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Ozet: Bu calisma, nohut yamklik hastaligi (dscochyta rabiei)nin 5 farkl izolatlarina karst Mentha spicata L. ugucu yaginin
antifungal aktivitesinin in vitro kosullarda belirlenmesi amaciyla yuriitiilmiistir. Antifungal etkinlik denemesi, 10 ml Potato-
Dekstroz-Agar (PDA) besi yeri igeren 60 mm capindaki petrilerde gerceklestirilmistir. Petri kaplarinm ortasina 5 mm
capinda fungal diskler yerlestirilerek konulmustur. Ugucu yag, petri kapaklarina yapistirilan steril kurutma kagitlar iizerine
mikro pipet yardimiyla 0 (kontrol), 1, 3, 5 ve 10 pl dozlarinda eklenmistir. Parafilm ile kapatilan petri kaplar1 25 °C’de 14
giin boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra dl¢iimler yapilmis ve miselyal gelisiminin
engellenmesi yiizde olarak belirlenmistir. Caligma sonucunda, M. spicata ugucu yagimn farkli dozlari, fungusun miseliyal
gelisimini fakli oranlarda engelledigi ve 10 pl’lik dozunun fungusun miseliyal gelisimini tamamen (% 100) durdurdugu
belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda, M. spicata’nin ugucu yaginmnin in vitro kosullarda giiglii bir antifungal aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Nohut yanikligi (4scochyta rabiei), antifungal etki, ugucu yag, Mentha spicata L.

Determination of Antifungal Activity of Mentha spicata L. Essential Qils
Against Different Isolates of Chickpea Blight Disease
[Ascochyta rabiei (Pass) Labr.]

Abstract: This study was conducted to determine the antifungal activity of Mentha spicata L. essential oils against 5
different isolates of Chickpea Blight (Ascochyta rabiei) under in vitro conditions. The antifungal activity assay was
performed in 60 mm Petri dishes containing 10 ml Potato-Dextrose-Agar (PDA) media. 5 mm diameter fungal discs were
placed in the middle of Petri dishes. The essential oils was added to the sterile drying papers stuck to the Petri dishes using
micropipette at doses of 0 (control), 1, 3, 5 and 10 pl. Petri dishes sealed with parafilm were incubated for 14 days at 25 ° C.
Measurements were made after completion of the incubation period and percent inhibition of mycelial growth was
determined. In conclusion, different doses of M. spicata essential oil inhibited fungus mycelial growth at different ratios, and
10 uL dose completely (100%) stopped mycelial growth of fungus. As a result of this study, it has been determined that M.
spicata essential oils has a strong antifungal activity in vitro conditions.

Keywords: Antracnose (4Ascochyta rabiei), antifungal effect, essential oil, Mentha spicata L.
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1. Giris

Nohut (Cicer arietinum L.), dinyada ve
Tiirkiye’de 6nemli bir besin kaynagi olup, insan ve
hayvan beslenmesinde onemli yeri olan bir
baklagil bitkisidir. Diinyanin bir¢ok bolgesinde
yetisen nohutun gen merkezi Tiirkiye nin de iginde
bulundugu Dogu Akdeniz olarak bildirilmektedir.
Nohut, yiiksek ve diisiik sicakliklar1 tolere edebilen
ve su kisitligr bulunan kirag alanlarda yetisebilen
bir bitkidir (Akgin, 1988; Malhotra ve Singh,
1991; Huisman ve Poel, 1994). Nohutun iretimini
kisitlayan birgok abiyotik ve Dbiyotik stres
faktorleri  bulunmakta olup; bunlardan en
onemlileri, nohut hastaliklaridir. Diinyada, 25’ten
fazla hastalik etmeninin nohut iretimini farkli
diizeylerde etkiledigi bildirilmektedir (Nene ve
Reddy, 1987). Tiirkiye’de de nohut {iretimini
kisitlayan en 6nemli faktor, fungal hastalik olan ve
halk arasinda “iilker, bulut caldi, yaniklik ve
antraknoz” olarak adlandirilan etmenin bilimsel
ismi Ascochyta rabiei (Pass)’mm neden oldugu
nohut yaniklik hastaligidir (Nene ve Reddy, 1987).

