DOI: 10.29050/harranziraat.1556160

Harran Tarim ve Gida Bilimleri Derg. 2024, 28(4): 570-583

Aragtirma Makalesi/Research Article

Bazi bitki ugucu yag ve karisimlarinin mandarinde Alternaria alternata
(Fr.) Keissler 1832°’nin neden oldugu kahverengi leke hastaligi iizerine
antifungal etkilerinin belirlenmesi

Determination of antifungal effects of some plant essential oils and their mixtures on
brown spot disease caused by Alternaria alternata (Fr.) Keissler 1832 on mandarin

Mehmet ATAY"', Meltem AVAN 22/, Memet iNAN3

2 Adiyaman Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimii, 02450 Kahta-ADIYAMAN
3 Adiyaman Universitesi, Ziraat Fakltesi, Tarla Bitkileri B6liimii, 02450 Kahta-ADIYAMAN

! https://orcid.org/0000-0001-5751-4764; 2 https://orcid.org/0000-0002-2939-8177;3 https://orcid.org/0000-0001-8870-5029

To cite this article:

Atay, M., Avan M. & inan, M.
(2024). Bazi bitki ugucu yag
ve karnisimlarinin mandarinde
Alternaria  alternata  (Fr.)
Keissler ~ 1832’nin  neden
oldugu  kahverengi  leke
hastaligi lzerine antifungal
etkilerinin belirlenmesi.
Harran Tarm ve Gida
Bilimleri Dergisi, 28(4): 570-
583

DOI: 10.29050/harranziraat.1556160

*Address for Correspondence:
Mehmet ATAY

e-mail:
matay@adiyaman.edu.tr

Received Date:
25.09.2024
Accepted Date:
19.11.2024

© Copyright 2018 by Harran University
Faculty of Agriculture. Available on-line
at www.dergipark.gov.tr/harranziraat

This work is licensed under a Creative

Commons Attribution-Non
@ Commercial 4.0 International License.

0z

Dinya c¢apinda énemli bir fitopatojen fungus tiirl olan Alternaria alternata, ¢ok sayida
bitki tiriinde gerek vyetistiricilik sirasinda gerekse hasat sonrasi dénemde ciddi Grin
kayiplarina neden olan bir fungustur. Farkl turuncgil tiirlerinin yaprak ve meyvelerinde
kahverengi leke hastaligina neden olan bu patojen, mandarin (Citrus reticulata) meyveleri
Uzerinde siyah veya merkezi gri renkte glrikliikler meydana getirir. Bu calismada, iki
kekik turt (Thymbra spicata L. ve Origanum onites L.) ve adagayi (Salvia officinalis L.)
ugucu yaglarinin tekli ve ikili kombinasyonlar halindeki karisimlarinin farkh dozlari, buhar
fazinda ve in vitro sartlarda mandarin meyvesinden izole edilen patojen A. alternata’ya
karsi antifungal etkileri arastirilmistir. Yaglarin tekli olarak kullanimi durumunda fungal
izolata karsi en dusik uygulama dozundaki (MIC) en yiksek antifungal etkiyi T. spicata
(4.0 pl petri) ugucu yagi gostermistir. Yaglarin karisimlar seklinde kullanilmalari sonrasi
en yiksek engelleme ise T. spicata + O. onites ve T. spicata + S. officinalis (8.0 pl petri?)
ugucu yag karisimlarinda saptanmistir. Sonug olarak, ¢alismada kullanilan bitki ugucu
yaglari ve karisimlari doza bagh bir sekilde A. alternata izolatina karsi antifungal etkiler
gostermislerdir. Ozellikle mandarin meyvelerinin depolanarak muhafaza edilebilen bir
trin oldugu goz oninde bulunduruldugunda, farkli bitkilerden elde edilmis bu ugucu
yaglarin, depolanmis trinlerde fumigant olarak Gimitvar oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alternaria alternata, Salvia officinalis L., Sinerjistik etki, Origanum
onites L., Thymbra spicata L.

ABSTRACT

Alternaria alternata, an important phytopathogenic fungus worldwide, is a fungus that
causes serious crop losses in many plant species both during cultivation and post-harvest
period. This pathogen, which causes brown spot disease on leaves and fruits of different
citrus species, produces black or central gray rots on mandarin (Citrus reticulata) fruits. In
this study, different doses of mixtures of two thyme species (Thymbra spicata L. and
Origanum onites L.) and sage (Salvia officinalis L.) essential oils in single and double
combinations were investigated in volatile phase and in vitro conditions for their
antifungal effects against A. alternata, isolated from mandarin fruits. In case of single use
of oils, T. spicata (4.0 ul petrit) essential oil showed the highest antifungal effect against
fungal isolates at minimum inhibitory concentration (MIC). After using the oils as
mixtures, the highest inhibition was determined in the essential oil mixtures of T. vulgaris
+ 0. onites and T. spicata + S. officinalis (8.0 pl petri?). As a result, the plant essential oils
and their mixtures used in the study showed antifungal effects against A. alternata
isolate in a dose-dependent manner. Especially considering that mandarin fruits are a
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product that is stored and preserved, these essential oils obtained from different plants can be easily applied as fumigants

in stored product.

Key Words: Alternaria alternata, Salvia officinalis L., Synergistic effect, Origanum onites L., Thymbra spicata L.

Giris

Portakal, limon, mandarin ve greyfurtun da
icerisine dahil oldugu turuncgiller, diinya ¢apinda
ekonomik agidan yetistiriciligi yapilan 6nemli bitki
(Scora, 1975).
(Citrus reticulata Blanco) taze tiuketimde ve

gruplarindan biridir Mandarin
meyve islemede kullanmak Ulzere yetistirilen, her
mevsim yesil yapraklara sahip olan ve dinyanin
tropik/subtropik bolgelerde vyetistirilen 6nemli
turuncgillerinden birisidir. Uretim bakimindan
glinimiizde ©6nemli bir konumda yer alan bu
bitkiden 2022 yilinda diinya ¢apinda 3.3 milyon
hektarlik alandan yaklasik 44 milyon ton civarinda
meyve elde edilmistir. Onemli bir turuncgil
ureticisi Glke olan Tirkiye’de ise ayni yil yaklasik
68 bin hektar alanda 1.9 milyon ton civarinda
mandarin Uretimi gerceklesmistir (FAO, 2024).

Turunggillerin meyveleri lezzetli oldugu igin
insanlar tarafindan begenilerek tliketilmektedir.
Lezzetlerinin yani sira insan saglgina faydali dogal
antioksidanlar agisindan zengin olmalari (Zhang ve
ark., 2014; Zou ve ark., 2016), meyve sularindaki
ylksek sitrik asit, C vitamini, flavonoidler ve
mineral icerikleri nedeniyle de bu meyvelerin
glinimiizde insan beslenmesinde 6nemli bir yer
almasina olanak saglamaktadir (Silalahi, 2002; He
ve ark., 2012; Wang ve ark., 2017).

