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OZET Fitopatoloji

Hasat 6ncesi ve sonrasi tarimsal trtiinlerde meyve i¢ ¢liriikliigiine neden

olan fungal etmenler ciddi kalite ve verim kayiplarina neden olurken, Aragtirma Makalesi
gidalarda tdrettikleri mikotoksinler tiliketiciler ig¢in saghk riski

olusturur. Bu calismada, Hatay ilinde yetistirilen ve yerel pazarlarda Makale Tarihgesi

satilan kurutmalik biber meyvelerinde i¢ c¢urukligu belirtisine neden Gelis Tarth1  :10.03.2022
olan fungal hastalik etmenlerinin, izolasyonu, morfolojik ve MALDI- Kabul Tarihi :21.04.2022
TOF yontemleri ile tanilanmasi, yaygin hastalik etmenlerine karsi

farkli bitki ugucu yaglarinin antifungal etkilerinin belirlenmesi Anahtar Kelimeler

amaglanmigtir. Hastalik belirtisi gosteren meyve 6rneklerinden yapilan
izolasyonlar1 muteakiben yapilan morfolojik ve MALDI-TOF tanilama

Ucucu yaglar
Antifungal etkinlik

calismalar1 sonucunda Alternaria alternata ve Aspergillus niger en sik Biber
rastlanan fungal hastalik etmenleri olarak belirlenmistir. Hastalik Alternaria alternata
etmenlerine kars1 kekik (7Thymus vulgaris L., Tymbra spicata L. ve Aspergillus niger

Origanum syriacum L.), rezene (Foeniculum vulgare Mill.), defne
(Laurus nobilis L.) ve okaliptiis (Eucalyptus camaldulensis Dehnh)
ucucu yaglarinin buhar fazinda farkli dozlarinin antifungal etkinlikleri
in vitro kogullarda arastirilmistir. Fungus izolatlarina karsi en yiksek
antifungal etkinlik (% 100 engelleme) 7Thymbra spicata, Origanum
syriacum ve Thymus vulgaris ugucu yaglarinin 4.0-6.0 ul petri?
dozlarinda goézlenmigtir. Test edilen fungal izolatlara karsi en dusiik
antifungal etkinlik ise Eucalyptus camaldulensis (16.0-40.0 pl petri?l)
ucucu yag tarafindan gosterilmigtir. Yapilan c¢alismalarla ugucu
yaglarin antifungal o6zellikleri ve ECso degerleri belirlenmigtir. Elde
edilen sonuclara goére bitki ugucu yaglari, doza bagh bir sekilde test
edilen izolatlara karsi antifungal etkinlik gostermiglerdir. Elde edilen
sonuglar bitki ugucu yaglarimin, kurutmalik tarimsal urinlerde
biyofumigant olarak uygulanabilecegini géstermistir.

In vitro Antifungal Effects of Plant Essential Oils Against Some Fungal Disease Agents Causing

Internal Rot of Dried Pepper Fruits

ABSTRACT Phytopathology

Fungal disease agents that cause internal fruit rot in agricultural

products before and after harvest cause serious quality and yield losses. Research Article

At the same time, the mycotoxins they produce in foods pose a health : :

risk for consumers. In this study, it was aimed to isolate fungal disease Artlc}e Hlstory'

agents that cause internal rot symptoms in dried pepper fruits grown in Received ) 10.03.2022
Hatay province and sold in local bazaars, to identify by morphological Accepted +21.04.2022
and MALDI-TOF methods, and to determine the antifungal effects of Keywords

different plant essential oils against the most common disease agents.
Alternaria alternata and Aspergillus niger were determined as the most
common fungal disease agents following the result of isolations,

Essential oils
Antifungal activity

. . . . . Pepper
morphological and MALDI-TOF diagnostic studies from fruit samples A ]?elin aria alternata
showing signs of disease. Antifungal effects of different vapor doses of Aspergillus niger

essential oils of different thyme (7hymus vulgaris L., Tymbra spicata L.
and Origanum syriacum L.), fennel (Foeniculum vulgare Mill.), laurel
(Laurus nobilis L.) and eucalyptus (Fucalyptus camaldulensis Dehnh)
were investigated against fungal disease agents in vitro conditions. The
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highest antifungal activities (100% inhibition) against fungal isolates
were displayed by essential oils of Thymbra spicata (2.0-4.0 pl Petri1),
Origanum syriacum (4.0 pl Petri) and Thymus vulgaris (4.0-6.0 pl
Petril). FEucalyptus camaldulensis (16.0-40.0 Petril) exhibited the
lowest antifungal activity against tested fungal isolates. In addition, the
antifungal properties and ECso values of essential oils were also
determined. Plant essential oils showed antifungal effects against the
tested fungal isolates in a dose-dependent manner. The results showed
that plant essential oils might be applied as biofumigants in dried

agricultural products.
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GIRIS yontemlerin baginda kimyasal fungisit uygulamalari

