Ancak in vitro
kosullar disinda yapilacak calismalarda elde edilecek etkiler 6nem tagimaktadir. Ileride
yapilacak ¢aligmalarin bu konu iizerinde yogunlasmasi gerekmektedir.

Sonu¢

Biberiye ugucu yaginin antifungal etkisini belirlemek amaciyla yiiriitiilen bu ¢alisma sonucunda
timitvar sonuglar elde edilmistir. Denemeler sonucunda in vitro kosullarda 80 ul/20ml PDA ve
tizeri konsantrasyonlarda A. brassicicola etmenine karsi giiglii antifungal etki elde edilmistir.
Ancak koparilmis yaprak denemelerinde beklenen etkiler elde edilememistir. Ileride yapilacak
caligmalarda 6zellikle bu konunun ele alinmasi ve nedenlerinin arastirilmasi gerekmektedir.
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