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Bu calismada Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Tarla Bitkileri
Bolimii’niin yetistirmis oldugu tibbi ve aromatik bitkilerden; keten (Linum usitatissimum L.),
kisnis (Coriandrum sativum L.), ¢cemen (Trigonella foenumgraecum L.), rezene (Foeniculum
vulgare L.), anason (Pimpinella anisum L.), melisa (Melissa officinalis L.) bitkilerine ait
tohumlar kullanilmistir. Bu arastirmanin amaci tohumlarin yiizeyinde taginan funguslarn tepit
etmek ve bu fungal etmenlerin patojen olup olmadiklarini arastirmaktir. Tohum yiizeyinde
tasinan funguslarmn izole edilmesinde agar ydntemi kullamlmistir. izolasyonlar sonucunda
¢emen tohumlarindan; Alternaria; kisnis tohumlarindan Aspergillus ve Arthrinium; rezene
tohumlarindan Penicillium. ve Cladosporium; anason tohumlarindan Penicillium; keten
tohumlarindan Penicillium ve Cladosporium; melisa tohumlarindan Alternaria, Arthrinium,
Botrytis ve Epicoccum cinsleri teshis edilmistir. Melisa ve ¢emen tohumlarinin funguslarla en
fazla bulasik tohumlar oldugu belirlenmistir. Fungus izolatlarindan kiiltiir gelisimleri farkli ve
patojen olan dort fungus izolatinin molekiiler analizleri yapilmistir. Melisa ve ¢emende gelisen
patojen funguslarin tiirleri Alternaria alternata, Arthrinium arundinis olarak teshis edilmistir.
Rezene ve ketende ise patojen olarak bulunan fungus tiirii Cladosporium sphaerospermum
olarak kaydedilmistir. Melisa tohumlarindan izole edilen Epicoccum cinsine ait fungus tiiriiniin
E. nigrum oldugu molekiiler tan1 ile dogrulanmistir. Yapilan patojenisite testleri sonucunda;
melisa ve cemende A. alternata sirasi ile %70 ile %75, Botrytis cinerea izolatt melisada %35,
A. arundinis izolat1 melisa ve kisniste sirasi ile %96 ile %66, A. niger izolat1 kisniste %100,
Cladosporium sphaerospermum izolatlar1 ise rezene ve ketende sirasi ile %90 ile %86

oranlarinda patojen bulunmuslardir. Arastirmamizda melisa tohumlarindan izole edilen A.



alternata, B. cinerea ve A. arundinis; rezene ve ketende C. sphaerospermum; ¢emende A.

alternata; kisnis tohumlarinda A. niger ve A. arundinis tilkemiz igin ilk kayittir.

Anahtar Kelimeler: Tibbi ve aromatik bitkiler, tohum, tohum kokenli funguslar, patojenisite.

2019, 47 Sayfa
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DETERMINATION OF SEED-BORNE FUNGI
IN SOME MEDICINAL AND AROMATIC PLANTS
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Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Plant Protection

Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Arzu COSKUNTUNA

Tekirdag Namik Kemal University, Faculty of Agriculture, Department of Field Crops
of medicinal and aromatic plants; flax (Linum usitatissimum), coriander (Coriandrum sativum),
fenugreek (Trigonella foenumgraecum), fennel (Foeniculum vulgare), anise (Pimpinella
anisum), lemon balm (Melissa officinalis) seeds of the plants were used. The aim of this study
is to determine of fungi on the surface of seeds, and whether these fungal agents are pathogenic.
Isolation of the fungi on seeds was examined by the agar method. Consequently, the fungi
isolated from fenugreek seeds; Alternaria; from coriander seeds; Aspergillius and Arthrinium;
from fennel seeds; Penicillium and Cladosporium; Penicillium from anise seeds; Penicillium,
from flax seeds; Penicillium and Cladosporium; from lemon balm seeds; Alternaria,
Arthrinium, Botrytis and Epicoccum, fungi belonging to genus were identified. Lemon balm
and fenugreek seeds are the most infested seeds with fungi. Molecular analyzes of four fungus
isolates with different and pathogenic cultures were made from the fungal isolates and their
DNA sequences were realised. The species of pathogenic fungi that develop in lemon balm and
in the garden have been identified as Alternaria alternata, Arthrinium arundinis. In the fennel
and flax, the fungus species found as a pathogen was recorded as Cladosporium
sphaerospermum. The fungal species of the genus Epicoccum isolated from lemon balm seeds
were confirmed by molecular diagnosis as E. nigrum. As a result of the pathogenicity tests A.
alternata was detected in lemon balm and fenugreek at the rates of 70% to 75%, respectively.
Botrytis cinerea was determined in lemon balm at the rate of 35%. A. arundinis isolates were

detected in lemon balm and coriander at the rates of 96% and %66, respectively. Aspergillus



niger was determined in coriander at the rate of %100. Cladosporium sphaerospermum was
found in fennel and flax seeds at the rates of %90 to %86, respectively. In our study, A.
alternata, B. cinerea and A. arundinis isolated from melissa seeds; C. sphaerospermum on flax
seeds and fennel seeds; A. alternata on fenugreek seeds; A. niger and A. arundinis on coriander

are the first record for our country.

Keywords: Medicinal and aromatic plants, seeds, seed —borne fungi, pathogenicity.
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1.GIRiS

Insanhigin yerlesik hayata gegmesiyle birlikte, birgok uygarliga ev sahipligi yapan
Anadolu’nun zengin bitki varlig1 ve kiiltiirel zenginligi giiniimiize kadar gelmistir. ilk ¢aglardan
kalan arkeolojik bulgulara gore insanlar, besin elde etmek ve saglik sorunlarini gidermek igin
bitkilerin tedavi edici giiclinii tanimig ve saglikli yagayabilmek icin tibbi aromatik bitkilerden
faydalanmiglardir. Gegtigimiz son yillar i¢inde diinyada geleneksel tibbin kullanimina ilgi
giderek artmistir. Bunlarin baslica sebepleri, tedavide kullanilan sentetik ilag hammaddelerinin
bazilarinda tehlikeli yan etkilerin goriilmesi, baz1 dogal ilag hammaddelerinin sentetik olarak
yapilamamasi ve bunlarin yari sentez iiriinlerde baslangic maddesi kaynagi olmasi, bu artisin
baslica sebepleri arasinda yer almaktadir (Faydaoglu ve Siirliciioglu 2011). Ayrica modern tipta
kullanilmakta olan pek ¢ok ilag da bitkilerden elde edilmektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO)
verilerine gore gelismemis olan iilkelerde niifusun % 80’1 tedavi amacgli geleneksel ilaclar
kullanirken, bu oran gelismis iilkelerde % 40 civarinda olup gelecekte tibbi bitkilerden
yararlanma oraninin tiim diinyada artis gostermesi beklenmektedir( Acibuca ve Bostan 2018).
Ilag olarak kullanilmalarinin yaninda; temizlik iiriinlerinin kokusunda, dis macunu, sakiz ve bitki
caylarmin ferahlatic1 etkisinde, kozmetiklerin dogalliginda da tibbi ve aromatik bitki varliginin

Oonemi oldukga biiytiktiir.

Tibbi aromatik bitkilerin diinya ticaret hacmi ve degeri konusunda en saglikli ve giivenilir
veriler Cenevre’deki Uluslararasi Ticaret Merkezi (ITC) bilgi bankasindan elde edilebilmektedir.
Verilen bilgilere gore Tiirkiye florasinda 174 familyaya ait 1.251 cins ve 12.000°den fazla tiir
barinmaktadir (Ozdemir ve Kiiltiir 2016). Bu durum, iilkemizin cesitli iklim ve ekolojik kosullara
sahip olmasindan, icerisinde Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve Iran-Turan olmak iizere {i¢ bitki
cografyasi bolgesi bulundurmasindan kaynaklanmaktadir Tiirkiye florasinin zengin ve cesitli
olmasi nedeniyle, dogadan toplanan ve kiiltiirii yapilan tibbi ve aromatik bitkiler agisindan biiyiik
bir ekonomik potansiyele sahiptir. Dogadan toplanarak i¢ ve dis ticareti yapilan 347 tiir
bulunmakla birlikte bunlarin sadece %30 unun ihracat1 yapilmaktadir (Ozhatay ve ark., 1997).
Bu ihracatin biiyiik bir kism1 Kuzey Amerika, Avrupa Birligi, Latin Amerika, Uzak Dogu ve
Kuzey Afrika iilkelerine yapilmaktadir. Ulkemizin ihrag ettigi dnemli aromatik ve tibbr bitkiler
olarak kekik, defne yapragi, kimyon, anason, rezene tohumu, ardi¢ kabugu, ¢emen, biberiye,
meyan kokii, nane, sumak, adagay1 ve thlamur ¢icegi yer almaktadir (Bayram ve ark. 2010) (
Cizelge 1.1).