Solanaceae familyasinda yer alan biber (Capsicum
annuum L.), Diinyada ve Tiirkiye’de en fazla iiretilen
sebzelerden biri olup, gerek taze olarak gerekse
kurutmalik veya baharat olarak olduk¢a fazla
tiketilmektedir. 2020 y1l1 biber tiretim verilerine gére
Turkiye, sirasiyla Cin, Meksika ve Endonezya’dan
sonra 2 636 905 ton Uretim miktar: ile diinyada en
¢ok taze biber Uretimi gerceklestiren 4. tlke olurken,
ayni yil 16 271 ton kurutmalik biber Uretimiyle ise
diinya genelinde 24. sirada yer almistir (Wien, 1997;
Anonymous, 2022).

Kurutmalik biber ve bunlardan tretilen baharatlar,
fungal etmenlerin uretmis olduklar
mikotoksinlerden en fazla etkilenen Dbitkisel
triinlerden biridir (Ozkaya ve ark., 1999; Duman,
2010). Kurutmalik olarak tiiketilen biberler iizerinde
gelisen ve insan saghgina ciddi zararlar verebilen
mikotoksinlerden kaynakli trin kayiplari son
yillarda 6nemli bir boyuta ulagmistir (Ham ve ark.
2016). Farkl tiriinlerde toplamda 400’e yakin fungal
etmen tarafindan olusturulan mikotoksinlerin,
insanlarda ve hayvanlarda dogrudan veya dolayli bir
sekilde ciddi saglik sorunlarina sebep olduklar: farkl
calismalarda bildirilmistir (Hussein & Brasel, 2001;
Smith, 2001; Weidenborner, 2014; Hontanaya ve ark.,
2015; Okstiztepe & Erkan, 2016).

Ozellikle Aspergillus, Alternaria, Penicillium ve
Fusarium cinslerine ait tirlerinin en fazla mikotoksin
olusturan hastalik etmenleri olduklar1 farkh
calismalarda bildirilmistir (McKee, 1995; Kabak &
Dobson, 2017).

Mikotoksinler, gida furinlerine bulagtiktan sonra
cevresel kogullara dayanikli olmalarindan dolayr bu
urtunlerden uzaklagtirilmalari oldukea Zor
olmaktadir. Bu nedenle bulasiklik olusmadan o6nce
alinacak koruyucu tedbirler, irtinlerde mikotoksin

olusumunu simirlandirmak adina onemlidir
(Dvegowda ve ark. 1998; Smith, 2001). Mikotoksin
olugsturan funguslarla miicadelede bagvurulan
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gelmektedir. Ancak kullanilan kimyasallara fungal
etmenlerin  zamanla  dayamiklihk  kazanmasi,
miicadele etkinligini azaltabilmektedir (Smith, 2001;
Dwivedy ve ark., 2016).

Son zamanlarda bu etmenlerle miicadelede kullanilan
kimyasal pestisitlerin insan sagligina, dogaya,
cevreye ve hedef disi canlilara olan zararlarinin
artmasi ve insanlarin bu maddelerin kullanimi
konusunda bilin¢clenmesinden  dolayr  kimyasal
pestisit  kullanimi  konusunda daha mesafeli
durulmaktadir. Bu yaklagimlar neticesinde,
bakteriyel ve fungal kokenli hastalik etmenleriyle
kimyasal pestisitlere alternatif, insan sagligina ve
dogaya dost miucadele yontemlerinin arastirilmasi ve
gelistirilmesi zorunlulugu ortaya cikmistir (Soliman
& Badeaa, 2002; Soylu ve ark., 2022).

