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BiTKi PATOJENI Alternaria tenuissima’ya KARSI BAZI BITKi
EKSTRAKTLARININ IN VITRO ETKINLIGI
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Oz

Firsat¢1 bir bitki patojeni olan Alternaria tenuissima gida iriinlerinin kalitesini ve miktarin
diisirmektedir. Bu ¢alismada Lamiaceae, Asteraceae, Caprifoliaceae, Papaveraceae familyalarina ait
Kirklareli’nde (Tiirkiye) dogal olarak yetisen endemik olmayan 16 bitki tiiri A. tenuissima’ya karsi in
vitro antifungal aktiviteleri agisindan ilk kez tarandi. Lamiaceae familyasina ait Origanum vulgare ve
Thymus longicaulis, A. tenuissima’nin misel biiylimesini sirasi ile %100 ve %82.87’lik oranlarda
inhibe etti. A. tenuissima’ya kars1 en diisiik MIK degerine (250 pg/mL) O. vulgare sahipti. SEM
analizinde A. tenuissima’nin hifal yapisi iizerine O. vulgare ve T. longicaulis’in ¢dkertme,
yassilasma, kirisik hiicre yiizeyli hiicreler ve lizis etkileri gozlendi. Sonug olarak, A. tenuissima'nin
neden oldugu enfeksiyonlar1 énlemek i¢in O. vulgare ve T. longicaulis ekstreleri dogal bir antifungal
madde olarak kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Alternaria tenuissima, bitki patojeni, antifungal, bitki ekstrakti

IN VITRO EFFICIANCY OF CERTAIN PLANT EXTRACTS AGAINST
THE PLANT PATHOGEN Alternaria tenuissima

Abstract

The opportunistic plant pathogen Alternaria tenuissima reduces the quality and quantity of food
products. In this study, for the first time, 16 non-endemic plant species belonging to Lamiaceae,
Asteraceae, Caprifoliaceae, Papaveraceae families that grow naturally in Kirklareli (Turkey) were
screened for their in vitro antifungal activities against A. tenuissima. Origanum vulgare and Thymus
longicaulis belonging to Lamiaceae family inhibited mycelial growth of A. tenuissima by 100% and
82.87%, respectively. O. vulgare had the lowest MIC value (250 pg/mL) against A. tenuissima. In
SEM analysis, collapsing, flattening, rough cells and lysis effects of O. vulgare and T. longicaulis on
hyphal structure of A. tenuissima were observed. As a result, in order to avoid infections caused by A.
tenuissima, extracts of O. vulgare and T. longicaulis can be used as a natural antifungal agent.
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1. GIRiS

Diinya niifusunun en biiylik ge¢im kaynaklarindan biri sliphesiz tarimdir. Tarim tiirlinlerinde bitki
patojenlerinin neden oldugu hasar, yetistiricilerin gelirinde onemli azalmalara neden olmakla
birlikte bitki hastaliklar1 yliziinden gida giivenligi tehdit edilmekte {iriinlerin kalitesi ve miktari
diismektedir.

Alternaria tenuissima saprofitik bir kif tiirii ve firsatg1 bir bitki patojenidir. A. tenuissima, birgok
iilkede cesitli cevresel kosullarla yayilan farkli bitki konaklarinda yaygin olan kozmopolit bir
tiurdiir [1]. Genellikle yaban mersini [2], domates, asma, ¢ilek ve birka¢ tahil tiirii {izerinde
kolonize olurlar [3-4]. Ayrica A. tenuissima’nin dut agaglarinin budanmis dallarinda meydana
getirdigi enfeksiyonlar yapraklarin kalitatif ve kantitatif verimini dolayli olarak etkiledigi rapor
edilmistir [5]. A. tenuissima normalde bitkilerin firsatgr bir patojeni olmasmin yani sira,
bagisiklig1 baskilanmis kisilerde nadir goriilen cilt enfeksiyonlarina neden oldugu da bildirilmistir
[6-7].