Nohut yaniklik hastaligi, diinyada 35°ten fazla
iilkede, onemli kalite ve verim kayiplarima neden
olmaktadir. Hastalik gelisimi i¢in uygun kosullarin
olusmasit durumunda verim kaybt % 100’e
ulasmaktadir (Nene, 1982; Nene ve Reddy, 1987).
Hastaligin kontroliinde farkli miicadele yontemleri
tavsiye edilmekle beraber dne ¢ikan yontemlerden
birisi fungisit kullanimidir. Kullanilan kimyasal
ilaglarin gerek kalinti gerekse ¢evreye olan
zararlarindan dolay1 bilim insanlar1 bitkisel kokenli
ilaclarmm  gelistirilmesi ~ yoniinde  caligmalar
yurtitmekte; ayni sekilde, bu bitkisel ilaglar ve
kimyasallarin bitki hastaliklarma kars1 etkinlikleri
iizerine degerlendirmeler devam etmektedir (Delen
ve Tosun, 1997).

Nane (Mentha spicata L.)’den elde edilen
ucucu yaglarin ana bilesenleri; carvone, limonene,
cis-carveol, 1,8 cineol ve cis-sabinene hydrate’dir.
Temel bilesenin ise carvone oldugu bir¢ok
calismada rapor edilmistir (Baser, 1993; Kokkini
ve ark., 1995). Bitkisel kokenli bir iiriin olan ugucu
yaglarin daha 6nce yapilan bir¢ok ¢aligmada bitki
patojeni funguslara karsi antifungal aktivitesinin
oldugu rapor edilmistir. Ancak bu ¢alismalarin
cogunlukla toprak kokenli patojenlere karsi
yapildigt bildirilmistir (Kordali ve ark., 2009; Al-
Reza ve ark., 2010; Bayan ve Aksit, 2016). Ugucu
yaglarin nohut yanikligi hastaligina neden oldugu
patojen izolatlarina karsi etkinligi tizerine yapilmis
bir ¢aligmaya Tiirkiye’de rastlanilmamustir.

2. Materyal ve Yontem

2.1. Bitki materyali ve ucucu yag elde edilmesi

Bitki materyali (M. spicata), Kirsehir ilinin
farkli  alanlarindan  (Yenice ve  Gdlhisar
lokasyonlarindan) 2016 yilinda toprak iistii aksami
alinarak toplanmistir. Toplanan bitki materyalleri
oda sicakliginda ve giines 15181 almayan ortamda
kurutulmustur. Daha sonra Clevenger aparati
yardimiyla hidro-destilasyon yontemi kullanilarak
ucucu yag elde edilmistir (Telci ve ark., 2006).
Ugucu yaglar, kullanilincaya kadar 4 °C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.2. Fungus kiiltiirlerinin gelistirilmesi

Fungus, Kirsehir’de nohut yetistiriciligi yapilan
farkli lokasyonlardan toplanan hastalikli nohut
bitkilerinden Potato-Dekstroz-Agar (PDA) besiyeri
kullanilarak izole edilmistir. Kirsehir Ahi Evran
Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Fitoklinik
Laboratuvar’inda teshisi yapilan nohut yanikligi
hastalik etmeni (Ascochyta rabiei) fungus, 12 saat
karanlik 12 saat aydinlik periyotta 22+1 °C
sicaklikta, iki hafta siireyle inkiibe edilmistir.
Gelistirilen bu ortam c¢alismada kullanilmustir.

2.3. Ucgucu yagin in-vitro kosullarda antifungal
etKisinin belirlenmesi

Antifungal etkinin belirlenmesi i¢in, 60 mm
capli petri kaplarma yaklagik 10 ml PDA besi yeri
eklenmistir. Kagit yapistirilan petri kaplarinin orta
kismina hastalik izolatlarimin 5 mm ¢apindaki
miselyum diskleri aktarilmistir. M. spicata ugucu
yag1; mikro pipet yardimiyla 0, 1, 3, 5 ve 10 pL
petri! konsantrasyonlarinda petrinin {ist kapagina
yapistirilan  kagit iizerine eklenmistir.  Petri
kapaklar1 parafilmle kapatilarak 12 saat karanlik,
12 saat aydinlik periyotta 25+2 °C sicaklikta, 14
giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
sonunda fungal miselyum (koloni) gelisimi
kumpas aleti yardimiyla ol¢tilmiistiir.
Uygulamalar, 4 tekerriirlii ve denemeler iki kez
tekrarlanmistir. Uygulama yapilmis petrilerdeki
miselyal gelisimi, kontrol petrideki miselyum
gelisimi ile kiyaslanarak ugucu yagin farkli
dozlarinin engelleme oranlar1 Esitlik 1 yardimiyla
% olarak hesaplanmistir (Pandey ve ark., 1982).