Fitopatojen funguslar; {retim alanlarinda,
seralarda ve hasat sonrasi depolama asamasinda
farkl bitkilerde ¢ok sayida dnemli hastaliga neden
olan patojenik etmenlerdir. Cok sayida fungus
tlrinin tehdidi altinda olan kultlir bitkilerinin
onemli hastalik etmenlerinden biri de, cesitli
patojenik, saprofitik ve endofitik tirlerle dinya
capina yayillmis Alternaria cinsine ait fitopatojen
turleridir (Dang ve ark., 2015; Garganese ve ark.,
2016). Nitekim cinse ait farkh tirler, ekonomik
acidan onemli ¢ok sayida bitki tirinde oldukca
yikici hastaliklara neden olabilmektedir (Felipini
ve ark., 2023; Han ve ark., 2023). Genis konukgu
dizisine sahip olmasi, gerek hasat oncesi gerekse

de hasat sonrasi donemde konukgu bitkilerin
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cesitli kisimlarinda meydana getirdigi hastaliklar
ciddi
kayiplarindan o6turd ozellikle bu cinse ait bir tir

ve buna bagh sekilde olusan ardn

olan Alternaria alternata (Fr.) Keissler 1832,

fitopatolojik bakimdan oldukga onem

tasimaktadir. Konukgu bitki tliriine gére meydana
getirdigi hastaliklar icin farkli isimler kullanilmakla
birlikte bu etmenin turunggillerde olusturdugu
hastaliklar i¢cin ‘kahverengi leke’ ve ‘siyah
curikluk’ isimlendirmeleri kullanilmaktadir (Vega
ve Dewdney, 2014; Garganese ve ark., 2018;

Ghooshkhaneh ve ark., 2022; Giiney ve ark.,

2023). Onemli bir turuncgil hastaligi olan
kahverengi leke hastaligl, tropik ve subtropik iklim
kosullarina  sahip farkh cografi 6zelliklerin

gozlendigi cok sayidaki bolge ve Ulkede rapor
edilmistir (Vicent ve ark., 2000; Golmohammadi
ve Rahimian, 2004; Elena, 2006; Bassimba ve ark.,
2014; De-Miguel ve ark., 2019; Arlotta ve ark.,
2020).
A.
cogunlukla kimyasal kullanimi ile kontrol altina

alternata’nin  neden oldugu hastalklar

alinabilmektedir (Garganese ve ark., 2019). Ancak

kimyasallarin  kullanimi  konusunda insanlarin
biling kazanmasi, asiri fungusit kullanimi sonucu
fungisitlere direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasi ve
insan/cevre sagligl tzerinde meydana getirdikleri
olumsuz etkilerinden 6tiri ginimiizde kimyasal
fungisitlerin kullanimi konusunda endiseler hizla
artmistir (Morales ve ark. 2010; Zhou ve ark.
2018).
micadele yontemleri arastirilmakta olup cesitli
bitki
hastalik yonetiminde
dogal {rlnlerden biri oldugu bildirilmistir
(Villaverde ve ark. 2014; Raveau ve ark., 2020;

Atay ve Soylu, 2023). Ugucu yaglar cok sayida bitki

Bu dogrultuda kimyasallara alternatif

turlerinden elde edilen ugucu yaglarin,
kullanilabilecek 6nemli

turidnde dogal olarak bulunurlar ve bitkilerin farkli
kisimlarindan elde edilebilirler. Cesitli bitki ucucu
yaglarinin fitopatojenler dahil olmak Uzere farkl
mikroorganizma tiirlerine karsi 6nemli bir kontrol
etkisine sahip olduklari, biyokimyasal savunma
ve bitkilerde direng

yollarini aktive ettikleri
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mekanizmalarini artirabilme yetenegine sahip
olduklari tespit edilmistir (Gonzalez-Lamothe ve
ark. 2009; Perina ve ark., 2019).

Bu calismada, mandarin ve diger turuncgil
bitkilerinde hasat 6ncesi ve sonrasi dénemde
bir A.

alternaria’ya karsi, farkli bitki tirlerinden elde

onemli patojen fungus tlrd olan
edilmis ucucu yaglarin tekli ve ikili karisimlarinin in

vitro kosullardaki antifungal etkileri arastirilmistir.

Materyal ve Yontem

Denemelerde kullanilan fungal izolat, ucucu
yaglar ve diger malzemeler
A.

ilcesindeki

Calismanin  fungal izolatini olusturan

alternata, Adiyaman ilinin merkez
yerel pazar ve marketlerde 2023 yilinda yapilan
survey calismalari  sonrasi elde edilmistir.
Galismada kullanilan ugucu yaglar, Kahta Meslek
Yiksekokulu deneme ve wuygulama alaninda
bulunan T. spicata (karabas kekik), O. onites (izmir
kekigi) ve S. officinalis (tibbi adacayi) bitkilerinden
elde edilmistir.

Fungal etmenin izolasyonu, tanisi (Atay ve
2023)

etkilerinin belirlendigi

Soylu, ve ugucu vyaglarin antifungal

denemelerde kullanilan
Patates Dekstroz Agar (PDA) besi yeri, hazir ticari

olarak (Merck, Darmstad, Germany) satin
alinmistir.  GCalismanin diger materyallerini ise
Fitoklinik  Laboratuvari’'nda bulunan  alet-

ekipmanlar, c¢esitli laboratuvar malzemeleri ve
bazi kimyasal trlnler olusturmustur.

Fungal izolatin izolasyonu ve patojenisitesinin
belirlenmesi
Denemede kullanilan fungal izolatin
patojenisite durumunun belirlenmesi amaciyla
saglikh ve olgunlasmis taze mandarin meyveleri
(Nova cesidi) kullanilmis olup izolatin mandarin
meyvelerinde patojen olup olmadigi
belirlenmistir. Bu amagla, once misel deliciyle
meyve ylizeyinde daire seklinde yaralar agiimis ve
ardindan PDA besi ortami Uzerinde gelistirilmis saf
fungus kiltlirinden 6 mm capindaki misel diskleri
alinarak bu yara yerlerine yerlestirilmis ve Uzeri
ile Bu sekilde fungus

parafilm sartimistir.
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inokulasyonu vyapilan meyveler steril saklama
kaplarina alinmis ve bu kaplar 25 +2 °C’'de iklim
kabininde (12 h/12h fotoperiyotta) inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda meyvelerde
olusmus hastalik belirtileri not edilmis ve
inokulasyon cevresinde meydana gelen hastalik
gelismelerinden yeniden izolasyon yapilarak re-
izolatlar elde edilmistir. PDA Uzerinde gelisen re-
izolatlara asagida izah edilen teshis yontemleri
uygulanarak bunlar orijinal izolatla karsilastiriimis
ve bu sekilde izolatin mandarin meyvelerinde
patojen olup olmadigi belirlenmistir.
Fungal  izolatin  mandarin  meyvelerinden
izolasyonu ve molekiiler tanisinin yapiimasi
Cahsmada kullanilan fungal izolat A. alternata,
Adiyaman ilinin market ve yerel pazarlarindan
secilmis hastalik belirtisi

mandarin meyvelerinden PDA besi yeri lzerinde

tesadifen gosteren

yapilan izolasyon c¢alismalari sonrasi elde
edilmistir. Bu amacgla segilen meyvelerin hastalik
belirtisi gosteren dokularindan sirasiyla; yaklasik
0.5x0.5 mm kesitler alinarak (hastalikh ve saglhkl
kisimlari icerecek sekilde) %2 sodyum hipoklorit
¢Ozeltisi ile ylzey sterilizayonlari yapilmis, bu
kesitler icerisinde 50 pug ml? streptomisin silfat
antibiyotik iceren PDA ortamina ekilmis ve 25 +2
°C'de
sonrasinda

inkiibasyona  birakilmistir.  inkiibasyon

gelismis
misellerden saflastirmalar yapilarak saf izolatlar

petrilerde olan fungus
elde edilmis ve bu izolatlar ileriki denemelerde

kullanilmak Gzere buzdolabinda +4 °C'de
muhafaza edilmistir.

izolat, tiire 6zgli PCR ve dizi analizi kullanilarak
tabi DNA

misel elde etmek amaciyla

molekiler taniya tutulmustur.

izolasyonu igin
kiltirler PDA lzerinde 25 °C'de 12 giin boyunca
CTAB
kullanilarak hasat edilmistir. DNA ekstraksiyonu
Lee ve Taylor (1990) tarafindan tarif edildigi
stok  DNA
hazirlanmistir. Elde edilen fungal DNA'nin PCR
amplifikasyonu White ve ark. (1990) ITS (ITS-
AB28/ITS-TW81)

gerceklestirilmistir. 8ul LUNA (NEB) ana karisimi

gelistirilerek  ve  miseller yontemi

sekilde  gerceklestiriimis  ve

primer  seti kullanilarak

(reaksiyon tamponu, MgCl2, dNTP'ler, enzimler ve
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su iceren) eklenerek toplam 10ul reaksiyon hacmi
hazirlanmis, reaksiyon karisimina ileri ve geri
primerlerin her birinden 0,5ul (10mMol) eklenmis
ve son olarak reaksiyonu tamamlamak igin 1pl
DNA PCR
termodongi kosullari, 95 °C'de 1 dakika bekletme
ve ardindan 95 °C'de 10 saniye ve 57 °C'de 30
saniye olmak Uizere 40 dongi seklinde Uretim

ekstrakte  edilmis eklenmistir.