Bitkilerde kiiflerin neden oldugu hastaliklart kontrol etmek i¢in kullanilan en yaygin yontem,
sentetik fungusit uygulamasidir. Bu amacg icin pek cok sentetik fungusit gelistirilmis ve
kullanilmigtir. Fakat bu fungusitlerin ¢ogunun kullanimi; yiiksek ve akut toksisite, uzun
degredasyon periyodlari, gida zincirindeki konsantrasyonlari, kiiglik miktarlarinin stirekli alinimi
ile kronik zehirlenme tehlikeleri gibi istenilmeyen yan etkileri yiiziinden sinirlandirilmistir [8].
Sentetik kimyasallara karsi kiiflerin direng kazanmasi fungusitlerin etkili kullanimlarinda
sorunlar olusturmaktadir [9]. Bu sorunlar yeni iriin koruma metotlarin1 ve segici kontrol
alternatifleri ihtiyacini ortaya ¢ikarmigtir [10].

Bitkilerin tipik Ozelligi nitrojenden bagimsiz ve nitrojen igerikli bilesikleri iceren ikincil
metabolitleri tiretmesidir. Pek ¢ok durumda bu ikincil metabolizma {irtinleri mikroorganizmalar,
bocekler ve otoburlar tarafindan yapilan saldirilara karst bitki savunma mekanizmasi olarak etki
gosterirler. Yiiksek yapili bitkiler tarafindan {iiretilen bu firlinler nispeten genis spektrumlu,
biyolojik olarak etkili, ekonomik, muhtemelen insanlar ve gevre i¢in giivenilir oldugundan dolay1
tarim Kimyasallarina alternatif olarak kullanilabilirler [11].

Bu calismada Lamiaceae familyasina ait 8, Asteraceae familyasina ait 6, Caprifoliaceae

familyasina ait 1, Papaveraceae familyasina ait 1, toplam 16 bitki tiirii A. tenuissima’ya kars1 in
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vitro etkinligi agisindan degerlendirilmistir.

2. MATERYAL VE METOD

2.1. Mikroorganizma
Alternaria tenuissima Trakya Universitesi Arda Meslek Yiiksekokulu mikrofungus
koleksiyonundan temin edilmistir. Saf kiiltiir, canlilig1 devam ettirilmek {izere yatik agarli Patates

Dekstroz Agar (PDA) besiyerlerinde +4°C'de muhafaza edilerek ayda bir pasajlanmstir.

2.2. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Caligma materyali olarak kullanilan bitki Ornekleri Kirklareli'nin (Tiirkiye) farkh
lokasyonlarindan (Merkez, Derekdy ¢ikisi, Yoriikbayir-Armagan arasi, Armagan koyii-baraj
civar1) toplanmistir. Orneklerin tamami Dr. Hiiseyin ERSOY tarafindan teshis edilmis ve Trakya
Universitesi, Fen Fakiiltesi herbaryum laboratuvarinda depolanmistir. Lamiaceae, Asteraceae,
Caprifoliaceae, Papaveraceae familyalarina ait 16 bitki tiiriine ait orneklerin govde ve gigek
kisimlar1 direk giines 15181 almayacak bir alanda golgede kurutuldu. Kurutulan Ornekler
laboratuvar tipi ogiitiicii (Grinding mill, A1l basic) ile ogiitiilerek toz haline getirildi ve
kullanima kadar +4°C'de muhafaza edildi. Bitki tozlarmin 10 gr't 10 dk. siire ile galkalanarak
kaynayan distile suyun 100 mL'sinde demleme ile ekstrakte edildi. Whatman No 1 filtre kagidi
ile filtre edilen sulu ekstraktlardan elde edilen filtrat, liyofilize edildi ve kullanima kadar -20°C'de
saklandi. Deneylerde kullanilan sulu bitki ekstraktlarinin ¢esitli konsantrasyonlari, liyofilize

ekstraktlarin uygun agirliginin distile suda ¢oziilmesi ile hazirlandi [12].