MGI=100x(K -U)/K (1)

Esitlikte MGI, % miselyum gelisimi engelleme
oranini; K, kontroldeki radyal miselyum
gelisimini; U, uygulamalardaki radyal miselyum
gelisimini ifade etmektedir.

Bu ¢alisma, Mentha spicata L. bitkisinin ugucu Denemelerde muameléler arasmqu@
yagmimn nohut yanikhigi hastahmnin 5 farkh farkliliklarin  6nem dereceleri varyans analizi
izolatlarma karst antifungal aktivitesini in-vitro (ANOVA) ile belirlenmis, DUNCAN testi
kosullarda belirlemek igin yiiriitilmiistiir. kullanilarak ortalamalar karsilastirilmustir.
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Istatistiki ~analizler, SPSS paket programi
(Ver.15.0, SPSS) kullanilarak gergeklestirilmistir
(Steel ve Torrie, 1980).

3. Bulgular ve Tartisma

Ascochyta  rabiei’nin  neden oldugu nohutta
yaniklik hastaliginin miicadelesi nohut
yetistiriciligi yapilan biitiin alanlarda verim
acisindan 6nemlidir. Hastaligin miicadelesinde
dogada daha ¢abuk parcalanan ve kalint1 problemi
olusturmayan dogal pestisitlerin  kullanilmasi
iizerine yapilan c¢aligmalar artarak devam
etmektedir. Bu calismalardan bitki ekstraklari ve

ucucu yaglar ile yapilanlarin sayist hizla
artmaktadir (Shaaya ve ark., 1991; Delen ve
Tosun, 1997; Urzaa ve ark., 2010).

Yapilan bu galisma sonucunda, M. spicata

ucucu yaginin Ascochyta rabiei izolatlarinin
miselyal gelisimi {izerine etkisi Sekil 1°de
verilmistir. Sekil 1’de ugucu yag izolatlarin

miselyum gelisimini doza bagli olarak degisen
oranlarda engelledigi goriilmektedir. Ugucu yagin
5 ul petri’de izolat-1 ve izolat-2’nin miselyum
gelisimini tamamen engelledigi, diger izolatlarin
miselyal gelisimini ise degisen oranlarda
engelledigi gorilmistiir (Sekil 1).
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Sekil 1. M. spicata ugucu yaginin nohut yaniklik izolatlarmin miselyum gelisimi {izerine etkisi

M. spicata ugucu yagmin, Ascochyta rabiei
karsi engelleme orami Tablo 1’de verilmistir.
Yapilan istatistiksel analiz sonucunda uygulama
dozlarina ait engelleme yiizdelerinin istatistiki
olarak onemli (p<0.05) oldugu belirlenmistir.
Tablo 1’de gorildiigi iizere, M. spicata ugucu
yaginin, nohut yamkhiliginin farkli izolatlarina
kars1 etkisinin olduk¢a  yiiksek oldugu

belirlenmistir. Ugucu yagin 1 pL petri’! dozunda
kullanilmasi, fungus izolatlarinin miselyal gelisimi
tizerine etkili oldugu, ancak bu etkinin sinirh
kaldign goriilmiistiir. Aym sekilde 3 pL petri!
dozunun miselyum gelisimlerini degisen oranlarda
etkiledigini, ancak higbir izolatin gelisimini
kontrolle kiyaslandiginda yilizde yiiz oraninda
engellemedigi belirlenmistir.