FAO 2011 verilerine gore diinyada tibbi ve aromatik bitki ihracatini yapan iilkeler
arasinda ilk sirada yer alan Cin’dir. Cin’i Hindistan, ABD, Ispanya, Almanya, Fransa, Hollanda,
Arjantin, ran, Brezilya ve Tiirkiye takip etmektedir. Tibbi ve aromatik bitki bakimimdan zengin

olan iilkemiz agisindan yiiksek miktarda ihracatin yapilmadigi goriilmektedir (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Diinya Ihracat Verileri

TIBBI AROMATIK BIiTKIiLERIN DUNYA iHRACAT VERILERIi
IHRACAT YAPAN MIKTAR DEGER
ULKELER (TON) (1.000$)
CIN 1.910.282 3.242.388
HINDISTAN 624.954 1.663.940
ABD 98.039 655.322
ISPANYA 119.644 515.587
ALMANYA 50.880 507.235
FRANSA 32.819 447.636
HOLLANDA 103.762 397.132
ARJANTIN 103.166 390.488
IRAN 28.796 339.040
BREZILYA 71.696 295.080
TURKIYE(19. SIRADA) 59.978 177.888
TOPLAM 3.204.016 8.631.736
DIiGER 825.727 3.304.916
DUNYA TOPLAM 4.029.743 11.936.652

Son yillarda gelismis tilkelerde gida katki maddelerinde aromatik bitkilerin kullanimlari
yaklasik iki kat artmus olup, ithalatta da ilk siralarda yer almaktadirlar ( Bayram ve ark.,2010,
Kirici, 2010). FAO 2011 verilerine gore diinyada tibbi ve aromatik bitki ithalatin1 yapan tilkeler
icerisinde ABD ve Endonezya en fazla tibbi ve aromatik bitki ithal eden iilkelerdir. Onlari
sirastyla, Almanya, Fransa, Ingiltere, Hollanda, Cin, Hindistan ve 39. sirada olan Tiirkiye
izlemektedir (Cizelge 1.2).



Cizelge 1.2. Tibbi ve Aromatik Bitkilerin Diinya Ithalat Verileri

TIBBI AROMATIK BIiTKIiLERIN DUNYA iTHALAT VERILERIi
ITHALAT YAPAN MIKTAR DEGER
ULKELER (TON) (1.000$)
ABD 374.343 1.472.995
ENDENOZYA 507.585 726.987
ALMANYA 119.055 661.797
JAPONYA 186.137 624.734
FRANSA 64.074 567.480
INGILTERE 110.099 530.787
HOLLANDA 137.569 419.520
SINGAPUR 64.708 405.182
BREZILYA 181.279 366.079
MALEZYA 219.165 337.795
TURKIYE (39.SIRADA) 13.106 43.341
TOPLAM 1.977.111 6.156.697
DiGER 6.156.697 5.610.443
DUNYA TOPLAM 4.326.431 11.767.140

Diinya ¢apinda 6nemli bir yere sahip olan tibbi aromatik bitki tohumlarindan elde edilen
verilere gore fungal hastalik etmenleri i¢in uygun ortama sahip oldugu belirtilmistir. Diger
bir¢ok bitkide oldugu gibi tibb1 aromatik bitki tohumlarinda da verimi ve kaliteyi sinirlayan en
onemli faktorler igerisinde bir ¢ok fungus tiirliniin meydana getirdigi hastaliklar yer almaktadir.
Tohum kaynakli fungal patojenler tohum kalitesinin, ¢imlenme yeteneginin diismesine ve
bitkiden alinacak iirlin miktarinin azalmasina neden olmaktadir. Ayrica bu patojenlerin
gelisimi, tohumda renk, sekil ve biyokimyasal degismelere bundan dolayr tohumlarin
clirimesine neden olmaktadir. Diinyada bitki hastaliklar1 sebebiyle meydana gelen toplam
kaybin, potansiyel iiretimin %12’lik bir kismina denk geldigi ve bu degerin iiretici diizeyindeki

parasal degeri, 50 milyar $ kadar oldugu belirtilmektedir (Erkan, 1998).



Tibbi ve aromatik bitkiler icerisinde ¢emen bitkisi lilkemizde yaygin bir floraya sahiptir.
Fakat giintimiizde hala ¢emen ihracat ve ithalatinda istenilen duruma gelinmedigi ve ¢emen
{iretimi iizerinde daha fazla {izerinde durulmasi gerektigi bildirilmektedir (Kurt ve Imren 2018).
TUIK 2018 verilerine gore iilkemizde 2012 yilindan sonra keten iiretimi durmustur (Cizelge1.3)
(Anonim 2018 c).

Cizelge 1.3. Denemeye alinan tibbi ve aromatik bitkilerin yillara gore iiretim (ton) miktarlar

2012 2013 2014 2015 2016 2017
(ton) (ton) (ton) (ton) (ton) (ton)

Anason 11.023 10 046 9309 9050 9491 8418

Melisa 238 238 238 242 108 106
Keten 13 0 0 0 0 0
Kisnis 1 1 1 11 42 29
Rezene 1.862 1994 2 289 1461 2 464 2022
Cemen 67 195 219 491 914 1.521

Anonim (2018c)

Arastirmamizda bazi tibbi ve aromatik bitkilerin tohumlarinda tasman fungal

hastaliklarin etmenlerinin tespit ve teshis edildigi bitkilere ait bilgiler agagida verilmektedir.

1.1. Melisa (Melissa officinalis L. ) (Ogulotu)

Takim: Tubiflorales
Familya: Lamiaceae
Cins: Melissa

Tur: Melissa officinalis L.

Akdeniz Bolgesi ve Dogu Anadolu Bolgesi’nde dogal olarak yetisen bir bitkidir. Melisa
antik zamanlardan beri bilinen degerli bir biyomedikal bitki olarak birgok uygarlik tarafindan
kullanilmistir. 10. Yiizyilda Araplar, kalp kuvvetlendirici, kisi giiciinii kuvvetlendirici olarak
kullanmstir. Tiirkiye’de Istanbul, Bursa, Ege ve Akdeniz Bolgesinde yaygin olarak
yetistirilmektedir.



Cok yillikl1 otsu bir bitkidir. Cok lifli, rengi beyazimsidan agik kahverengiye kadar
degisen ve ¢ok sayida yan kokleri kapsayan bir kok hacmine sahiptir. Yapraklari oval veya kalp
seklinde olup, uc¢ kismi sivridir. Genellikle alt yapraklar, iist yapraklardan biiyiiktiir. Alt ylizii
ciplak, iist ylizii ise genellikle firca tiiylerle kaphdir.

Melisa bitkisi sindirimi, kilo vermeyi kolaylastirir, stres ve kaygiy1 azaltir, sakinlestirir,
regl donemindeki agrilar1 azaltir ve cilt problemlerini tedavi edicidir (Anonim 2016b).

1.2. Anason (Pimpinella anisum L.)
Takim: Apiales

Familya: Apiaceae (Maydonozgiller)
Cins: Pimpinella

Tiir: Pimpinella anisum L.

Anason cok eski bir kiiltiir bitkisidir. Bugilin anason degisik iklim bdlgelerinde
yayilmistir. Ancak sicak iklim bdolgelerindeki yayginligi daha fazladir. Tiirkiye’de en fazla

anason tiretimi Burdur, Denizli ve Antalya illerinde yapilmaktadir.

Govde dik, silindir bigiminde, i¢i bos, ¢ok dalli, tiiylii ve Gistii ¢izgilidir. Meyveleri armut

seklinde kiiciik, tizeri tiiyli, yesilimsi sar1 renklidir.

Anason, anason bitkisinin tohumlarindan elde edilir. Raki gibi alkollii ickilere ¢esni

katmak i¢in kullanilir.

Insan sagligina faydalari, istahsizig1 ve yemeklere kars1 duyulan tiksintiyi giderir. Mide
ve bagirsak gazlarini soktiiriir, idrar1 artirir, kusmalar1 ve ishali keser. Ayrica kedi kopek
mamalarina tat vermek i¢in de kullanilir (Anonim 2017). Sinirleri yatistirir, migren agrilarini
keser, beyin yorgunlugunu giderir, uyku verir, kalbi kuvvetlendirir, kan dolagiminin diizenli
olmasini saglar. Astim, nefes darlig1 ve bronsitte goriilen sikayetleri giderir ve oksiiriigii keser.

Fazla miktarda kullanildigi zaman uyusukluk vermektedir (Anonim 2017).

1.3. Rezene (Foeniculum vulgare L.)
Takim: Apiales

Familya: Apiaceae (Maydanozgiller)
Cins: Foeniculum

Tiir: Foeniculum vulgare L.



Rezenenin anavatant Akdenizdir. Eski ¢aglardan beri medikal amagl ve baharat bitkisi
olarak taniir (Liebster,1991). Sebze rezenenin atasi yabani rezene (Foeniculum vulgare var.
vulgare) ilk ¢aglarda Cin, Hindistan, Yunan ve Roma’da baharat bitkisi ve tibbi bitki olarak
kullanmilmistir.  Ulkemizde ise daha ¢ok Akdeniz, Karadeniz ve Ege Bolgelerinde
yetistirilmektedir. Ornegin Plinius (M.S 23-79) 22 farkli hastaligin tedavisinde rezeneyi tavsiye
etmigtir (Liebster,1991).