otoritesinin tavsiyesine gore ayarlanmigtir. 1 x
%1,5'i
numuneden 4ul her bir kuyucuga yiklenmis ve 1

TBE agarozun hazirlanmis ve her bir
saat boyunca 90 voltta ¢alistirlmistir. Fungal ITS
(ITS: nakleer ribozomal dahili transkripsiyonlu ara
bolge) bolgesinin beklenen amplikon boyutu

gozlemlendikten sonra, elde edilen PCR drlinleri
dizi analizi i¢in hazirlanmigtir. PCR drinleri PCR
saflastirma kiti (QlAquick PCR Purification Kit,
Qiagen) kullanilarak saflastiriimis ve dizileme igin
Aquatayf Biyoteknoloji Laboratuvarlarina
gonderilmistir. Ham sekanslama verileri Geneious
Genetic analyzer yazihmi (Biomatters Ltd, Yeni
kullanilarak Veriler

Zelanda) islenmistir.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov adresi (zerinden
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) analizi
yapmak i¢in kullanilmis ve BLASTn sonuglarina
gore turler belirlenmistir. Her bir izolattan elde

edilen diziler GenBank'a kaydedilmistir (Cizelge 1).

Cizelge 1. PCR islemi amaciyla kullanilan primerler ve bunlarin gen dizilimleri
Table 1. Primers used for PCR process and their gene sequences

Baglanma Bolgesi Primer ismi DNA Uzunlugu Gen Dizilimi (5’-3’) Q- Bank
Internal ITS-AB28 550-650bp 5’- ATATGCTTAAGTTCAGCGGGT-3’
Transcribed ITS-TW81 5’- GTTTCCGTAGGTGAACCTGC-3’

Spacers (ITS)

Ucucu yaglarin elde edilmesi

Ucucu yag elde etmek amaciyla, T. spicata, O.
onites ve S. officinalis bitkileri, tam ciceklendigi
donemlerde hasat edilmis, toplanan bitkiler oda
golge
birakilmigtir. Kurutma isleminden sonra, yaprak

sicakliginda ve ortamda  kurumaya
sap ayrimi yapilip, 25 g kuru bitki ornegindeki
(yaprak + cicek) ugucu yag oranlari, Neo-clevenger
cihazinda su buhar distilasyonu yontemine gore,
3 saat boyunca kaynatilmis, ¢ikan ucucu yaglar
volumetrik olarak 6lcilmis ve sonuglar yizdeye
(%) cevrilmistir. Buna gore, T. spicata tirinde %
3.32, O. onites turiinde % 4.09, S. officinalis
tlrinde % 1.83 oraninda ugucu yag oldugu tespit
edilmistir. 1.5 ml’lik vida kapakh vial siselere
alinan ucucu yaglar, uygulama zamanina kadar
buzdolabinda +4 °C’de muhafaza altina alinmistir

(Wichtl, 1971; Avci ve inan, 2020).

Ucucu yag ve karnisimlarinin  antifungal
etkilerinin belirlenmesi
Calismada kullanilan ugucu vyag ve

karisimlarinin  A. alternata’nin  misel gelisimi
Uzerine olan antifungal etkileri, in vitro sartlarda

ve icerisinde PDA besi ortami bulunan 90 mm
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capindaki cam petri kaplarinda arastiriimistir.
Ucucu vyaglar; tek baslarina veya iki yagin esit
miktarda  karistirlmasi  suretiyle  karisimlar
seklinde, farkh uygulama dozlarinda (2.0-64 pl
petrit) fungusa karsi uygulanmislardir. Denemeler
oncesinde kullanilan tiim cam petriler etlivde 160
°C’'de 2 saat, besi ortami ise otoklavda 121 °C’'de
15 dk. sure ile steril edilmistir (Turkmen, 2015;
Kara ve ark., 2022).

Denemelerde, 6nce taze fungus kiltlirinin 6
mm capindaki misel diskleri, icerisinde 20 ml PDA
besi yeri dokilmis petrilerin merkezine ve miselli
taraf besi yeri ile temas edecek sekilde
yerlestirilmistir. Daha sonra, bu petrilerin st
kapaginin i¢ ylizeyinin merkezine birakilan 1 cm
capindaki steril filtre kagidina, mikro pipet ile
uygulama
yag
uygulamasi yapildiktan sonra yaglarin petriden

ucucu vyag ve karisimlarinin farkh

konsantrasyonlari  emdirilmistir.  Ucgucu
uzaklasmasini 6nlemek icin o6zellikle bu asama
oldukca seri bir sekilde tamamlanmis ve yaglar
filtre kagidina emdirildikten hemen sonra hizl bir
sekilde petri kaplari parafilmle 3 kat sarilmistir.
TUim islemler sonrasi petriler Ust kapaklari altta

kalacak sekilde ters cgevrilmis ve 25%2 °C'de
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inklibasyona  birakilmistir.  Kontrol amaciyla
kullanilacak petrilere ise benzer sekilde fungus
misel diskleri yerlestirilmis ancak filtre kagidina
ucucu yag yerine sadece steril saf su emdirilmistir.
Kontrol petrilerindeki misel gelisimi petri ylzeyini
tumdiyle kapladiginda deneme sonlandiriimis ve
ucucu yag uygulamasi yapilan tim petrilerde
gelen gaplari

Olcllerek veriler degerlendirilmistir. Her bir ugucu

meydana misel gelisimlerinin
yag ve ucgucu yag karisimi icin farkh dozlardaki
engelleme oranlari ise agagida yer alan (%) Abbott
formilline gore belirlenmistir (Abbott, 1925).

Engelleme (%) = [(KMG-UMG)/KMG] x 100

KMG = Kontrol petrileri ylizeyinde meydana
gelen misel gelisim (mm)

UMG = Uygulama petrileri ylizeyinde meydana
gelen misel gelisim (mm)

Ugucu yagd ve karisimlarinin  fungisidal ve
fungistatik etkilerinin belirlenmesi

Ucucu yag ve karisimlarinin, %100 engelleme
dozlarinda meydana

gortlen getirdikleri

antifungal etkinin fungisidal veya fungistatik
Ozellikte olup olmadigini belirlemek amaciyla,
denemeler sonuclandiktan sonra ucucu vyag
uygulanmis petrilere yerlestirilmis misel diskleri
alinarak bunlar herhangi bir uygulama yapiimamis
yeni PDA besi ortami iceren petrilere aktariimis ve
25+2 °C'de 7

birakilmigtir. Misel diskleri yeniden aktarildiklari

giin  slireyle inklibasyona

petri ortami Uzerinde inklibasyon sonrasi
herhangi bir gelisime meydana getirememisse
ucucu yagin olusturdugu antifungal etki fungisidal
(fungusu tamamen 6ldiren), ancak misel gelisimi
tekrardan baslamis ise bu etki fungistatik (fungusu
gecici
degerlendirilmistir.

olarak baskilayan) olarak

Ugucu yag ve karisimlarinin fungal izolatin hif
ve konidi morfolojisinde meydana getirdikleri
degisimlerin belirlenmesi
yag ve
karisimlarinin fungal izolat A. alternata’nin konidi

Denemede  kullanilan  ugucu

ve hiflerinin morfolojisinde meydana getirdikleri
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degisimler 1tk mikroskobu kullanilarak
gozlenmistir. Bu amagla fungal izolatan alinan
diskler PDA ortamina aktarilmis ve herhangi bir
ucucu yag veya karisimi uygulanmaksizin 3 gin
°C'de

inkiibasyon sonrasi fungus koloni ¢api yaklasik 20-

sireyle 25%2 inkibasyona birakilmistir.
25 mm boya eristikten bu petrilere her bir ugucu
yag ve karisiminin MIC degerleri uygulanmis ve
petriler parafilmle sarildiktan sonra 4 gln sireyle
tekrardan inklibasyona birakilmistir. Denemedeki
kontrol petrilerine ise herhangi bir ugucu yag
uygulanmamistir. inkiibasyon sonrasinda
preparatlar

hazirlanarak bunlar 151k mikroskobu altina 400

fungusun miselyumundan
blylitmede incelenmis ve ugucu yaglarin hif ve
konidilerde morfolojilerinde meydana getirdikleri
degisimler, kontrol petrilerindeki hif ve konidi
gelisim durumlarina kiyaslanarak incelenmistir.