Tablo 1. M. spicata ugucu yagimin nohut yanikligma kars1 antifungal etkisi”

Ascochyta rabiei izolatlar1

Doz 1 2 3 4 5
(uL petri-) 1%) 109 19 10 109
Kontrol (0) 0+0.0 e 0+0.0d 0+0.0 d 0.00+0.0 d 0+0.0d
1 26.14+6.75 d 27.52+8.69 ¢ 13.96+3.99 ¢ 18.8642.60 ¢ 7.23+3.25d
3 38.81+2.22 ¢ 48.18+2.30 b 47.46+3.76 b 30.57+£8.97 ¢ 27.43+531 ¢
5 55.44+1.36 b 100+0.0 a 100+0.0 a 58.72£5.71 b 59.145.2b
10 100+0.0 a 100+0.0 a 100+0.0 a 100.00+0.0 a 100+0.0 a

“: Aym siitunda farkli ortalamalara sahip siitunlarin anlamlilik derecesinde p<0.05 diizeyinde farklidir, I*”= Engelleme yiizdesi
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Calisma sonucunda, 5 pL petri! dozunun;
izolat-1, izolat-4 ve izolat-5’in dozlari, sirasiyla
miselyal gelisimlerini % 55.44, % 58.72 ve % 59.1
oraninda engellemis oldugu belirlenirken, izolat-2
ve izolat-3’lin miselyal gelisimini ise % 100
oraninda engelledigi belirlenmistir. Ugucu yagin 5
uL petri! dozunun izolat-1, izolat-4 ve izolat-5’¢
karst etkili oldugu; izolat-2 ve izolat-3 iizerine ise
etkinliginin % 100  diizeyinde olmadig1
saptanmustir (Sekil 2).

Ayni dozun degisik izolatlar iizerine etkisinin
farkli olmasi arasinda ugucu yaga karsi
hassasiyetin de farkli diizeylerde oldugunu
gostermektedir. Denemede kullanilan antraknoz

izolatlarinin ugucu yaga karst farkli etkiler
gostermesinin genetik farklilardan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu

farkliliklarin ortaya konmasi i¢in genetik olarak ve
bitki tizerinde ugucu yagin izolatlar iizerine olan
etkilerinin de arastirilmasi gerekmektedir.

M. sipicata ugucu yagmin 10 pL petri’!
dozunda patojenin tiim izolatlarmin miselyal
gelisimini % 100  oraninda  engelledigi
belirlenmistir (Tablo 1).

In-vitro kosullarda ylriitiilen benzer bir
calismada karanfil yagi, tar¢in yagi ve bes ugucu
yag bileseninin (sitrat, eugenol, geraniol, limonen
ve linalool) Ascochyta rabiei’nin gelisiminin
engellenmesi amactyla yiiriitilen bir g¢alismada,
linanool’un hastalig1 % 100 oraninda engelledigini

Kontrol lul 3uL

fzolat-1

izolat2 [

izolat-3 |

izolat-4

lzolat-5 [}

diger bilesiklerin (sitrat, eugenol, geraniol ve
limonen) ise patojenin gelisimini engellemede
yetersiz kaldigi bildirilmistir (Kishore ve ark.,
2007). Konu ile ilgili diger bir calismada ise,
Azadirachta indica A. Juss., Datura metel L. ve
Allium sativum L. bitkilerinden elde edilen % 5,
% 10 ve % 15°’lik ekstraktlarin sirastyla; % 43.5,
% 31.4 ve % 26.7 oraninda patojeni engelledigi
bildirilmistir (Usman Ghazanfar ve ark., 2011).
Yine Syzygium cumini bitkisinin yaprak, meyve,
kok-kabuk ve govde kabugundan elde edilen su,
etanol ve n-hekzan ekstraktlarinin Ascochyta
rabiei patojenine kars1 antifungal etkisinin oldugu
rapor edilmistir (Jabeen ve Javaid, 2010). Bu
durumda; daha Once yapilan bazi c¢aligmalarin
sonuglart ile, bu c¢alismanin sonuglarinin 6nemli
oranda benzerlik gosterdigi soylenebilir.

4. Sonuclar

Kimyasal pestisitlerin ¢evre ve insan sagligina olan
olumsuz etkileri nedeniyle alternatif ydntemler
aranmis ve tim  diinyada  hastaliklarin
miicadelesinde dogal pestisitlerin  kullanilmasi
calismalarma hiz verilmistir. Ozellikle bitkisel
kokenli pestisit ¢aligmalarinda bitki ugucu yaglari
ve ekstraktlar1 lizerine son zamanlarda yapilan
caligmalarin  sayist  artmistir.  Bu  calisma
sonucunda, M. spicata’dan elde edilen ugucu
yagin, nohut yanikligi hastaligina neden olan
Ascochyta rabiei’nin farkli izolatlarina karsi, giliclii
bir antifungal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Sekil 2. M. spicata ugucu yaginin Ascochyta rabiei iizerine etkisi
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