Rezene maydanozgiller familyasindan iki yillik bir bitki tiiridiir. Bitki iki metre boyuna
kadar uzayabilir. Bitkinin ¢igekleri altin saris1 bir renge sahiptir. Tohumlar yesil-kahverengi

renktedir. Biraz biiyiidiik¢e, anasona benzer bir tat alirlar (Liebster 1991).

Rezene eskiden beri sinir sistemi, gorme, solunum ve hazim problemlerine karsi tedavi
amagli kullamilmistir. Gaz giderici, siit salgisini ¢ogaltici, idrar ve balgam soktiiriicii, kasiima
ve kramplara kars1 da etkilidir. Meyveleri parfiimeride, ayn1 zamanda giinliikk yiyeceklerin

korunmasinda kullanilir. Tohumlari baliga ve diger yemeklere katilir (Anonim 2018a).

1.4. Keten ( Linum usitatissimum L.)
Takim: Malpighiales

Familya: : Linaceae

Cins: Linum

Tur: Linum ustitatissimum L.

Keten en eski kiiltiir bitkilerinden olup, keten 4000-5000 yildan beri Yakin Dogu ve
Akdeniz Bolgelerinde lifi ve tohumlar: icin yetistirilmekte ve diinyanin ¢ok bolgesinde
iiretilmektedir. Misir'da M.O. 4. yiizyilda keten yetistirildigi, mabetler ve mezarlar iizerine
yapilan resimlerden anlasilmistir. Diinya'da keten tiretiminde ilk siray1r Rusya ikinci sirayi
Polonya almaktadir. Ulkemizde bazi keten tiirleri dogal olarak yetismektedir. Tiirkiye de keten
bitkisinin dogal florasinin bulundugu bélgeler; Bati, I¢ Anadolu ve Karadeniz'de daha fazla

olmak tizere Anadolu'nun ¢ogu yeridir (Anonim 2008).

Lif ketenlerinin uzun boylu olanlar1 makbuldiir ve giibreli toprakta yetisir. Yag
ketenleri, iyice olgunlastiktan sonra toplandigi halde, lif ketenleri olgunlasmadan toplanir.
Tohumlar1 %40-45 yag icerir ve yag eldesinde kullanilir. Keten yagi omega 3 yag asitleri, bakir,
fosfor bakimindan zengindir ve "bezir yag1" olarak bilinen bu yag boyacilikta da kullanilir.
Yagi aliman tohumlar hayvan yemi olarak kullanilmaktadir. Ayrica kanser onleyici ve

kolestorol diizeyini koruyucu 6zelliklere sahiptir (Anonim 2018b).
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1.5. Cemen ( Trigonella foenumgraecum L.)
Takim: Fabales

Familya: Fabaceae (Baklagiller)
Cins: Trigonella

Tiir: Trigonella foenumgraecum L.

Eski Misir’da yaklasik olarak M.O. 2000 yillarda tarimda kullanilmaya bagslanilmustir.
Eski Misir filozoflar1 tarafindan ¢emen otu i¢in ‘inek boynuzu’ ve ’kegi boynuzu’ isimleri
kullanilmistir. Cemen Misir’in en eski kiiltiir bitkisi oldugu gibi Hint uygarligi doneminde de
tarimmin yapildigi bilinmektedir. Cemen otunun tarimi gliniimiizde {ilkemizde Kayseri,
Cankir1, Konya, Ankara, Gaziantep, Kahramanmarag, Hatay ve Sanliurfa gibi illerimizde tarimi

yapilmaktadir.

Tiirkiye kosullarina gore, 30 ile 60 cm arasinda boylanabilen tek yillikli ve otsu bir
yapida olan ¢emen bitkisinin saplarinin bigimi yuvarlaga yakin ve igleri bostur. Gelisme
doneminde iken tiiylii bir yapiya sahip olup daha sonra tiiyler dokiiliir ve koyu yesil bir renk
alir. Bitkinin st yapraklar tiiylii ve daha kalindir. Cemen tohumlar: ezilerek baharat olarak
ozellikle de ¢esni tiretiminde yaygin olarak kullanildigi gibi tipta, gida sanayi de, ilag sanayi de
ve kozmetik sanayi de yaygin kullanimi vardir (Gokge ve Efe 2016).

1.6. Kisnis ( Coriandrum sativum L.)
Takim: Apiales

Familya: Apiaceae (Maydonozgiller)
Cins: Coriandrum

Tur: Coriandrum sativum L.

Kisnig, maydanozgiller familyasindan bir bitkidir ve genellikle 25-60cm boylarinda
tiiystiz tek yillikli otsu bir bitkidir. Meyveleri kiire seklinde, sert ve tiiysiizdiir. Tibbi ve besin
olarak kullanimi M.O. 1500’lere dayanmaktadir. Ortagagdan bu yana, bitki ile hazirlanan
ekstraktlar yaygin olarak antibakteriyel, viriisit, fungisit, parazitisit, insektisit olarak tibbi ve

kozmetik uygulamalarda yer almaktadir (Ulutas ve ark. 2017).

Bitkinin taze yapraklar salata olarak meyveleri ise baharat olarak kullanilmaktadir.
Ferahlatic1 bir kokuya sahip olmakla birlikte meyvemsi bir tadi da vardir. Kisnis icerdigi B
vitamini ile sinir sistemine destek saglar, kalsiyum agisindan zengin olan kignis, kemiklerin

uzun yillar boyunca saglikli kalmasini saglar, uykusuzluk ve stres gibi durumlarin azalmasina
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yardimci olur ve bagisiklik sistemini gii¢lendirmektedir. Giiniimiizde halk arasinda ilag olarak

kullanimi oldukga yaygindir (Anonim 2016a).

T1bbi ve aromatik bitki tohumlarinin, her gecen giin saglik, gida ve endiistri alanlarinda
giderek artan talebe yonelik olarak bir ¢ok hastaliktan ari bir sekilde yetistirilmesi 6nem arz
etmektedir. Bu duruma istinaden yaptigimiz aragtirmada, 6ncelikle tohum ile iretimi yapilan
melisa (M. officinalis), keten (L. usitatissimum), kisnis (C. sativum), g¢emen (T.
foenumgraecum), rezene (F. vulgare) ve anason (P. anisum) gibi bitkilerin tohumlarinda
tasinan fungal hastalik etmenlerinin tespit ve teshis edilmesi amaglanmistir. Boylelikle {iretim
materyali olarak kullanilan bu tohumlarin saglikli olup olmadiklar ve iiretimde verim kaybina

yol agabilme olasiliklarinin tahmin edilebilecegi diisiiniilmektedir (Yazdani ve ark. 2009).



2. KAYNAK OZETLERI

Tohumlarda tasinan hastaliklarin tespiti lizerine iilkemizde yapilmis olan ¢aligmalara
bakildigin da tibbi ve aromatik bitki tohumlarindan daha ¢ok bugday, celtik gibi tahillar ve sebze

tohumlarinda yapilmis arastirmalara rastlanmaktadir.

Demirci ve Hancioglu (1994) tarafindan kisnis tohumlarinda bulunan fungal
hastaliklarin varligini tespit etmek ve bu hastalikla miicadele etmek amaciyla yiiriitiilen ¢alisma
da kisnis’in en 6nemli hastaliklarindan biri olan Alternaria sp. tanilanmis ve bu fungusun kisnis
tohumlariyla tasiabildigi belirtilmistir. Tespit edilmis olan fungus i¢in en etkili miicadelenin

prochloroz, captan ve iprodione fungisitleri oldugu bildirilmistir.

Antalya, Burdur ve Denizli illerinde anason bitkilerinde Cercospora malkoffii hastalik
etmeni tespit edilmistir. Daha sonra Burdur ve Denizli illerinden alinan 27 anason tohum 6rnegi
incelenmis ve bu tohumlarin 19’nun C. malkoffii ( Passalora malkoffii) hastalik etmeninin
sporlari ile bulasik oldugu tespit edilmistir. Hastalik etmenleri ile bulasik olan bu tohumlarda

siyah renk degisiklikleri gézlenmistir (Erzurum ve ark. 2004).

Alternaria linicola min konukgu bitkisi olan keten (Linum usitatissimum) bitkisi
arasindaki etkilesimi hakkinda daha fazla bilgi edinmek i¢in A. linicola’nin 7 izolati ile 4 farkli
keten ¢esidi arasindaki etkilesim gézlenmis ve yapilan ¢alisma sonucu hastalik skorlari arasinda

farkliliklarin g6zlendigi fakat 6nemli bir fark saptanmadigi belirtilmistir (Evans ve ark.1996).

Sirbistan’da bir¢ok ticari Apiaceae familyasindan bitki tiirliniin fidelerinin 6nemli
6lciide soldugunun gozlenmesi iizerine 44’1 sebze geri kalani kisnis, rezene, kimyon ve anason
tohumu olmak {izere toplam 48 tohum 6rnegi toplanmistir. Bazi tohumlarin Alternaria spp. ile
bulasik oldugunu tespit edilmis. Elde edilen Alternaria izolatlarinin morfolojik karakterlerine
ve molekiiler (PCR yontemi) teshislerine bakilarak Alternaria’ nin dort farkli patojen tiirii; A.
dauci, A. radicina, A. petroselini ve A. alternata olarak tespit edilmisdir. A. alternata kisniste
%92.75, rezenede %61.75, anasonda %25,25 ve kimyonda %0.50 oranlarinda saptanmustir.
Tohumlarda Alternaria tiirlerinin tespit edilmesiyle patojen icermeyen tohum elde etmek icin

Apiaceae tohumlarinin iyilestirilmesi gerektigi bildirilmistir (Bulaji¢ ve ark. 2009).