2.3. Alternaria tenuissima’min misel biiyiimesi iizerine bitki tozlarmn in vitro etkisi

Bitki tozlarinin antifungal aktivitesi agardilisyon metodu ile test edildi. 10 gr bitki tozu 40°C' de
eritilmig 100 mL PDA'ya eklendi. Olusan siispansiyon 10 dk. karigtirilarak 121°C'de 15 dk.
otoklavlandi. Daha sonra steril 4 katli gazli bezden siiziilerek 9 cm ¢apindaki petri plaklarina 15
mL olacak sekilde dokiildi [13]. Bitki tozu icermeyen PDA besiyeri kontrol olarak kullanildi.
Soguduktan sonra petri plaklarma, PDA besiyerinde aktif olarak biiyiiyen bir haftalik kiiltiiriin

aktif bliyiime ucundan steril mantar delici ile alinan 7 mm c¢apindaki kiif iceren diskler hemen
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petri plaklarinin merkezine konularak aseptik olarak asilandi. 25°C'de 5 giin inkiibe edildi. Misel
bilyiime inhibisyonu (MBI) = [(dc-dt)/dc] x 100 formiiliinden hesaplandi1 (dc; kontroliin misel
biliyiime g¢apini, dt; bitki tozlu besiyerinin ¢apini ifade etmektedir) [10]. Tim deneyler 3 kez
tekrarland1 ve sonuglarin ortalamasi standart sapmali olarak belirtildi. Antifungal aktivitelerine

gore %80 iizeri MBI gosteren bitkilerin ekstraktlari ile diger ¢alismalara devam edildi.

2.4. Bitki ekstraktlariin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) larimin belirlenmesi

A. tenuissima kiifiine karsi sulu bitki ekstraktinin antifungal aktivitesini belirlemek i¢in
mikrodilisyon testleri 96 kuyucuklu plaklarda gerceklestirildi. Asi siispansiyonlari, PDA
besiyerindeki 7 giinliik A. tenuissima kiiltiiriiniin yiizeyinden % 0,1 (v/v) Tween 80 igeren serum
fizyolojik (% 0.85) ile alinarak hazirlandi. Agir partikiillerin ¢cokmesi igin 5 dakika beklendikten
sonra tiistteki homojen siispansiyon steril tlipe aktarildi. Ayni1 zamanda as1 siispansiyonlarinin
1:100 sulandirilmig halinin 0.01 mL'si PDA igeren petri kaplarina ekilerek mL' de koloni
olusturan birim (KOB) sayis1 4x103-5x10* KOB/mL spor olacak sekilde ayarlandiktan sonra sulu
ekstraklarin MIK degeri Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) prosediiriine gére
(Dokiiman M-38A, 2008'de M-38A2 olarak tekrar giincellenmistir) belirlendi [14]. MIK degerleri
morfolinopropansiilfonik (MOPS) ile pH 7.0'ye tamponlanmis RPMI-1640 besiyerinde test
edildi. Deneyde stok soliisyonun hazirlanmasi i¢in ekstrakt (50 mg/mL) steril distile suda
¢oziildii. Hazirlanan bu stok soliisyondan 40 pL alinarak 960 pL RPMI-1640 ile mL'de 2 mg
soliisyon elde etmek igin dilue edildi. Bu hazirlanan yeni soliisyonun 200 pL'si ilk kuyucuga
dokiildii. Daha sonra bu kuyucuktan 100 pL alinarak, 100 L. RPMI-1640 igeren bir sonraki
kuyucuga transfer edildi. Ayni islemler sulu ekstraktin iki kat diliisyonunu elde etmek igin benzer
sekilde diger kuyucuklar i¢inde uygulandi. Ekstraktlarin son konsantrasyonlari 1000-0,49 pg/mL
araliginda olacak sekilde ayarlandi. As1 slispansiyonundan 100 pL her bir kuyucuga eklendi.
Sterilite kontrolii igin ilk kuyucuga as1 siispansiyonu yerine 100 uL steril distile su eklendi [15].
Plaklar 7 giin siiresince 25°C'de inkiibe edildi [16]. MIK degeri gorsel olarak, inkiibasyondan

sonra fungal biiyiimenin olmadig1 en diisiik konsantrasyon seklinde belirlendi.
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2.5. Hifal Morfoloji Uzerine Sulu Ekstraktlarin Etkisinin Taramah Elektron Mikroskobu
(SEM) ile Gozlenmesi