Deneme deseni ve istatistik analizleri
Gahsmadaki in vitro denemelerin timu, her
ucucu yag ve ucucu yag karisimi icin uygulama
dozu 3 tekerrir olacak sekilde ayri petrilere
uygulanmistir. Tesaduf Parselleri Deneme Planina
gore deneme kurulmus olup iki farkli zaman
diliminde tekrarlanmistir. Arastirmadan elde
edilen sonuclar Mstat-c istatistik programinda
tesadif parselleri deneme desenine gore
yorumlanmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar,

en glvenilir farka (EGF) gore gruplandiriimistir.

Aragtirma Bulgulari ve Tartisma

Fungal izolatin patojenisite testi ve tanilanmasi
Denemelerde kullanilan fungal izolat, mandarin
meyvelerinde clriimelere neden olan fungal
etmenleri belirlemek amaciyla yapilan calismalar
Bu
izolasyonlar sonucunda, ¢ok sayida bitki tiriinde

sonrasi elde edilmistir. amacla vyapilan

gerek hasat Oncesi gerekse hasat sonrasi

fitopatojenik karakterli fungal etmen olan A.
alternata M2-3 izolati elde edilmistir (Sekil 1).
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Sekil 1. Mandarin meyvelerinden yapilan izolasyonlar sonrasi elde edilen A. alternata M2-3 izolatinin PDA besi
ortami Gzerindeki 10 glinlik gelisimi (solda) ve bu izolata ait konidilerin istk mikroskobu altindaki gériniimi

(sagda)

Figure 1. Growth of A. alternata M2-3 isolate obtained after isolation from mandarin fruits on PDA medium (left)
and appearance of conidia of this isolate under light microscope (right)

A. alternata M2-3
izolatinin morfolojik olarak 6n teshis calismasi

yapilimis,
arastiriilmadan

Denemede kullanilan

ucucu vyaglarin antifungal etkileri

once ise saghk mandarin
meyvelerinde patojenisite testi gerceklestirilmistir
(Sekil 2B). Patojenisite testine tabi tutulan saglikl
mandarin belirtilerden

meyvelerinde olusan

yapilan yeniden izolasyonlardan gelisen re-
izolatlara, orijinal izolat icin yapilmis olan benzer
teshis yontemleri uygulanmis ve sonug olarak elde
edilen re-izolatlarin orijinal izolatla ayni tlre ait
bu

patojen

oldugu, bodylece izolatin mandarin

meyvelerinde oldugu saptanmistir.
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Patojenisite calismasi sonucu fungal izolatin test
edilen mandarin meyvelerinin yilizeyinde, dogal
yollarla enfekte olmus meyvelerde gerceklesen
simptomlara benzer belirtileri  olusturdugu
gozlenmistir. Nitekim yapay olarak enfekte edilen
‘Nova’ g¢esidi mandarin meyvelerinin inokulasyon
bolgesi ve ¢cevresinde meydana gelen ¢liriimelerin
rengi ve yapisi (merkezi koyu, cevresi nispeten
actk kahverengi curuklikler), dogal vyollarla

doku
clrtklikleriyle benzer renk ve yapida oldugu

gorulmustur (Sekil 2 A,C).

enfekte olmus meyvelerde olusan
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Sekil 2. (A) Dogal sekilde A. alternata ile enfekte olmus bir mandarin meyvesinin desikatore alindiktan sonra yuzeyinde
gelisen fungus miselyumlari. (B) ‘Nova’ gesidi saghkli mandarin meyvelerinde yapilan patojenisite ¢alismalari (C) ve
patojenisite testi sonucu kontrol meyvesine kiyasla A. alternata M2-3 izolati inokule edilmis bir mandarin meyvesi

Figure 2. (A) Fungal mycelium growing on the surface of a mandarin fruit naturally infected with A. alternata after being
placed in a desiccator. (B) Pathogenicity tests on healthy mandarin fruits of the ‘Nova’ variety (C) and pathogenicity test
results on a mandarin fruit inoculated with A. alternata M2-3 isolate compared to control fruit

Fungal izolatin makroskobik ve mikroskobik
olarak 6n teshisinin yani sira (Sekil 1) kesin olarak
molekdler

Bu
ITS
ile

tir tayini, yontemler kullanilarak
Universal
(ITS-

yapilan molekiiler,

gerceklestirilmistir. amacla

primerlerden olan ciftleri
AB28/ITS-TW81)
devamindaki BLAST analizi
mandarin meyvelerinde patojen oldugu tespit
edilen izolatimizin, %100 oranda “OW983122”

erisim numarali A. alternata izolati ile eslestigi

primer

sekans ve sonrasi

belirlenmistir. Bununla birlikte fungal izolatimiza
ait sekans ve diger bilgiler GenBank’a yiiklenerek
izolat i¢cin erisim numarasi alinmistir (GenBank
erisim no: PQ142807).

Bitki ugucu yag ve karisimlarinin Alternaria
alternata M2-3 izolatinin misel gelisimi (izerine
olan in vitro antifungal etkileri

Mandarinde patojen olan A. alternata M2-3
izolatina karsi calismadaki ucucu yaglarin tekli
kullanimi  sonrasi  engelleme  durumlarina
bakildiginda en etkili ugucu yagin T. spicata

oldugu saptanmistir (Cizelge 2, Cizelge 3). Bu
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ucucu yag 4.0 pl petrit dozda misel gelisimini
timuayle engellerken (Sekil 3A) O. onites 32.0 ul
petrit S. officinalis 64.0 ul petri?t
konsatrasyonda  misel  gelisimini  timiyle

ve

engelleyebilmislerdir.

A. alternata M2-3 izolatina karsi ¢alismadaki
ucucu vyaglarin karisim seklinde kullanimlari
sonrasi engelleme durumlarina bakildiginda en
etkili ucucu yag karisimlarinin T. spicata + S.
officinalis ve T. spicata + O. onites oldugu
saptanmistir (Cizelge 2, Cizelge 3). Bu ucucu yag
karisimlart 8 pl petri' dozda misel gelisimini
timuyle engellerken (Sekil 3D,F), O. onites + S.
officinalis ugucu yag karisimi ise 16 pl petri?
dozunda misel gelisimini timuiyle engellemistir
(Sekil 3E).

Yapilan istatistik analizi sonrasinda patojene
karsi uygulanan farkli ugucu yag/karisim dozlari
arasindaki farkin énemli oldugu saptanmis olup
(Cizelge 3), bu dozlarin M2-3 izolatinin misel
gelisimini % engellenmesi izerine olan antifungal
etkilerine ise Cizelge 2’de yer verilmistir.
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Cizelge 2. Farkh ugucu yaglarin A. alternata’nin misel gelisimini engelleme (%) diizeyleri
Table 2. Levels of inhibition (%) of different essential oil on mycelial growth of A. alternata

Ugucu yag ve karigimlarinin fungus misel gelisimini ylizde (%) engelleme diizeyleri

Doz . . L T. spicata + O. T. spicata + S. 0. onites +S.
1 T. spicata O. onites S. officinalis . L L
(nl petrit) onites officinalis officinalis

0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

1 74.0 0.0 314 70.3 18.1 51.4
2 78.5 0.0 37.0 84.0 24.8 69.6
4 100.0 4.0 51.4 83.3 37.0 75.9
8 100.0 24.4 53.7 100.0 100.0 77.0
16 100.0 37.0 57.03 100.0 100.0 100.0
32 100.0 100.0 78.14 100.0 100.0 100.0
64 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0