Bhadauria ve ark. (2013) 2006-2009 yillar1 arasinda Agra Bolgesinden toplanan hardal
otu (Brassica juncea), kisnis (Coriander sativum), kimyon (Cumin cymium) ve rezene

(Foeniculum vulgare) tohumlar {izerinde blotter yontemi ve patates dekstroz agari, havug,
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patates agari, malt ekstrat agar ve yulaf agar vb. besi ortamlari kullanilarak yapilan incelemeler
sonucu 400 hardal otu tohumunda; Absidia glauca (%05,75), Aspergillus flavus (%8,75),
Aspergillus niger (%7.55), Aspergillus fumigatus (16.25), Aspergillus oryzae (%10),
Cladosporium cladosporio (%6.25), Chaetomium indicum (%5.50), Fusarium chlamydosporu
(%6.25), Phoma exigua (%8), Rhizoctonia solani (%3.75), Sclerotium rolfsii (%1.25),
Trichoderma viride (%7), Emericella nidulanse (%5.75), Epicoccum purpurascence (%4.75),
Glomerella cingulata (%3.25). 400 kisnis tohumunda; Aspergillus flavus (%8.75), Aspergillus
niger (%5.50), Aspergillus parasiticus (%7.75), Chaetomium globosum (%3.70), Curvularia
pallescence (%5.75), Cladosporium oxysporum (%3.75), Colletotrichum gloeosporioides
(%2.50), Cunninghamella echinulata (%4.00), Drechslera specifer (%04.25), Fusarium
moniliforme (%10) Memnoniella echinulata (%11.25), Microascus cinereous (%05.25),
Phoma glomerata (%8), Rhizoctonia solani (%3,70), Rhizopus stolonifer (%4), Trichothecium
roseum (%3). kimyon tohumunda; Absidia corymbifera (%04.25), Acremonium kiliense
(%8,25), Alternaria alternata (%8.75), Aspergillus clavatus (%5), Aspergillus flavus (%07,5),
Aspergillus terreus (%8.75), Botryodiplodia theobrome (%6.25), Cunninghamella echinulata
(%3), Fusarium oxysporum (%4,25), Fusarium solani (%6,75), Neosartoria fischeri (%5,5),
Penicillium citrinum (%7,1), Penicillium italicum (%6,75), Trichoderma virense (%5,5),
Trichoderma viride (%09,5), rezene tohumunda; Acremonium strictum (%4,5), Aspergillus
flavus (%08,75), Aspergillus oryzae (%6,5), Chaetomium bostrychoides (%6,75), Curvularia
lunata (%3,75), Drechslera rostrata (%5), Fusarium oxysporum (%7,5), Fusarium
pallidoroseum (%4.75), Microascus cinereous (%7), Mucor circinelloides (%4,25),
Paecilomyces variotii (%5,5), Penicillium chrysogenum (%8), Periconia byssoides (%2,5),
Phoma glomerata (%4,25), Rhizopus stolonifer (%3,5), Nigrospora oryzae (%3), Trichoderma

harzianum (%6,25), Verticillium alboatrum (%8,25)’un varlig belirlenmistir.

Seyyedi ve Rezvani (2015) tarafindan 2010 yilinda Iran’nin Meshed Universitesi’nin
Ziraat Fakiiltesi tarafindan gerceklestirilen arastirmada, hasat sonrasi domateslerin depo
kosullarindaki kalitesini kontrol edebilmek amaciyla bazi tibbi bitkilerden (kekik, nane,
okoliptlis ve yaban feslegeni) ve bu bitkilerden elde edilen biyo-iiriinlerden yararlanarak
domates bitkisi iizerindeki etkileri arastirilmistir. Elde edilen verilere gore bu tibbi bitkilerin
depo kosullundaki domates bitkisi iizerinde Rhizopus stolonifer ve A. alternata (Siyah

clirikliik)’nin etkisini 6nemli Ol¢lide azalttigi goriilmistiir. Ayrica nane ve yaban feslegeni

10



bitkilerinin kullanimlarinin sert ve saglikli bitkilerin arttirilmasinda en etkili tibbi bitkiler olarak

kabul edildigini bildirmislerdir.

Pavlovi¢ ve ark. (2016)’min yaptiklar1 bir arastirmada 2012-2013 yillarinda
Sirbistan’nin Voyvodina eyaletinde ii¢ bolgeden anason tohumlar1 toplanmis ve bu anason
tohumlarinda goriilen hastaliklar tespit edilmistir. Calisma sonucunda anason tohumlarinda
goriilen en yaygin fungusun Fusarium spp. oldugu ve bulunma oranimin %3.75-13.75 arasinda
degistigi tespit edilmistir. Morfolojik, mikroskobik ve molekiiler tanilamalar sonucunda tiir
bazinda anason tohumlarinda; F. tricinctum, F. proliferatum, F. equiseti, F. oxysporum, F.
sporotrichoides, F. incarnatum ve F. Verticillioides’in varlig1 tespit edilmistir. Bu calisma
sonucunda diinyada anason tohumlarinda patojen fungus olarak F. tricinctum ve F.
sporotrichoides ilk kayit olarak belirtilmis olup, Fusarium tiirlerinin yedi izolatinin da anason
fidelerinde patojenik oldugu fakat en viriilent tiirlerin F. oxysporum, F. tricinctum ve F.

incarnatum oldugu ileri stirtilmiistiir.

Singh ve ark. (2016) tarafindan diinya capinda tibbi ve aromatik bitkilere ihtiyacin ve
talebin arttig1 gézlenmesiyle bu bitkiler iizerinde 6nemli ekonomik kayiplara yol acan fungal
hastaliklarin tespiti icin bir c¢aligma yiiriitiilmiistir. Calisma sonucunda alinan tohum
orneklerinden; Alternaria spp., Cercospora spp., Colletotrichum spp., Cornyespora spp.,
Curvalaria spp., Diplocarpon spp., Drechslera spp., Macrophomina spp. ve Myrothecium

spp.’nin tespit edildigi bildirilmistir.

Akhdar ve ark. (2017) Hindistan’da koruma altina alinan bazi tibbi ve aromatik bitki
tohumlarinda tohum kaynakli patojenleri tespit etmek amaciyla 2011-2015 yillar1 arasinda bir
arastirma yuriitiilmistiir. Calismada arastirmacilar 60’tan fazla tibbi ve aromatik bitki 6rnegi
almig, alman her bir tohum 6rnegine tohum saglig: testi yapilmis ve arastirma sonucunda 17
fungus tiirli tespit edilmistir. Yaptiklart mikroskobik incelemeler sonucunda tohum 6rneklerinde
en yiiksek oranda ilk olarak %44.4 oraninda Ustilago coicis tespit etmisler, bunu %19.4 oraninda

Phoma sorghina ve %11.1 oraninda Botrytis cinerea takip etmistir.

Mangwende ve ark. (2018) Giiney Afrika’da toplanan bazi kisnis tohumu 6rneklerinde
tohum kaynakli funguslari tespit etmek i¢in agar plakasi yontemini kullanilmistirlar ve sirasiyla
A. alternata, Aspergillus, Fusarium, Penicillium ve Rhizopus dahil olmak tizere 4 fungus tiiriinii

kisnis tohumuna inokiile etmislerdir. Yapilan patojenisite testleri sonucu kisnis tohumu
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tizerinde A. alternata’ nin patojenik oldugu tespit etmislerdir. Kisnis bitkisinde yaprak lekesine

neden olan fungusun A. alternata oldugunu bildirilmislerdir.