7 giinliik kiiltiirden hazirlanan spor siispansiyonundan (10* spor/mL) PDA igeren petri plaklarinin
merkezine 10 pL damlatildi ve 2 giin 25°C de inkiibe edilerek misel biiyiimesi saglandi. Daha
sonra bitki ekstraktlarinin 4 ve 8 kat minimum inhibitér konsantrasyonlar1 (4MIK ve 8 MiK)
petri plaklarinin {izerini tamamen kapatacak sekilde damlatildi. 3 giin 25°C de inkiibe edilen
fungal kiiltiirlerden mantar delici ile yarigap1 1 cm’lik misel diskler ¢ikarildi. SEM analizi i¢in bu
misel diskler oda sicakliginda 2 saat 0.1 M fosfat tamponu (pH 7.2) i¢inde hazirlanmis %2.5’lik
gluteraldehit ile fiske edildi. Daha sonra bu diskler 2 kez 10 ar dakika ayni tampon ile yikanda.
Fiksasyondan sonra Ornekler her bir seri 30 ar dakikalik siirelerde dereceli olarak etanol
serilerinden (% 70, 80, 90 ve ii¢ kez % 100) gecirilerek dehidrasyona ugratildi [10]. Orneklerin
5Kv voltajda SEM Quanta 400 kullanilarak dijital gortintiileri elde edildi.

3. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

3.1. Alternaria tenuissima'nin Misel Biiyiimesi Uzerine Bitki Tozlarin in vitro Etkisi

A.tenuissima’ya karst 4 botanik familyaya ait 16 bitki tliriniin tozlarinmn in vitro antifungal
aktivitesi Tablo 1°de gosterildi. /n vitro sonuglarda bitkilerin tozuna (%10 v/w) A. tenuissima' nin
cevabi degiskenlik gosterdi (Sekil 1). A. tenuissima'nin misel biiyiimesini 15 bitki tiirti % 15.08
'den %100'e kadar degisen oranlarda inhibe etti. Lactuca serriola bitkisinin tozu ise
A.tenuissima’nin misel biliylimesine karsi inhibitor etki gostermedi. Misel biiylimesini %100
inhibe eden bitki Origanum vulgare L. dir. Bu bitkiyi %82.87 lik inhibisyon orani ile Thymus
longicaulis takip etmektedir. Benzer bir calismada da A. tenuissima’nin misel biiylimesini
Prosopis juliflora ve Lantana camara ekstraktlarinin sirasi ile %81.2 ve %66.7 oranlarinda
inhibe ettigi rapor edilmistir [17]. Fungal biiylime ve fungusun neden oldugu hastaligin siddeti
tizerine bitki ekstraktlarinin etkisinin onlarin sekonder metabolitleri (fenolik, alkaloidler,
flavonoidler ve terpenoidler gibi) yiiziinden olabilecegi rapor edilmistir [18]. Bu durum goz
Oniline alinarak ve Onceki benzer caligmalarda da belirtildigi gibi [19-20-21], misel biiyiime

inhibisyonu gosteren bitkilerin potansiyel antifungal aktiviteye sahip oldugunu sdyleyebiliriz. In
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vitro sonuglarimizda, % 80'in lizerinde misel biiylime inhibisyonu gosteren, O. vulgare ve T.
longicaulis yapilacak arastirmalarin daha kolay ve anlasilabilir olmasi i¢in bir sonraki ¢alismalara

alindi.