Cizelge 3. Farkli ugucu yag ve karisimlarinin uygulanmasi sonrasi A. alternata’nin petrilerde olusturdugu koloni ¢aplari (mm)
Table 3. Colony diameters (mm) formed by A. alternata in petri dishes after application of different essential oils and their

mixtures
Ugucu yag ve karisimlarinin fungus misel gelisimi (mm) {izerine olan etkileri
Doz . i L T. spicata + O. T. spicata + S. O. onites +S.
. T. spicata O. onites S. officinalis . L L
(ul petri?) onites officinalis officinalis
0 90 a 90 a 90 a 90a 90 a 90a
1 23.33j 90a 61.67 e 26.67 1 73.67 c 43.67g
2 19.33 k 90 a 56.67 f 14.331 67.67d 27.331
4 Om 86.33 b 43.67 g 15.00 | 56.67 f 21.67 jk
8 om 68.00d 41.67¢g Om Om 20.67 jk
16 Om 56.67 f 38.67 h 0Om Om 0Om
32 Om Om 19.67 k Om Om Om
64 Om Om Om Om Om Om
EGF (LSD) 2.673 (En Guvenilir Fark)

onites’in 4 ve 8 ul petrit ve O. onites + S.
officinalis’in 4 ve 8 pl petrit uygulama dozlar
arasinda istatistiksel agidan herhangi bir fark
olmadigl gorilmustir. Bunlarla birlikte bazi farkl

TUm ugucu yag ve karisimlarda gecerli olmak
Uzere, genel olarak bir ugucu yag uygulamasina ait
MIC degeri altindaki farkli uygulama dozlarn
arasinda farklarin oldugu, MIC degeri ve

Uzerindeki uygulama dozlari arasinda ise herhangi
bir farkin olmadigl istatistiksel olarak tespit
edilmistir (Cizelge 2). Bu dogrultuda o6zellikle MIC
degeri lzerindeki uygulama dozlarina gereksinim
olmayacagi soylenebilir.

Bunlarin yani sira O. onites’in 0, 1 ve 2 pl petri-
LS. officinalis’in 4 ve 8 ul petri’l, T.spicata + O.

ucucu vyag uygulamalari arasinda da istatistiki
farkin olmadigi belirlenmistir. Nitekim O. onites’in
8 ile T. spicata + S. officinalis’in 2 pl petri-t dozlan
ve O. onites’in 16, S. officinalis’in 2 ve T. spicata +
S. officinalis'in 4 pl petrit dozlar arasinda
istatistiki acidan bir fark olmadigi saptanmistir.
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Sekil 3. Farkli bitki ugucu yag ve karigimlarinin farkli konsantrasyonlarda (0-16 ul petri) fungal etmen Alternaria alternata
M2-3 izolatinin misel gelisimini in vitro kosullarda engelleme potansiyellerinin belirlenmesi. Farkli konsatrasyonlarda (A) T.
spicata, (B) O. onites, (C) S. officinalis, (D) T. spicata+S. officinalis, (E) O. onites+S. officinalis ve (F) T. spicata+O. onites ugucu

yaglari uygulanmis petrilerde olusan misel gelisimleri

Figure 3. Determination of the potential of different plant essential oils and their mixtures at different concentrations (0-16 ul

petril) to inhibit the mycelial growth of the fungal agent Alternaria alternata M2-3 isolate under in vitro conditions. Mycelial
growth in petri dishes treated with different concentrations of (A) T. spicata, (B) O. onites, (C) S. officinalis, (D) T. spicata+S.
officinalis, (E) O. onites+S. officinalis ve (F) T. spicata+0. onites essential oils.

Calismada kullanilan T. spicata, O. onites ve S.
officinalis bitki ucucu yaglarinin tamaminin tekli
olarak kullanimlari sonrasi A. alternata’ya karsl
uygulama dozuna bagh sekilde degisen oranlarda
antifungal etkiler sergiledikleri tespit edilmistir.
Ucgucu yaglarin ¢alismadaki fungal etmene karsi
gosterdikleri etkinin

antifungal icerdikleri

bilesenlerden kaynaklandigi  distnilmektedir.
Nitekim ucucu yaglarin sahip olduklari fenolik
bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerden sorumlu
olduklari daha dnce yapilan bir ¢ok ¢alismalarda
bildirilmistir (Kotan ve ark., 2005; Tripathi ve ark.,
2008; Kotan ve ark., 2010). Bu calismada en
yiksek antifungal etki sergileyen T. spicata’nin
iceriginde vyer alan baslica ana bilesenler
karvakrol, y-terpinen, p-simen, B-karyofilen ve
timol olarak tespit edilmis olup (Kizil ve ark., 2015;
Gedikoglu ve ark., 2019), denemelerde saptanan

antifungal etkilerin bu ana bilesenlerin bir ya da
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birkacindan meydana geldigi diistintilmektedir.
Benzer sekilde ucucu yaglarin 1:1 oraninda
hazirlanan ikili karisim kombinasyonlarinin (T.
spicata + S. officinalis, O. onites + S. officinalis ve
T. spicata + O. onites) timi de fungusun misel
gelisimi  Uzerinde antifungal etkiler meydana
getirmislerdir. Ozellikle karisim olarak uygulanan
dozlar tekli kullanimlara oranla daha etkili olup
bunlar sinerjistik sekilde antifungal etkiler
meydana getirmislerdir. Bitki ucucu yaglar ya da
bunlardan elde edilen ana bilesenlerin tekli olarak
kullanilmalari sonucu hedef patojen Uzerindeki
daha

seklinde kullanilmalari suretiyle ise bu etkinin

etkilerinin dislik olabilecegi, karisim
daha fazla olabilecegi bildirilmistir. Karisim olarak
uygulanan bilesiklerde s6z konusu bu etkinin,
farkli

olusturmasindan

bilesenlerin sinerjistik etkiler
geldigi

Yapilan literatlir taramalarinda ucgucu yaglarin

ileri belirtiimektedir.
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karisim olarak kullanilmalari sonrasi meydana
gelen etkinin belirlenmesine yonelik kisitl sayida
galisma bildirilmistir (Tirkmen, 2015; Grati Affes
2022). Bu dogrultuda vyapilan bir

¢alismada Kara ve ark. (2022) rezene ve defne

ve ark.,

bitkilerinden elde edilmis ugucu yaglarin karisim

halinde kullanilmalari  sonucu limoni servi
agaclarinda patojen olan Pestalotiopsis funerea’ya
karsi sinerjistik sekilde antifungal etkilerin
meydana geldigini bildirmislerdir. Benzer sekilde
bu calismada kullanilan ugucu yaglar da karisimlar
sekliden  kullanildiklarinda  sinerjistik  etkiler
gozlenmis olup bu yoniyle ¢alismalarin bir birini
destekler nitelikte oldugu sdylenebilir.