Gahukar (2018) yaptig1 derlemede son yillarda bazi tibbi ve aromatik bitkilerden; limon
otu (Lemon grass)’nda Glomeria graminis ve Pythium sp., arap yasemini (Jasminum
sambac)‘ninde Fusarium solani, Sclerotium rolfsii, Alternaria sp., Fusarium moniliforme, Itir’da
Rhizoctonia solani, Pythium sp., Macrophomina phaseolina, Japon giilii’nde Phytophora sp.,
Alternaria sp., Rhizoctonia sp., Sclerotina sp., Pythium sp. ve Botrytis cinerea, kutsal feslegen
de Alternaria sp., aleo verada Penicillium sp. ve Fusarium oxysporum tiirlerinin tespit edildigini

bildirmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Yapilan ¢alismada, tohum materyali olarak Namik Kemal Universitesi Tarla Bitkileri
Bolimii’niin yetistirmis oldugu tibbi ve aromatik bitki tohumlarinda; Keten (Linum
usitatissimum), kisnis (Coriandrum sativum), ¢emen (Trigonella foenumgraecum), rezene
(Foeniculum vulgare), anason (Pimpinella anisum), melisa (Melissa officinalis) kullanilmistir.
Tohumlar 50°ser gr’lik kagit torbalarda izolasyon i¢in +4°C’de buz dolabinda muhafaza
edilmistir. Izolasyon islemleri igin laboratuvarda incelemeye almmistir. Tohumda tasman
funguslarin izolasyon isleminde ise cam petri, steril kurutma kagidi, kimyasal malzemeler
(PDA, PCA, Su Agari, Yulaf Unu Agar ) makine ve techizat olarak; mikroskop, inkubator,

otoklav, hassas terazi, tiip karistirici, steril kabin kullanilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. Fungal Floranin Tespiti

Fungal floranin tespiti amaciyla tibbi ve aromatik bitki tohumlarina %?2’lik sodyum
hipoklorit ile 3 dakika siire ile ylizey sterilizasyon islemi uygulanmis ve daha sonra 2 defa steril
saf sudan gegirilerek steril kurutma kagitlarinda steril kabinde kurutma islemi yapilmustir. Steril
pens yardimiyla tohumlar, patates dekstroz agar (PDA) besi yerlerine ve antibiyotik
(sterptomyan ve chloromphenicol) igeren petrilere yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Denemeler 1
petride 10 adet tohum bulunacak sekilde 40 tekerriirlii olarak tesadiif parselleri deneme
deseninde yliriitiilmiis, toplamda her bir tohumdan 400’ er adet tohum kiiltiire alinmistir. Tohum
ekilen petriler 23°C’de 12 saat karanlik 12 saat aydinlik ortamda 7-10 giin siire ile inkiibasyona
birakilmistir. Bu siire sonunda funguslarin besi ortamlarindaki fungal gelisimleri, morfolojik
yapilarinin teshisi i¢in kiiltiir renkleri, konidiofor ve konidi yapilart x 40 biiylitmeli 151k
mikroskobu altinda ayr1 ayri incelenmis ve daha sonra trinokiiler arastirma mikroskobunda
resimleri ¢ekilerek cins veya tiir diizeyinde tanilamalari (Domsch ve ark.,1980’¢ gore)

gerceklestirilmistir.
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Tanilama sirasinda PDA diginda patates havug agar (PCA), su agar ve yulaf unu agar
kullanilmistir. Tiir veya cins diizeyinde gruplandirilan izolatlar patojenisite testleri i¢in her
grubu temsil eden izolatlar segilerek tek spor izolasyonlart yapilmistir.
3.2.1.1 PDA Besi Yerinin Hazirlanmasi

1000 ml saf su

39 g PDA

1000 ml saf suya 39 g PDA karistirilmigtir. Besi yeri 20 dakika 121 °C ‘de ki otoklavda
1.1 atm. basingta, sterilize edilmistir. Steril kabin igerisinde besi ortamu steril petrilere

dokilmustir.

Sekil 3.1. Petri kaplarina yerlestirilen steril tohumlar

3.2.1.2 PCA Besi Yerinin Hazirlanmasi

1000 ml saf suya 23.5gr Plate Count Agar (PCA) konur ve kaynatilarak elde edilen besi

yeri otoklavda 120° C'de bir saat sterilize edilir. Petrilere taksim edilir.

3.2.1.3 Yulaf Unu Agar Besi Ortamm Hazirlanmasi

Yulafunu  30.0g.
Agar 15.0 g.
Saf su 1000.0 ml
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Yulaf unu 500 ml. Saf suya konur kaynatilarak eritilir ve siiziiliir. Su ilavesiyle 1 litreye
tamamlanir. Otoklavda 120° C'de bir saat sterilize edilir. Sonra agar ilave edilir ve 120° C'de

tekrar otoklavda 20 dakika sterilize edilir. Petrilere taksim edilir.
3.2.2. Tek spor izolasyonu

Farkli besi ortamlarindaki koloni gelisimleri ve sporulasyon sekilleri mikroskop altinda
incelenerek, secilen her bir cins veya tiire ait izolatlarin tek spor izolasyonlar1 yapilmistir. Bu
amacla izolatlar, konidiospor liretiminin en fazla oldugu PCA ve PDA besi ortami igeren
petrilerde 23°C’de 7-10 giin boyunca gelistirilmis olup, daha sonra {izerine petrinin yiizeyini
kaplayacak sekilde steril su (20ml) ilave edilerek spor siispansiyon haline getirilmistir. Elde
edilen spor silispansiyonundan lam ve lamel ile preparat hazirlanip mikroskop altinda plastik
0ze yardimu ile alinan inokulum su agari lizerine yogunlugu azaltilmis bir sekilde ¢izilmistir.
Cizimi tamamlanmus petriler 23°C’de bir giin olmak iizere karanlikta bekletilmistir. Inkiibasyon
sonucunda petriler mikroskopta gozlemlenmis mevcut tek sporlar PDA besi ortami igeren
petrilere aktarilmig ve ardindan gelistirilmis saf kiiltlirler egik besi ortaminda +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.
3.2.3. Patojenisite testleri

Patojenisite testleri gergeklestirilirken fungus cinslerine ait her bir grubun tek spor
izolatlarinin spor silispansiyonlar1 hazirlanmistir. Spor siispansiyonlar: hazirlanirken Fungal
floranin tanilanmasi kisminda anlatildigr gibi steril edilmis tohumlar, patojenisite testi i¢in her
patojen i¢in ayri ayrt thoma lam1 yardimiyla Alternaria igin; 1x10°, Arthrinium igin; 1x10%,
Aspergillus i¢in; 1x10% Botrytis igin; 1x10% Cladosporium igin; 1x10° oranlarinda
hazirlanmistir. (Bhadauria ve ark 2013; Akhdar ve ark. 2017, Noelting ve ark. 2012 ). Tohumlar
konidi siispansiyonlari igine daldirilarak, tizerine 10 pl Tween 20 ilave edilmis ve 1 saat
boyunca rotary shacker ile calkalanmistir. Karistirma sonucunda tohumlar steril kurutma
kagitlar1 lizerine alinmig ve 30 dakika siire ile kurumasi beklenmistir. Kurutulan tohumlar,
Blotter yontemi, igleri steril su ile 1slatilmis 4 kat kurutma kagidi bulunan petrilere (90mm), her
bir petriye 10’ar adet tohum gelmek kosuluyla yerlestirilmistir. Denemeler 4 tekerriirlii olarak,
her bir tekerriirde 10 petri olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore

yiirtitilmistiir.

Inokule edilmis tohumlar bir hafta boyunca 24°C de inkiibasyon periyodu sonucunda

gbzlemlenerek tohumlarin her biri hasta-saglam olarak degerlendirilmistir.
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3.2.4. Tohumlarda Fungal Floraya Ait Bulasiklik Oranimin Belirlenmesi

Denemeye alinan tibbi ve aromatik bitki tohumlarinin ne kadarinin saglikli, ne kadarinin
ise hastalikli oldugunu belirlemek amaciyla asagida verilen formiile gore hesaplamalar
yapilmistir. Daha sonra, bu formiile gore enfekteli olarak sayilan tohumlarin fungal patojenlerle

bulasiklilik oranlar1 kaydedilmistir.

Fungal Mikroorganizma ile Bulasik Tohum Sayisi

x100

Bulasiklik oran1 = .
Incelenen Tohum Sayisi

3.2.5. Funguslarin DNA izolasyonu ve molekiiler olarak teshisi

Tohumlardan izole edilen fungus gruplarimi temsil eden izolatlarin morfolojik ve
kiiltiirel 6zellikleri belirlendikten sonra, patojen olduklar1 tespit edilen bazi izolatlar Namik
Kemal Universitesi NABILTEM laboratuvarlarinda (hizmet alimi seklinde) asagida belirtilen
yonteme gdre DNA’lar1 saflastirilmistir. Izolatlarin baz dizilimleri gz dniinde bulundurularak

BLASTLAMA yapilmis ve yakinlik derecelerine gore tiir teshisleri gergeklestirilmistir.

DNA’nn saflastirilma isleminde oncelikle, petri yiizeyinde gelisen fungus hiflerinden
steril pipet ucu yardimiyla toplanan 6rnekler 6nceden etiketlenmis 1,5ml’lik santrifiij tiiplerine
(eppendorf) aktarilir.

* 1,5ml’lik santrifiij tiiplerine 250ul CTAB tampon ¢ozeltisi eklenir.

* %70’lik alkole batirilan pestle, silis kumuna batirilarak iizerine bir miktar kum almasi saglanir.
Kumlu pestle, 6rnegin bulundugu mikrosantrifiij tiipiine batirilarak asag1 yukar: hareketlerle ve

dibinde dondiiriilerek 6rnegin homojen bir goriintii almasi saglanir.

» Uzerine 250 pl CTAB tampon ¢dzeltisi ilave edilerek alt-iist edilerek karistirilir.

» Uzerine500pul Kloroform ilave edilir. Alt-iist edilerek iyice ¢alkalanir ve karistirilir.
* 16000 x g’ de 10 dakika santrifiij edilir.

+ Santrifiij sonrasi iist faz yeni 1.5 ml’lik ependorf tiiplere aktarilir.