3.2. Bitki Ekstraktlarinin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MiK) larinin Belirlenmesi

Test edilen 16 bitki tlirinden A. tenuissima’ya karsi antifungal aktivitesi en yiiksek olan O.
vulgare ve T. longicaulis sulu ekstraktlar1 icin MIK degeri siras1 ile 250 pg/mL ve 500 pg/mL
idi. Yapilan benzer bir ¢calismada Caryophyllus aromaticus ve Allium sativum su ekstraktlarinin
A. tenuissima’ya karst MIK degerleri siras1 ile 6.3 ve 25 mg/mL olarak rapor edilmistir [22]. O.
vulgare ve T. longicaulis sulu ekstraktlarmin A. tenuissima’ya karsi daha fazla antifungal

maddeler igerdigini sOyleyebiliriz.

Tablo 1. A. tenuissima'nin misel bilyiimesine iizerine bitki tozlarmin (%10 v/w) in vitro etkisi

Familya Tiir Ismi Ortalama Inhibisyon

Zon cap1 (%)
Lamiaceae Origanum vulgare L. hirtum (Link) letsw  0+0 100
Lamiaceae Thymus longicaulis C. Presl longicaulis 9.83+1.60 82,87
Caprifoliaceae Sambucus ebulus L. 22.95+0.71 60
Lamiaceae Marribium peregrinum L. 25.50+0.81 55,56
Papaveraceae Chelidonium majus L. 25.59+2.37 55,40
Asteraceae Eupatorium cannabinum L. 26.68+0.36 53,50
Lamiaceae Clinopodium vulgare L. vulgare 26.90+1.27 53,12
Lamiaceae Salvia verticillate L. 28.31+0.81 50,66
Asteraceae Tanacetum parthenium L. Schultz. Bip. 28.96+2.51 49,53
Asteraceae Artemisia absinthium L. 32.17+0.71 43,93
Lamiaceae Melissa officinalis L. 37.59+0.96 34,48
Asteraceae Matricaria chamomilla L. 38.94+0.33 32,13
Lamiaceae Sideritis montana L. 41.77+1.61 27,02
Lamiaceae Mentha pulegium L. 45.01+1.41 21,55
Asteraceae Cirsium arvense (L.) Scop. 48.7242.31 15,08
Asteraceae Lactuca serriola L. 57.37+1.01 0
Kontrol 57.37+1.33

Bitki Patojeni Alternaria tenuissima’ya Karsi Baz1 Bitki Ekstraktlarinmn In Vitro Etkinligi 30



SN
El (f(ﬁ .
Arastirma Balkan&Balkan/Kzrklareli University Journal of Engineering and Science 8-1 (2022) 25-37 v

DOI: 10.34186/klujes.1101670 Gelis Tarihi:11.04.2022 Kabul Tarihi:30.06.2022

Kontrol Origanum vulgare L. Thymus longicaulis

Tanacetum parthenium L. Sideritis montana L. Clinopodium Vulgare L.

Sekil 1. Petri plaklarinda A. tenuissima'nin misel biiylimesi lizerine bazi bitki tozlarinin (%10
v/w, inkiibasyon siiresi 7 giin, inkiibasyon sicakligi 25°C) in vitro etkisinin goriintiileri.

3.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Hifal Morfoloji Uzerine Sulu Ekstraktlarin
Etkisinin Gozlenmesi

PDA igeren petri plaklarinda O. vulgare ve T. longicaulis’un 4MIK ve 8MIK sulu bitki
ekstraktlarina maruz kalmis ve maruz kalmamig A. tenuissima (kontrol) hifal morfolojileri
karsilastirildiginda 6nemli morfolojik degisimler saptandi. Kontrolde A. fenuissima nin hifal
yapist dogrusal, diizenli ve homojen olarak gozlendi. O. vulgare ve T. longicaulis sulu
ekstraktlarinin hifal morfoloji lizerine yaptig1 dejeneratif degisimler; ¢okertme, yassilagsma, lizis
ve kirigik hiicre yiizeyli hiicreler olarak tespit edildi. Hif iizerine lizis dejeneratif etki O. vulgare
ve T. longicaulis 8MIK sulu ekstraktlarinda goriiliirken bu etki 4MIK ekstraktlarinda griilmedi.
Saglikli ve dejeneratif degisimlere sahip hiflerin SEM goriintiileri Sekil 2, 3, 4, 5 ve 6 da
gosterildi.