Bitki ucucu vyaglarin ¢esitli patojenlere karsi

antimikrobiyal etkilerinin  belirlenmesi, son
dénemde arastiricilar tarafindan ilgi géren konular
arasindadir. Yapilmis c¢alismalara bakildiginda
ucucu yaglarin genel olarak insan saghg lzerine
olan etkilerinin arastirilmis oldugu gorulmus olup
bitki patolojisi alanindaki etkilerinin arastirildig
c¢alismalar nispeten azdir. Yapilan literatir
taramalarinda, farkh bitkilerden elde edilmis A.
alternata izolatlarina karsi bitkilerden elde edilmis
bitki

sayidaki

ucucu vyaglarinin antifungal etkileri az

¢alismada arastirilmistir. S6z konusu
calismalarda A. alternata izolatlarina karsi farkli
bitki tlrlerinden elde edilmis bazi ugucu yag ve
ekstraktlarinin  antifungal etkiler gosterdikleri
bildirilmis olup (Xu ve ark., 2014; Atay ve Soylu,
2023) dogrudan mandarin meyvelerinden izole
edilen A. alternata izolatina karsi bitki ucucu
yaglari ve karisimlarinin antifungal etkileri ilk defa
bu calisma ile ortaya koyulmustur. Mandarin
disinda farkl turuncgil meyvelerinde ciirimelere
neden olan A. alternata izolatlarina karsi ise bitki
ucucu yaglarinin antifungal etkilerinin arastirildig
kisitli

bunlarin birinde Soylu ve Kése (2015), O. onites ve

sayida calismaya rastlanilmamis olup

T. spicata ucucu yaglarinin sirasiyla 20.0 ve 80.0

ug mlt
patojen olan A. alternata'nin miselyal bliylimesini

konsantrasyonlarinda turuncgillerde

timiyle inhibe ederek glicli antifungal aktivite
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Bu
kullanilan kekik tirlerinin de M2-3 izolatina karsi

gosterdigini  bildirilmislerdir. calismada
s6z konusu c¢alismadan farkh dozlarda da olsa
sergiledigi
bulunduruldugunda sonuglarin bir birini destekler
nitelikte oldugu
disinda biber
alternata izolatina karsi bazi bitki ugucu yaglarinin
antifungal etkilerinin arasgtinldigi  bir bagka
calismada ise Atay ve Soylu (2023), farkli kekik

turlerinden T. spicata, O. syriacum ve T. vulgaris

antifungal etkiler gbéz Onilinde

gorilmektedir.  Turunggiller

meyvelerinden izole edilen A.

ucucu yaglarinin 2.0-4.0 pl petri! dozlarda, fungal
etmene karsi yiksek dlizeyde antifungal etkiler
Bu
kullanilan kekik tirlerinin de ¢ok diisiik dozlarda

sergilediklerini  bildirmislerdir. denemede

dahi fungal izolata karsi antifungal etkiler
sergilemesiyle  iki  g¢alismanin  sonuglarinin
birbirlerini destekler nitelikte olduklari
soylenebilir.

Ugucu yag ve karisimlarinin alternaria alternata
M2-3 izolatina olan fungisidal ve fungistatik
etkileri

Denemede kullanilan ugucu yaglarin tekli ve
karisimlarinin  MIC degerindeki A. alternata’ya
olan fungisidal/fungistatik etkilerine bakildiginda
%100 engeleme gosteren tiim konsantrasyonlarda
(T. spicata=4pl petrit, O. onites=32 ul petri?, S.
officinalis=64 pl petri, T. spicata + O. onites=8l
petril, T. spicata + S. officinalis=8ul petri! ve O.
Onites + S. officinalis=16ul petri?)
etkinin fungisidal ozellikte oldugu belirlenmistir
(Sekil 4). Mandarin disinda kurutulmus biber
meyvelerinden izole edilmis A. alternata izolatina

antifungal

karsi yapilmis bir calismada da bu calismadaki
bulgulara paralel sonuclar bildirilmis olup (Atay ve
Soylu, 2023) s6z konusu calismadaki farkl kekik
tlrlerine (Thymus vulgaris, Thymbra spicata ve
Origanum syriacum) ait ucucu yaglarin MIC
etkilerinin fungisidal

degerlerindeki antifungal

ozellikte oldugu bildirilmistir.
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C

Sekil 4. %100 engellemenin goruldigti MIC degerlerinde ugucu vyaglarin, Alternaria alternata M2-3 izolatina olan
fungisidal/fungistatik etkilerinin belirlenmesi calismasi. MIC degerlerinde; A) T. spicata (4 pl petri?), B) S. officinalis (64 pl
petri) C) O. onites, (32 pl petril), D) T. spicata+O. onites, (8 ul petrit), E) O. onites+S. officinalis (16pl petrit) F) T. spicata+S.
officinalis (8l petrit) ucucu yaglarinin sergilemis olduklari fungisidal etki

Figure 4. A study to determine the fungicidal/fungistatic effects of essential oils on Alternaria alternata M2-3 isolate at MIC

values where 100% inhibition was observed. Fungicidal effects of essential oils on MIC values of; A) T. spicata (4 ul petri), B)
S. officinalis (64 ul petri) C) O. onites, (32 ul petri), D) T. spicata+O. onites, (8 ul petril), E) O. onites+S. officinalis (16 ul petri

1) F) T. spicata+S. officinalis (8 ul petri?)

Ugucu yag ve karisimlarinin Alternaria alternata
M2-3
meydana getirdigi degisimler

izolatinin  hif ve konidi morfolojisinde

Denemelerde kullanilan ugucu yag ve karisimlarinin
MIC degerlerindeki dozlari 3 gunlik misel gelisimi
gerceklesen petrilere tekrardan uygulandiklarinda,
fungal izolatin hif ve konidi morfolojisinde ¢esitli
deformasyonlarin meydana geldigi, 151k mikroskobu
altinda yapilan incelemeler sonrasi gozlenmistir (Sekil
5C-E). Ozellikle capin
ceperlerin bozulmasi ve parcalanmasi suretiyle yapisal

u¢ kisimlarda daralmasi,

blatunligin kaybedilmesi, hiflerde goriilen baslica
morfolojik degisimler olarak kaydedilmistir. Bunun
yag
morfolojisinde de degisiklikler meydana getirmis olup

yanl sira  ugucu uygulamalari  konidilerin
ugucu yag uygulanmis petrilerdeki konidilerin, ugucu
yag uygulanmamis petrilerdeki saglikli konidilere gére
bariz sekilde deforme oldugu ve sekillerinin bozuldugu
Ozellikle T.
meydana getirdigi deformasyonlarin, diger yaglarin
daha da

yaglarin antimikrobiyal

gozlenmistir. Spicata ugucu yaginin

meydana getirdiginden fazla oldugu

gozlenmistir. Ugucu
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ozelliklerinin belirlenmesine yonelik yapilmis bazi
calismalarda ise patojen Uzerinde meydana gelen bu
tur yapisal bozulmalara, yagin iceriginde yer alan ana
bilesenlerin, mikroorganizmanin hiicre duvari sentezini
enzimatik olumsuz

diizenleyen reaksiyonlarin

etkilenmesinden kaynakli olabilecegi bildirilmistir
(Soylu ve ark., 2006; Lucas ve ark., 2012; Kachur ve
Suntres, 2020). Ugucu yag ve karisimlarinin antifungal
etkilerinin arastinldigr bir calismada Kara ve ark.
(2022), Foeniculum vulgare ve Laurus nobilis ugucu yag
ve karisimlarinin  fungal etmen Pestalotiopsis
funerea’nin hif ve konidileri Gizerinde deformasyonlar
meydana getirdiklerini bildirilmislerdir. Bu ¢alismada
kullanilan ugucu vyaglar da s6z konusu calismayi
destekler nitelikte fungusun hifleri ve konidilerinde
ciddi deformasyonlar meydana getirmistir. Nitekim
Sekil 5’te de gorilecegi lizere ugucu yag uygulanmis
hif yag

uygulanmamis petrilerdekilere kiyasla bariz sekilde

petrilerdeki ve  konidilerin, ugucu

deforme olduklari gérilmustdr.
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Sekil 5. A-D) Herhangi bir ugucu yag ile muamele edilmemis A. alternata M2-3 izolatinin PDA besi ortaminda gelistirilen
kiiltirinden yapilan preparatlar sonrasi patojenin saglikli hif ve konidilerinin gériiniimi. MIC degerinde uygulanan T. spicata
ugucu yaginin fungal izolatin E,F) hif ve G) konidi morfolojisi Uzerinde meydana getirdigi degisikliklerin 151k mikroskobu altinda

goérunimdi-

Figure 5. A-D) Appearance of healthy hyphae and conidia of the A. alternata M2-3 after preparations made from the culture
of pathogen isolate grown in PDA medium without any essential oil treatment. Appearance of the changes caused by T.

spicata essential oil applied at MIC value on the E,F) hyphae and G) conidia morphology of the fungal isolate under light

microscope-

Sonuglar

Sonug olarak, farkli bitki tirlerinden elde edilmis
olan bitkisel yaglar,
meyvelerinde hasat dncesi ve sonrasi donemde 6nemli
bir patojen olan A. alternata izolatina karsi, doza bagli
sekilde sartlarda  antifungal etkiler
gostermislerdir. Tek basina kullanimlari sonucunda T.
spicata ugucu yag! en etkili yag olarak belirlenirken S.
officinalis en duslik antifungal etkiyi gostermistir.
Bunlarin yani sira 6zellikle ugucu yaglarin karisim

kokenli  ugucu mandarin

in  vitro

halindeki kullanimlarinda sinerjistik antifungal etkiler
tekli
ucucu vyag karisimlarinin daha distk

saptanmis kullaniimalarina
calismadaki
dozlarda bile daha fazla antifungal etki gosterdikleri
belirlenmistir. Bu ugucu yaglar bitki patojenleriyle
miicadelede tekli veya oOzellikle karisim seklinde,
fungisitlere alternatif doga dostu yaklasimlar olarak

ozellikle depo kosullarinda fumigant olarak kolay

olup kiyasla

sekilde uygulanabilirler.
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Cikar Catismasi: aralarinda

herhangi bir ¢ikar c¢atismasi olmadigini beyan

Makale vyazarlarn

ederler.