» Uzerine 500 pl soguk isopropanol eklenir.

* 4°C’de 13500 x g’de 10 dakika santrifiij edilir.
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* Santrifiij sonrast {ist faz alinip atilir.

* Taze hazirlanmis 250 pl %70’lik soguk ethanol eklenir.

* 13500 x g’de 5 dakika santrifiij edilir.

* Santrifiij sonrasi {ist faz alinip atilir.

» Ornekler 37°C’de etiivde yarim saat kurutulur.

* Pelletin biiyiikligiine gére 50 — 100 pl Strl dH2O eklenir ve Pellet ¢oziiliir.
» Agaroz jelde ve gerekirse spektrofotometrede gDNA’lar kontrol edilir.

ITS 1F- ITS4 primerleri ile PCR

1X i¢in
10 x buffer 2.5 ul
MgCl 1.66 ul

PrimerITS 1F (10pmol) 1ul

PrimerITS 4 (10pmol) 1ul
dNTP 0.5 ul
TaqPol 0,2 ul
gDNA 0,5-1ul
dH20 18,65pl
25 ul

PCR iirliniiniin beklenen boyutu yaklasik 610bp.
PCR sonucu %2’lik agaroz jelde kontrol edildi.
PEG piirifikasyonunu takiben sekans reaksiyonu kuruldu.

Sekans reaksiyonu;

1X i¢in
Enzim mix. 1.5pul
Primer (1pmol) 2.5ul

PCR firiinii 3ul
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dH20 3ul

10ul

Yukarida anlatilan prosediire gore DNA’lar1 saflastirilma islemi gergeklestirildikten

sonra PCR sonuglarina gore baz dizilimi gergeklestirilmistir.
3.2.6. istatistiksel Analiz

Calismamizda, teshisi yapilan fungus tiirlerinin tohumlar tizerinde yapilan patojenisite testleri
sonucunda elde edilen degerler Varyans analizine tabii tutulmus, ortalamalar arasindaki

farkliliklar Duncan Coklu Karsilastirma testine (P<0.01) gére karsilastirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Baz1 Tibbi Aromatik Bitkilerin Funguslar ile Enfekteli Tohum Oranlarn

Deneme Soncunda Tibbi ve Aromatik Bitki Tohumlarinda Tespit Edilen Funguslar
Namik Kemal Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Tarla Bitkileri Boliimii’niin Endiistri Bitkileri
Anabilim dalinin 2016-2017 yilinda yetistirmis olduklar1 tibb1 aromatik bitkilerden her bir bitki
icin 25 gr tohum 6rnegi temin edilmistir. Tohumlardan gelisen tiim fungal etmenler saprofit
ayrimi yapilmaksizin oncelikle funguslar ile bulasiklik agisindan degerlendirilmistir (Cizelge
4.1.). Tibbi aromatik bitkilerden; melisa, kisnis, rezene, anason, ¢emen ve keten tohumlarina
ait orneklerden bazilar tiir diizeyinde olmak iizere, 7 farkli fungus cinsi tespit edilmistir (Sekil

4.1- 4.13).

Cizelge 4.1. Tohumlarda Tespit Edilen Fungal Mikroorganizmalarin Bulagiklik Oranlari(%)

Incelenen Fungal

Srao | Tonumir | U | MR | ik ora
(adet) Sayisi (adet)

1 Anason 400 20 5

2 Kignis 400 3 0.75

3 Melisa 400 97 24.25

4 Rezene 400 39 9.75

5 Cemen 400 100 25

6 Keten 400 34 8.5

Cizelge 4.1°e bakildiginda en ¢ok sayida fungus gelisimi olan tohum, ¢emen tohumu
(%25) olarak ilk sirada yer almaktadir. ikinci sirada melisa tohumunun (%24.25), iigiincii sirada
rezene tohumunun (%9.75), dordiincii sirada keten tohumunun (%8.5) besinci sirada anason
tohumunun (%5) ve altinci sirada kisnis tohumunun (%0.75) oranlarinda bazi fungal hastalik

etmenleri ile bulasik olduklar1 belirlenmistir.
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Farkli tibbi ve aromatik bitki tohumlarindan izole edilen fungal patojenlerin saf
kiiltiirlerindeki koloni gelisimi ve mikroskobik 0Ozellikleri dikkate alinmak suretiyle
tanimlanmis olan fungal patojene ait bilgiler, her tiir ve genus icin ayr1 ayr1 asagida

aciklanmustir.
4.1.1. Alternaria alternata

Calismamizda tespit edilen Alternaria sp. genis bir konukcu listesine sahip olmakla
beraber melisa, rezene, keten ve ¢emen bitkileri lizerinde 6nemli ekonomik kayiplara neden
oldugu tespit edilmistir. Alternaria alternata’nin konidileri gri, kahverengi bir renkte oldugu
ve etmenin konidi boyutlar1 10-22x45-70 pum caplarinda (ortalama boyu; 27,15 um) ( ortalama
en;12,42 pm) oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1). PDA besi ortaminda koloni yiizeysel ve
kahverengimsi bir renkte gelisme gostermistir (Sekil 4.2) (Neergaard, 1945). Alternaria
alernata TR MeAa3 izolati BLAST analizinde alt {inite ribozonal RNA geni kismi sekans, i¢
transcribed spacer 1,5.8S ribozonal RNA geni ve i¢ transcribed spacer 2, tam sekans, ve biiylik
alt linite ribzanal RNA geni kismi sekans ile kiyaslamasinda Alternaria alternata FP-027-D2
izolat1 (MH102093 Patyshakuliyeva ve ark. 2018) ile %99.31, Alternaria sp. IR1 izolati
(MK461065 Furtado 2019) ile %99.14, Alternaria alternata ACS82 izolati (LC440583
Nishikawa ve ark. 2013) ile %99.31, Alternaria alternata PM11 izolat1 (MF281325 Hafez ve
ark. 2017) ile %99.31, Alternaria alternata AE1 (KY676196 Ruocco 2017) ile %99.31

oraninda benzerlik gostermistir.

Sekil 4.1. A. alternata’nin konidileri (x40)
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Sekil 4.2. A. alternata’nin PDA besi ortamindaki gelisimi
(Koloni Cap1: 90 mm 23°C de 7giin)

4.1.2. Aspergillus niger

Calismamizda tespit edilen etmen genis bir konukgu listesine sahip olmakla birlikte
kisnis tohumlarinda da belirlenmistir (Bhadauria ve ark. 2013 ). Dik konidioforlara sahip olup,
uglarinda vesikiillerinin bulundugu gozlenmistir. En karakteristik 6zelligi hifin herhangi bir
hiicresinin ayak hiicresi konumunu alarak, bu hiicreye dik ag¢1 yapacak sekilde konidiofor
bulunmasi, onun ucunda ¢ok sayida phialid ve tstiinde phialospore’larla kapli bir vecisle
olusmasidir (Thom ve ark.,1945) (Sekil 4.3). Etmenin konidi boyutlart ise 2.5-2.8 pum
capindadir (Domsch ve ark. 1980; Raper ve Fennell 1965). Fungusun PDA besi ortaminda
koloni gelisimi siyah havai sekildedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.3. A. niger’in konidileri (x40)

S =
Sekil 4.4. A. niger’in PDA besi ortamindaki koloni gelisimi
(Koloni Cap1: 90 mm 23°C de 3-4 giin)

4.1.3. Cladosporium sphaerospermum

Calismamizda rezene ve keten tohumlarinda tespit edilen Cladosporium
sphaerospermum’un konidi gelisiminin olduk¢a yavas oldugu ve konidioforlarinin uzun veya
kisa dall1 olup, dirsekli yapida oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.6). Hem konidioforlar1 hem de
konidilerinin ylizeyi diiz veya dikenli goriinimdedir (Zalar ve ark. 2007). C.
sphaerospermum’un konidi boyutlar1 ise 5,01-13,29 um’dir (ortalama boy; 11,93 um), eni ise
3,45-9,23 um ( ortalama eni; 7,65 um) (Sekil 4.5) (Ellis 1976). PDA besi ortaminda kiiltiir
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gelisimi zeytin yesilinden yesilimsi kahverengiye donen renkte olup, bol konidili oldugu igin
tozlu kiimeler seklinde oldugu goriilmektedir. Konidileri limon seklinde tek hiicreli yapilara
sahip oldugu yapmis oldugumuz mikroskobik incelemelerde goriilmiistiir (Sekil 4.5).
Cladosporium sphaerospermum TR-ReCsl13 izolati izolati BLAST analizinde altiinite
ribozonal RNA geni kismi sekans, i¢ transcribed spacer 1,5.8S ribozonal RNA geni ve i¢
transcribed spacer 2, tam sekans, ve biiylik alt iinite ribzanal RNA geni kismi sekans ile
kiyaslamasinda Cladosporium sphaerospermum GN-GS-1-5 izolat1 (MG554272 Yun ve ark.
2018) ile %99.62, Cladosporium sphaerospermum WL5-1A izolati (MF422149 Coronado ve
ark. 2018) ile %99.62, Cladosporium sphaerospermum DTO:153-C1 izolati (MF473265
Bensch 2018) ile %99.62, Cladosporium sphaerospermum NIHHS509 izolat1 (KY929280
Park ve ark. 2017) ile %99.62, Cladosporium sphaerospermum DTO 255-H7 izolati
(KP701988 Segers ve ark. 2015) ile %99.62 oraninda benzerlik gostermektedir.