Bitki Patojeni Alternaria tenuissima’ya Karsi Baz1 Bitki Ekstraktlarinmn In Vitro Etkinligi 31
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3/30/2022 mag [] | pressure vac mode

2:56:39PM | LFD | 5.00kV | 3.5 | 5000 x 8.3 mm | Low vacuum NABILTEM

Sekil 2. Kontrol petri plaklarindaki A. tenuissima saglikli hifinin SEM goriintiileri (5 000x)

ZK 3/30/2022 » det spot mag [] pressure W vac mode
= 2:35:37 PM | LFD | 5.00 kV 3. 10 000 x 90 Pa 8.6 mm | Low vacuum NABILTEM

Sekil 3. O. vulgare sulu ekstraktina (4 MiK) maruz kalmis A. tenuissima hifinin SEM
gorintileri (10 000x)
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LY e LV R LY el e PP v
det HV spot mag [] pressure WD vac mode | —1 ¢ Hm
LFD | 5.00 kv | 3.5 5 000 x 169 Pa 8.4 mm | Low vacuum NABILTEM

Sekil . 0. vulgare sulu ekstraktina (8 MIK) maruz kalmis A. tenuissima hifinin SEM
goriintiileri (5 000x)
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,2@7 3/30/2022 det spot mag [] | pressure wD vac mode
3:01:08 PM LFD | 5.00kV | 3.5 10 000 x 90 Pa 8.4 mm | Low vacuum NABILTEM

Sekil 5. T. longicaulis sulu ekstraktina (4 MIK) maruz kalmis A. tenuissima hifinin SEM
goriintiileri (10 000x)
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<4

;[ﬁ 3/3072022 det | HV 5[)(;{ mag d ) pressure ;\;D vac mode . ——5 MM —
3:10:05 PM LFD 5.00 kv 3.5 10 000 x 90 Pa 8.8 mm Low vacuum NABILTEM

Sekil 6. T. longicaulis sulu ekstraktina (8 MiK) maruz kalmis A. tenuissima hifinin SEM
goriintiileri (10 000x)

Bitki ekstratlari veya ugucu yaglar ile muamele sonucu A. tenuissima'nin hifal yapisinda meydana
gelen degisimler heniiz rapor edilmemistir. SEM incelemeleri O. vulgare ve T. longicaulis sulu
bitki ekstraktlarinin A. tenuissima'nin hifal yapisinda meydana getirdigi hasar test edilen sulu
bitki ekstraktlarinin fitotoksik o6zelliklere sahip oldugunu dogrulamaktadir. Biitiin bitkiler
metabolizmalarinda rolleri yeterince bilinmeyen sekonder metabolit olarak cok sayida fenolik
madde olusturmaktadirlar. Bu nedenle bitkisel kokenli biitiin gidalarda daima farkl nitelikte ve
miktarda cesitli fenolik bilesikler bulunmaktadir. Lamiaceae familyasina ait Origanum tiirleri
karvakrol, Thymus tiirleri ise timol fenolik bilesigi bakimindan zengindir [23]. Timol ve
karvakrol’in antifungal aktivitesi Perina vd. [24] tarafindan kanitlanmigtir. Hiicre duvarinda
meydana gelen dejenerasyonlarin hiicre duvarimi diizenleyen enzimatik reaksiyonlara sulu bitki
ekstraktlarimin etkisi ile iliskili olabilecegini bunun sonucunda da fungal morfolojinin
bozuldugunu ve hifal biiylimenin etkilendigini ifade edebiliriz.

Sonug¢ olarak, O. vulgare ve T. longicaulis sulu ekstraklarinin A. tenuissima'ya karsi
calisgmamizda kanitladigimiz yiiksek antifungal aktiviteleri nedeniyle, kimyasal fungisitler yerine
alternatif bir dogal kontrol ajani olarak degerlendirilme potansiyelinin yiiksek olabilecegini

sOyleyebiliriz.
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