Yazar Katkisi: Fungal etmenin izole edilmesi ve
ucucu yaglarin antifungal etkilerin belirlenmesi
Mehmet ATAY ve Meltem AVAN
tarafindan yirittilmastir. Bitki ugucu yaglarinin

denemeleri

elde edilmesi ise Memet INAN tarafindan
gercgeklestirilmistir. Makalenin yazimi her (g
yazarin  katkisi ile  gergeklestirilmis  olup,

makalenin son hali yazarlar tarafindan okunarak
onaylanmistir.
Kaynaklar

Abbott, W.S. (1925). A method of computing the

effectiveness of an insecticide. Journal of Economic

Entomology, 18, 265-267.

Arlotta, C., Ciacciulli, A., Strano, M.C., Cafaro, V., Salonia, F.,
Caruso, P., Licciardello C, Russo G, Smith, M\W., &

Cuenca, J. (2020.) Disease resistant citrus breeding



Atay ve ark., 2024. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 28(4): 570-583

using newly developed high resolution melting and
CAPS protocols for Alternaria brown spot marker
assisted selection. Agronomy, 10(9), 1368.
https://doi.org/10.3390/agronomy10091368.
Atay, M., & Soylu, S. (2023). Kurutmalik biber meyvelerinde
ic clrikligline neden olan bazi fungal etmenlere
kargi bitki ugucu yaglarinin in vitro antifungal
etkileri. Kahramanmaras Siitci imam Universitesi
Tarm ve Doga  Dergisi, 26(1), 76-89.
https://doi.org/10.18016/ksutarimdoga.vi.1085859

Avci, A.B., & inan, M. (2020). Comparing of Cultivated
Annual and Perennial Calendula officinalis L.
Species. Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi
Tarim ve Doga Dergisi, 24(3), 579-585.

Bassimba, D., Mira, J.L., & Vicent, A. (2014). Inoculum
sources, infection periods, and effects of
environmental factors on Alternaria brown spot of
mandarin in Mediterranean climate conditions.
Plant Disease, 98(3), 409-417.
https://doi.org/10.1094/PDIS-09-13-0956-RE

Dang, H.X., Pryor, B., Peever, T., & Lawrence, C.B. (2015).
The Alternaria genomes database: a
comprehensive resource for a fungal genus
comprised of saprophytes, plant pathogens, and
allergenic species. BMC Genomics 16(1), 1-9.
https://doi.org/10.1186/s12864-015-1430-7

De-Miguel, M.D., Caballero, P., & Fernandez-Zamudio, M.A.
(2019). Varietal change dominates adoption of
technology in  Spanish  citrus  production.
Agronomy, 9(10), 631.
https://doi.org/10.3390/agronomy9100631

Elena, K. (2006). Alternaria brown spot of Minneola in
Greece; evaluation of citrus species susceptibility.
European Journal of Plant Pathology, 115, 259-
262. https://doi.org/10.1007/s10658-006-9005-8

FAO, (2024). Food and Agriculture Organization of the

United Nations Official Website. Citrus fruit
production data.
http://www.fao.org/faostat/en/#data (Erisim

Tarihi: 24.08.2024)
R.B., Brito, R.A.S, Azevedo, F.A., Massola, & Junior.
N.S. (2023). Alternaria alternata f. sp. citri
tangerine pathotype induces reactive oxygen
species accumulation in susceptible citrus leaves.
Physiological and Molecular Plant Pathology, 126,
102040.
https://doi.org/10.1016/j.pmpp.2023.102040
Garganese, F., Schena, L., Siciliano, I., Prigigallo, M.,
Spadaro, D., De Grassi, A., Ippolito, A., & Sanzani,
S.M. (2016). Characterization of citrus-associated
Alternaria species in Mediterranean areas. PloS

Felipini,

One 11(9), e0163255.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0163255
Garganese, F., lppolito, A., Di Rienzo, V., Lotti, C,

Montemurro, C., & Sanzani, S.M. (2018). A new
high resolution melting assay for genotyping
Alternaria species causing citrus brown spot.
Journal of the Science of Food and Agriculture,
98(12), 4578-4583.
https://doi.org/10.1002/jsfa.8986

Garganese, F., Sanzani, S.M., Di Rella, D., Schena, L., &
Ippolito, A. (2019). Pre-and postharvest application
of alternative means to control Alternaria Brown

582

spot of citrus. Crop Protection, 121, 73-79.
https://doi.org/10.1016/j.cropro.2019.03.014.

Gedikoglu, A., S6ékmen, M., & Civit, A. (2019). Evaluation of
Thymus vulgaris and Thymbra spicata essential oils
and plant extracts for chemical composition,
antioxidant, and antimicrobial properties. Food
science & nutrition, 7(5), 1704-1714.

Ghooshkhaneh, N.G., Golzarian, M. R., & Mamarabadi, M.
(2022). Withdrawn: Spectral pattern study of citrus
black rot caused by Alternaria alternata and
selecting optimal wavelengths for decay detection.
Food Science & Nutrition, 10(6), 1694.
https://doi.org/10.1002/fsn3.2739

Golmohammadi, M., & Rahimian, H., (2004). First report of
brown spot caused by Alternaria alternata on
tangrine in Iran. In Proceedings of 16th Iranian
plant protection congress, (Vol. 28, p. 461).
https://doi.org/10.22059/ijpps.2017.233507.10067
87

Gonzalez-Lamothe, R., Mitchell, G., Gattuso, M., Diarra,
M.S., Malouin, F.,, & Bouarab, K. (2009). Plant
antimicrobial agents and their effects on plant and
human pathogens. International Journal of
Molecular Sciences, 10(8), 3400-3419.
https://doi.org/10.3390/ijms10083400

Grati, Affes., T., Chenenaoui, S., Zemni, H.,, Hammami, M.,
Bachkouel, S., Aidi Wannes, W. & Lasram, S. (2022).
Biological control of Citrus brown spot pathogen,
“Alternaria alternata” by different essential oils.
International Journal of Environmental Health
Research, 33(8), 823-836.
https://doi.org/10.1080/09603123.2022.2055748

Giiney, i. G., Tekin, F., Giinen, T. U., Ozer, G., & Dervis, S.
(2023). Alternaria alternata causing inner black rot
of lemon (Citrus limon) fruits in Turkey: Genetic
diversity and characterisation. Physiological and
Molecular  Plant  Pathology, 125, 101998.
https://doi.org/10.1016/j.pmpp.2023.101998

Han, J., Fan, Y., Sun, T., An, J., Ding, Y., Zhang, W., Liu, F., &
Wang, C. (2023). Sodium nitroprusside (SNP)
treatment increases the postharvest resistance of
apple fruit to Alternaria alternata by enhancing
antioxidant enzyme activity. Physiological and
Molecular  Plant  Pathology, 129, 102199.
https://doi.org/10.1016/j.pmpp.2023.102199