Sekil 4.5. C. sphaerospermum’un karakteristik konidiofor yapisi (x40)
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Sekil 4.6 C. sphaerospermum’un PDA besi ortamindaki koloni gelisimi
(Koloni Cap1: 70-75 mm 23°C de 10 giinde)

4.1.4. Botrytis cinerea

Arastirmamizda teshis edilen Botrytis cinerea diinya genelinde genis bir konukgu
yelpazesine sahip olup, kursuni kiife neden oldugu bilinmektedir (Akhdar ve ark. 2017).
Incelemeler sonucunda konidioforlar1 uzun ve dik yapili, seyrek dallanmis ve bolmeli olup ve
konidioforlarin ucunda renksiz veya acik tonda tek hiicreli konidiler bulundugu gézlenmistir
(Sekil 4.7 a.) Sekilleri kiireselden silindirige kadar degisim gosterebildigi gibi konidiler toplu
iziim salkimi seklinde dallanmig yapidadir (Sekil 4.7 b.). Etmenin konidi boyutlar1 ise 6-18 x
4-11 um oldugu tespit edilmistir (Ellis 1976). Etmenin PDA besi ortaminda grimsi kahverengi

pamuksu goriiniimde bir koloni gelisimi gostermistir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.7. B. cinerea’nin a. konidileri ve b. tiziim salkim1 seklindeki konidiofor yapisi (x40)

Sekil 4.8. B. cinerea’nin PDA besi ortaminda koloni geligimi
(Koloni Cap1: 90 mm 23°C de 10giin)

4.1.5. Penicillium spp.

Arastirmamizda anason, melisa, keten ve rezene tohumlarinda saprofit olarak tespit
edilen bu fungusun konidioforlar1 az veya dik pozisyonda, nispeten dar ve ince geperli,
genellikle 1-2 bdlmeye sahip oldugu gériilmiistiir. incelemeler sonucunda gériildiigii gibi bu
fungusun en karakteristik Ozelligi firca goriiniimiinde olmasi1 ve konidilerin sise tipindeki
fialidler tarafindan meydana gelmesidir. Fialidler tipik sise seklinde ve seffaftir, uzun zincirler

halinde kiiremsi, yumurta tipinde, seffaf veya koyu renkli diiz veya piiriizlii konidileri tasidigi
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goriilmiistiir (Sekil 4.9). Konidi boyutlar1 2-4 um ¢apindadir. (Pitt, 1979) (Ellis 1976; Watanabe
ve ark. 2002).

Sekil 4.10. Penicillium spp.’nin PDA besi ortaminda koloni gelisimi
(Koloni Cap1: 90mm 23°C de 3-4 giin)

Fungus PDA besi ortaminda kitle halinde gelisme gosteren gri-yesil, gri-mavi veya gri
renkte gelisen kolonilere sahiptir (Sekil 4.10).
4.1.6. Epicoccum nigrum

Calismamizda tespit edilen fungus PDA besi ortaminda sar1, turuncu ve kirmizi parlak

tonlarinda (PCA besi ortaminda), hizli gelisen kolonileri oldugu, sklerot yapilarinin iginde

28



piknidler bulundugu goriilmustiir (Sekil 4.12). Konidioforlarin ise bazen dalli, diiz veya egimli,
soluk kahverengi ve genellikle ucunda sigilimsi bir yapilar1 mevcuttur. Konidilerinin yapisi
kiiremsi olup, etmenin konidi boyutlar1 ise 6.93-13.83 um (ortalama boy 15,46 um), eni ise
5.90-11.96 um (ortalama 8.93 pum) (Sekil 4.11)’dir (Schol ve Schwarz, 1959; Ellis, 1976;
Domsch ve ark. 1980; Samson, 1993). Epicoccum nigrum TR MeEnl6 izolati BLAST
analizinde altiinite ribozonal RNA geni kismi sekans, i¢ transcribed spacer 1,5.8S ribozonal
RNA geni ve i¢ transcribed spacer 2, tam sekans, ve biiyiik alt {inite ribzanal RNA geni kismi
sekans ile kiyaslamasinda E. nigrum ml1 izolati (MH931271, Schlegel ve ark. 2018) ile
999,28, Epicoccum nigrum G392 izolati ( KR094461, Kaur ve ark. 2016) ile %99.28,
Epicoccum nigrum 18S (FJ904918 Njuguna ve ark. 2009) ile %99.10, Epicoccum nigrum
RM205 izolati (MG602568 Mwesigwa ve ark. 2019 ) ile %99.27, Epicoccum nigrum Eul85B
izolati ile (FJ904828 Njuguna ve ark. 2011) %99.27 oraninda benzerlik gostermistir.

Sekil 4.11. E. nigrum’un (a) konidi ve (b) konidiofor yapis1 (x40)
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Sekil 4.12. E. nigrum’un PDA besi ortaminda koloni gelisimi
(Koloni Cap1: 80-85 mm 23°C de 10 giinde)

4.1.7. Arthrinium arundinis

Miselyumlar1 kismen yiizeysel kismen gomiilmiis sekildedir. Konidioforlar1 tizerinde
basit bir veya birkag konidi tasimaktadirlar. Konidileri bdlmesiz, yuvarlak bir sekilde ve koyu
kahverengi bir renktedir. (Sekil 4.13) (Crous ve Groenewald 2013). Konidi boyutlari ise 5.08-
10.02 pm (ortalama 7.55 um ), eni ise 3.45-7.99 pum (ortalama 5.72 pum)’dir. Arthrinium
arundinis TR-Me ArtA5 izolatt BLAST analizinde altiinite ribozonal RNA geni kismi sekans,
i¢ transcribed spacer 1,5.8S ribozonal RNA geni ve i¢ transcribed spacer 2, tam sekans, ve
biiyiik alt Ginite ribzanal RNA geni kismi sekans ile kiyaslamasinda Arthrinium arundinis 2
izolat1 (KJ702044 Linnakoski ve ark. 2018 ) ile %99.83, Arthrinium arundunis G41 izolati(
GU566268 Bukovska ve ark.2010) ile %99.31, Arthrinium arundinis CBA:732.71 izolati
(KF144889 Crous ve ark. 2013) ile %99.66, Arthrinium arundinis CBS:464.83 izolati
(KF144888 Crous ve ark. 2013) ile 9%99.66, Artrinium arundinis Sp-IV izolati (MF476025
Paiva de Carvalho ve ark. 2018) ile %99.48, Arthrinium arundinis Poll-1 izolat1 (KX533933
Dylag ve ark. 2016) ile %100 benzerlik gostermektedir.
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Sekil 4.14. A. arundinis’in PDA besi ortaminda koloni gelisimi
(Koloni Cap1: 85 mm 23°C de 10giin)

Arastirmalarimizda tespit edilen fungus PDA besi ortaminda grimsi siyahimsi renkte
havai bir gelisim gostermistir (Sekil 4.14). Etmen ile yapilan BLAST analizi sonuglarinda
Arthrinium arundinis’in ( Ornek No Accession no: MK806696) %99 oraninda benzer oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.14) (Ellis 1976; Watanabe ve ark. 2002).
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4.2. Baza Tibbi Aromatik Bitki Tohumlan Yiizeyinde Tasinan Funguslar ve Patojenisite

Oranlari

mikroorganizmalar saptanmis ve tohumda bulunma oranlar yiizde olarak belirtilmistir.

Cizelge 4.2°de ise bazi1 tibbi ve aromatik bitki tohumlarinda bulunan fungal

Cizelge 4.2. Baz1 T1bbi ve Aromatik Bitki Tohumlarinda Teshis Edilen Fungal Etmenlerin
Bulunma Oranlar1 (%)

izole Edilen Fungal Mikroorganizmalar(%)

Tohumlar | A.alternata | A. niger | B. Penicillium | Cladosporium Epicoccum | Arthrinium
cinerea | spp. sphaerospermum | nigrum arundinis
Anason 0.0 0.0 0.0 5 0.0 0.0 0.0
Kisnis 0.0 0,5 0.0 0.0 0.0 0.0 0,25
Melisa 19 0.0 1 1,25 0.0 0,75 2,25
Rezene 0.0 0.0 0.0 7,5 2,25 0.0 0.0
Cemen 25 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Keten 0.0 0.0 0.0 5 1,75 0.0 0.0

*Her bir deger dort tekrarin ortalamasidir.

Tibb1 ve aromatik bitki tohumlarindan tespit edilen veya tanimlanan fungus cins veya

tiir sayis1 7 adettir. Orneklerde tespit edilen funguslar, cemen tohumlarinda Alternaria alternata
%25, melisa tohumlarinda A. alternata %19, A. arundinis %2.25, Penicillium spp.%1.25, B.

cinerea %1 ve E. nigrum %0.75 oraninda tespit edilmistir. Rezene tohumlarinda Penicillium

sp. %7.5, C. sphaerospermum %2.25 oranlarinda bulunmustur. Keten tohumunda Penicillium

spp .%5 ve C. sphaerospermum %1.75°dir. Anason tohumunda Penicillium spp. %5’dir. Kisnis

tohumlarinda A. niger %0.5 ve A. arundinis %25 oraninda olarak tespit edilmistir. Fungal flora

acisindan incelemeye alinan tibb1 ve aromatik bitki tohumlarindan melisa farkl tiir ve cinslere

ait funguslar1 barindirma agisindan en yiiksek bulasiklilik oranina sahiptir.
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Tohum 6rneklerinden tespit edilen fungal mikroorganizmalardan en ¢cok bulunan tiirlere
patojenisite testi yapilmistir (Cizelge 4.3). Yalnizca melisa tohumlarindan izole edilen E.
nigrum’un denemeler esnasinda sporulasyonunda sorun yasandigi i¢in bu tiirin patojenisite

testi gergeklestirilememistir.

Cizelge 4.3. Baz1 T1bbi ve Aromatik Bitki Tohumlarida Gelisen Fungus Tiirlerinin
Patojenisite Oranlari(%)

Patojenisite oranlari(%)
Tohumlar | A. alternata B. cinerea A. arundinis A. niger C. sphaerospermum

0.00 +

Rezene 0.00 +0.00**b | 0.00 +0.00b 0.00 £0.00c 0.00b 86.00 +2.16a
. 0.00 =

Melisa 70.00+2.54a | 35.00+2.04a | 67.00+6.04b 0.00b 0.00 £ 0.00b
0.00 +

Cemen 75.00 + 3.53a 0.00 £ 0.00b 0.00 +£0.00c 0.00b 0.00 £ 0.00b
0.00 +

Keten 0.00 £+ 0.00b 0.00 = 0.00b 0.00 £0.00c 0.00b 90.00 +2.16a
.. 100 +

Kisnis 0.00 £ 0.00b 0.00 £ 0.00b 96.00 + 2.16a 0.00a 0.00 £ 0.00b

*: Ayni siitunda yer alan her bir deger dort tekrarin ortalamasi olup ve birbirinden farkl: harfler ile gosterilen
degerler Duncan Coklu Karsilastirma Testine gore 6nemlidir (P<0.01).

Yapilan patojenisite testi sonuglarina gore cemen tohumlarinda gelisen tek fungus tiirii
A. alternaria olup, bu tiiriin %75.00 + 3.53 oraninda patojen oldugu tespit edilmistir (Sekil
4.1.). A. alternata ayn1 zamanda melisa tohumlarindan da izole edilmis ve patojenisitesi
%70.00 £ 2.54 olarak hesaplanmistir. Cemen ve melisada gelisen hastalik siddeti arasinda
istatistiki olarak fark bulunmamaktadir (P<0.01). A. alternata rezene, keten ve kisniste patojen
bulunmamustir. B. cinerea’ nin yalnizca melisa tohumlarinda gelistigi ve %35+ 2.04 oraninda
hastalik siddeti gosterdigi kaydedilmistir. Melisa tohumlarinda ayrica A. arundinis’ in %67+
6.04 oraninda patojen oldugu goriilmiistiir. Bu tiir kisnis tohumlarinda da patojen olup, %96+
2.16 oraninda istatistiki a¢idan 6nemli bulunmustur (P<0.01). A. niger’ in (%100+ 0.00)
yalnizca kisnis tohumlarindan izole edildigi oldukca yiiksek oranda patojen oldugu
gozlenmistir. Rezene tohumlarinda C. sphaerospermum’ un %86+ 2.16 oraninda patojen
oldugu, keten tohumlarinda ise C. sphaerospermum’ un %90 oraninda patojen oldugu

kaydedilmistir. Istatistiki olarak aralarindaki fark onemli degildir (Cizelge 4.3).
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Sekil 4.16. Kisnis tohumlarinda A. arundinis’nin patojenisite test sonucu
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Sekil 4.18. Melisa tohumlarinda B. cinerea’nin patojenisite test sonucu
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Sekil 4.19. Kisnis tohumunda A. niger’in patojenisite test sonucu
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Sekil 4.20. Melisa tohumlarinda A. arundinis’in patojenisite test sonucu
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Sekil 4.21. Keten tohumunda C. sphaerospermum’un patojenisite test sonucu

Sekil 4.22. Cemen tohumunda A. alternata’nin patojenisite test sonucu
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5. TARTISMA

Bazi tibb1 ve aromatik bitki tohumlarinda fungal flora tespitine yonelik yapilan bu
calismada tohumlarin saprofit ve patojen bazi fungal etmenler ile bulasik olduklari tespit
edilmistir. Calismamizda incelemeye alinan tohumlar i¢erisinde melisa ve ¢gemen tohumlarinin
enfekteli tohum sayisi agisindan en yiiksek bulasiklilik oranlarina sahip oldugu tespit edilmistir.
Ayni zamanda melisa tohumlariin en ¢ok farkli fungus tiirlerini barindiran tohum oldugu

gozlenmistir.

Keten, melisa, kisnis, ¢emen, anason, rezene tohumlarindan gelisen A. niger ve B.
cinerea, C. sphaerospermum, A. alternata, A. arundinis farkli oranlarda patojen olduklari
gozlenmistir. Ayrica gemen (%25) ve melisa (%19) tohumlarinin her ikisinde de yiiksek oranda
patojen (%75) oldugu tespit edilen A. alternata’nin yurt yurtdisinda yapilan ¢aligmalarda tibbi
ve aromatik bitki tohumlarindan en yiiksek oranda izole edilen fungus cinsi oldugu molekiiler
tanilamalar ile de saptanmistir (Bulajic ve ark. 2009; Seyyedi ve Rezvani 2015; Mangwende ve
ark. 2018). A. alternata melisa ve ¢emen tohumlarinda benzer oranlarda patojenisite gostermis

olup, aralarinda istatistiki olarak fark bulunmamistir (P>0.01).

A. arundinis’in melisa (%11.5) ve kisnis (%5) tohumlarinin her ikisinde de varligi tespit
edilmis ancak melisa tohumunda bu oranin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayn1 fungus
tiirliniin kisnis tohumlarinda melisa tohumlarina oranla daha yiiksek derecede patojen oldugu
kaydedilmistir. Kisnis tohumlarinda %96 oraninda patojenisite gosteren hastalik etmeni melisa
tohumlarinda %67 oraninda patojen bulunmustur. Aralarindaki fark istatistiki olarak da
onemlidir (P<0.01). C. sphaerospermum’ un keten tohumlarinda daha diisiik oranlarda (%1.75)
bulunmasina ragmen patojenisitesinin, daha yiliksek (%90) oldugu, ancak rezenedeki

patojenisitesi (%86) ile istatistiki olarak fark bulunmadig1 goriilmiistiir (P>0.01).

Kisnis tohumundan A. arundinis ve A. niger’in izole edildigi ve yapilan patojenisite
denemesinde yiiksek hastalik siddeti olusturduklar1 goriilmektedir. Yapilmis olan diger
calismalarda da kisnis tohumlarindan A. alternata, Aspergillus, Fusarium, Penicillium ve
Rhizopus tiirlerinin izole edildigi bildirilmistir (Mangwende ve ark. 2018). A. niger ise yalnizca
kisnis tohumlarindan izole edilerek, patojenisite testine tabii tutuldugu icin istatistiki acidan bu

oran dnemli olarak degerlendirilmistir (P<0.01).
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6. SONUC VE ONERILER

Son on bes yildaki sentetik bilesiklerdeki olaganiistii ilerlemeye ragmen, tibbi ve
aromatik bitkilerin, 6nemli ilaglarin hammaddesi olarak kullanimi her gegen giin artmaktadir.
Giiniimiizdeki biitiin ilaglarin yaklasik %25 ile %30'unun dogrudan veya dolayli olarak
bitkilerden elde edildigi bilinmektedir. Bu tiir bitkilerin fungal patojenler tarafindan istila
edilmesi, yiiksek kalitede ve miktarda iiriin elde edilmesinde 6nemli bir engel teskil etmektedir.
Bu yiizden iiretimde kullanilacak tibbi ve aromatik bitkilere ait tohum cesitlerinin bu
patojenlere karsi genetik dayanikliligi incelenmeli, dayanikli olmayan tohumlarin {iretimine

izin verilmemelidir.

Ulkemizde ve diinyada genel olarak yapilan ¢alismalar dikkate alindiginda tohum
kaynakli funguslarin tespitine yonelik fazla bir arastirmaya rastlanmamaistir. Bu konu iizerinde
yapilmis olan tez ¢alismamiz da melisa tohumlarindan izole edilen Alternaria alternata,
Botrytis cinerea ve A. arundinis; keten tohumlarinda C. sphaerospermum; ¢emende A.
alternata; iilkemiz igin ilk kayittir. Calismamiz tohumla tasinabilen hastalik etmenlerinin
tespitine ve patojenisitelerinin belirlenmesine yonelik, yapilacak bir sonraki arastirmalar igin

aydinlatici bir nitelik tagimaktadir.
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