He, J.Z., Shao, P., Liu, J. H., & Ru, Q.M. (2012). Supercritical
carbon dioxide extraction of flavonoids from
pomelo (Citrus grandis (L.) Osbeck) peel and their
antioxidant activity. International journal of
molecular  sciences,  13(10), 13065-13078.
https://doi.org/10.3390%2Fijms131013065

Kachur, K., & Suntres, Z. (2020). The Antibacterial Properties
of Phenolic Isomers, Carvacrol and Thymol. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition, 60, 3042-
3053.
https://doi.org/10.1080/10408398.2019.1675585

Kara, M., Tirkmen, M., & Soylu, S. (2022). Rezene ve defne
ugucu yag karisimlarinin kimyasal bilesenlerinin ve
Pestalotiopsis  funerea’ya karsi antifungal
etkinliklerinin belirlenmesi. Kahramanmaras Sutgi
imam Universitesi Tarim ve Doga Dergisi, 25 (1),
113-126.
https://doi.org/10.18016/ksutarimdoga.vi.904966

Kizil, S., Toncer, O., Diraz, E., & Karaman, S. (2015). Variation



Atay ve ark., 2024. Harran Tarim ve Gida Bilimleri Dergisi, 28(4): 570-583

of agronome-ical characteristics and essential oil
components of Zahter (Thymbra spicata L. var.

spicata) populations in  semi-arid climatic
conditions. Turkish Journal of Field Crops, 20(2),
242-251.

Kotan, R., Sahin, F., Ala, A. (2005). Identification and
pathogenicity of bacteria isolated from pome fruits
trees in eastern Anatolia region of Turkey. J. Plant
Dis. Prot., 113, 8-13.

Kotan, R., Cakir, A., Dadasoglu, F., Aydin, T., Cakmakci, R.,
Ozer, H., ... & Dikbas, N. (2010). Antibacterial
activities of essential oils and extracts of Turkish
Achillea, Satureja and Thymus species against plant
pathogenic bacteria. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 90(1), 145-160.

Lee, S.B., Taylor, J.W. (1990). Isolation of DNA from fungal
mycelia and single spores. In: Innis MA, Gelfand
DH, Sninsky JJ, White TJ (eds) PCR protocols: a
guide to methods and applications, pp 282-287.

Lucas, G.C., Alves, E., Pereira, R.B., Perina, F.J. & de Souza,
R.M. (2012). Antibacterial activity of essential oils

on Xanthomonas vesicatoria and control of
bacterial spot in tomato. Pesquisa Agropecudria
Brasileira, 47, 351-359. http://

dx.doi.org/10.1590/S0100-204X2012000300006
Morales, H., Marin, S., Ramos, A.J, & Sanchis, V. (2010).
Influence of post-harvest technologies applied
during cold storage of apples in Penicillium
expansum growth and patulin accumulation: a
review. Food Control, 21(7), 953-962.
https://doi.org/10.1016/j.foodcont.2009.12.016
Perina, F.J., de Andrade, C.C.L., Moreira, S.I., Nery, E.M.,,
Ogoshi, C., & Alves, E. (2019). Cinnamomun
zeylanicum oil and trans-cinnamaldehyde against
Alternaria brown spot in tangerine: direct effects
and induced resistance. Phytoparasitica, 47, 575-
589. https://doi.org/10.1007/s12600-019-00754-x
R., Fontaine, J., & Lounés-Hadj, S.A. (2020).
Essential oils as potential alternative biocontrol
products against plant pathogens and weeds: a
review. Foods, 9(3):365.
https://doi.org/10.3390/foods9030365
Scora, R.W. (1975). On the history and origin of Citrus.
Bulletin of the Torrey Botanical Club, (Nov.-Dec.
1975), 369-375.
Silalahi, J. (2002). Anticancer and health protective
properties of citrus fruit components. Asia Pacific
journal of clinical nutrition, 11(1), 79-84.
https://doi.org/10.1046/j.1440-6047.2002.00271.x
Soylu, E.M., & Kose, F. (2015). Antifungal activities of
essential oils against citrus black rot disease agent
Alternaria alternata. Journal of Essential Oil Bearing
Plants, 18(4), 894-903.
https://doi.org/10.1080/0972060X.2014.895158
Soylu, E.M., Soylu, S, & Kurt, S. (2006). Antimicrobial
activities of the essential oils of various plants
against tomato late blight disease agent
Phytophthora infestans. Mycopathologia, 161, 119-
128. https://doi.org/ 10.1007/s11046-005-0206-z
Tripathi, P., Dubey, N.K. & Shukla, A.K. (2008). Use of Some

Raveau,

583

Essential Qils as Post-Harvest Botanical Fungicides
in the management of Grey Mould of Grapes
Caused by Botrytis cinerea. World Journal of
Microbiology and Biotechnology, 24, 39-46.
https://doi.org/10.1007/s11274-007-9435-2

Tirkmen, M. (2015). Farkl Yontemlerle Elde Edilen Ugucu
Yag Karnigimlarinin  Antifungal  Etkinliklerinin
Belirlenmesi. Mustafa Kemal Universitesi Fen
Bilimleri Enstitlisi Tarla Bitkileri Ana Bilim Dal.
Yiiksek Lisans Tezi, 55 sayfa.

Vega, B., & Dewdney, M.M. (2014). Qol-resistance stability
in relation to pathogenic and saprophytic fitness
components of Alternaria alternata from citrus.
Plant Disease, 98(10), 1371-1378.
https://doi.org/10.1094/PDIS-01-14-0078-RE

Vicent, A., Armengol, J., Sales, R., Garcia-liménez, J.,, &
Alfaro-Lassala, F. (2000). First report of Alternaria
brown spot of citrus in Spain. Plant Disease, 84(9),
1044-1044.
https://doi.org/10.1094/PDIS.2000.84.9.1044B

Villaverde, J.J., Sevilla, Moran. B., Sandin Espania, P., Lopez-
Goti, C., & Alonso Prados, J.L. (2014). Biopesticides
in the framework of the European Pesticide
Regulation (EC) No. 1107/2009. Pest Management
Science, 70(1), 2-5.
https://doi.org/10.1002/ps.3663

Wang, Y., Qian, J., Cao, J., Wang, D., Liu, C., Yang, R., & Sun,
C. (2017). Antioxidant capacity, anticancer ability
and flavonoids composition of 35 citrus (Citrus
reticulata Blanco) varieties. Molecules, 22(7), 1114.
https://doi.org/10.3390/molecules22071114.

White, T.J., Bruns, T, Lee, SJ.W.T., & Taylor, J. (1990).

Amplification and direct sequencing of fungal

ribosomal RNA genes for phylogenetics. PCR Protoc

A Guide To Methods Appl 18(1):315-3.

(1971). Die pharmakogostich-Chemisehe Analys

Band, 12, Franfurt/M.

Xu, S.X., Yan, F.J., Ni, Z.D., Chen, Q.R., Zhang, H. & Zheng,
X.D. (2014). In vitro and in vivo control of Alternaria
alternata in cherry tomato by essential oil from
Laurus nobilis of Chinese Origin. Journal of the
Science of Food and Agriculture 94, 1403-1408.
https://doi.org/ 10.1002/jsfa.6428

Zhang, Y.M., Sun, Y., Xi, W.P., Shen, Y., Qiao, L.P., Zhong,
LZ., Ye, X.Q., & Zhou, Z.Q. (2014). Phenolic
compositions and antioxidant capacities of Chinese
wild mandarin (Citrus reticulata Blanco) fruits. Food
Chemistry, 145, 674-680.
https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2013.08.012

Zou, Z, Xi, W.P., Hu, Y., Nie, C., & Zhou, Z.Q. (2016).
Antioxidant activity of Citrus fruits. Food
Chemistry, 196, 885-896.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.09.072

Zhou, T., Wang, X., Ye, B., Shi, L., Bai, X., & Lai, T. (2018).
Effects of essential oil decanal on growth and
transcriptome of the postharvest fungal pathogen
Penicillium expansum. Postharvest Biology and
Technology, 145, 203-212.
https://doi.org/10.1016/j.postharvbio.2018.07.015

Wichtl,