Son yillarda bilim insanlari tibbi ve aromatik
bitkilerden elde edilen ugucu yag, ekstrakt ve dogal
bilesenlerinin bitkisel turiinlerde sorun olan fungal,
bakteriyel hastalik etmenleri ve zararlilarin yanisira
gidasal urinlerde mikotoksin olusturan Aspergillus,
Alternaria, Botrytis, Fusarium, Penicillium vb.
cinslerine dahil farkli fungal tirlere kars1 kimyasal
pestisitlere alternatif kullanilabilme potansiyellerinin
arastirilmasina yonelik calismalara
yogunlasmiglardir (Soylu ve ark., 2005; Askun ve
ark., 2008; Sertkaya ve ark., 2010; Soylu ve ark.,
2010; Kurt ve ark., 2011, Tyagi & Malik, 2011; Otoni
ve ark., 2014; Nazareth ve ark., 2016; Hu ve ark.,
2017; Kaya ve ark., 2018; Kara ve ark., 2022; Atay &
Soylu, 2022). Yapilan literatiir arastirmasinda farkl
baharat ve kuruyemiglerde mikotoksin olusturan
fungal tiir(ler)e karst pekcok sayida calisma
mevcutken, biber meyvelerinde i¢ ¢liriimelere neden
olan fungal hastalik etmenlerine kars1 bitki ugucu
yaglarin antifungal etkinligi konusunda yapilmisg
oldukg¢a sinirh sayida ¢galigsmalar bulunmaktadir.

Bu calismada, (i) Hatay ili genelinde yetistirilen ve
yerel aktarlarla pazarlarda satilan kurutmalik biber
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meyvelerinde 1i¢ c¢urikligin neden olan fungal
hastalik etmenlerinin izolasyonu, (ii) morfolojik ve
MALDI-TOF ile tamilanmasi, (ii) yaygin olarak
belirlenen mikotoksin olusturma potansiyeline sahip
fungal etmenlerden Alternaria alternata ve
Aspergillus nigere karst farkli bitki turlerinden
(Thymus vulgaris L., Tymbra spicata L., Origanum
syriacum L., Foeniculum vulgare Mill., Laurus nobilis
L. ve Eucalyptus camaldulensis Dehnh) elde edilmis

bitki ucucu yaglarinin antifungal etkileri
arastirilmigtir.
MATERYAL ve METOD

Calismanin ana materyallerini olusturan fungal
izolatlar Aspergillus niger ve Alternaria alternata
yapilan sorveylerde toplanan kurumus veya ig¢
curiukligua belirtisi goésteren biberlerden izole
edilmigtir. Calismada antifungal etkileri farkli bitki
pataojeni fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine
kars1 arastirilan Thymus vulgaris, Thymbra spicata,
Origanum syriacum, Laurus nobilis, Foeniculum
vulgare ve  Fucalyptus camaldulensis ugucu
yaglarinin, kimyasal icerikleri 6nceden belirlenmig
olmalar1 nedeniyle segilmiglerdir. Fungal hastalik
etmenlerinin izolasyonu, tanis1 ve ugucu yaglarin
antifungal etkilerinin  belirlendigi calismalarda
kullanilan Patates Dekstroz Agar (PDA) besi yeri
(Merck, Darmstad, Germany) kullanilmigtir.

Bitkilerden Ugucu Yaglarin Elde Edilmesi

Funguslara kars: antifungal etkileri aragtirilan ugucu
yaglar, kurutulan bitkilerin farkli kisimlarindan elde
edilmigtir. Thymus vulgaris, Thymbra spicata,
Origanum syriacum, Laurus nobilis ve Fucalyptus
camaldulensis ugucu yaglari bitkilerin
yapraklarindan, Foeniculum vulgare ugucu yag ise
bitkinin tohumlarindan daha onceden bildirildigi
sekilde Clevenger tipi ugucu yag ¢ikartma cihazi ile 3
saatlik buhar distilasyonu sonucu elde edilmistir
(Soylu ve ark., 2010). Elde edilen ucucu yaglar,
calismalarda kullanilmak tzere icerisinde anhidroz
sodyum stlfat bulunan koyu renkli cam sigelerde -20
°C’de muhafaza edilmigtir.

Fungal Etmenlerin Izolasyonu ve Tanis:

Hatay 1ilinin &6nemli biber ekim alanlarindaki
tarlalarinda hastalik Dbelirtileri goésteren hasat
olgunlugundaki biberler ile yerel aktar ve halk
pazarlarindan tesadifen toplanmis kurutulmus
kirmizi  bas  biberleri  hastalik  etmenlerinin
izolasyonunda kullanmilmagtir. Hastalik  belirtisi
gosteren bitki dokular1 yiizeysel olarak dezenfekte
edildikten sonra 50 pg ml! streptomisin sulfat igeren
PDA besi ortamina ekimleri yapilmig ve 3-5 gin

boyunca 25 °C'de inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonrasi petrilerde gelisen fungus
kolonilerinden saflastirmalar yapilmig ve
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denemelerde kullanilmak tzere tek spor izolatlar:
elde edilmistir (Soylu ve ark., 2021). Saf kiiltiirler
sonraki calismalarada kullanilmak tlzere +4 °C’de
muhafaza edilmigtir. Fungal izolatlarin tiur teghisleri
gerek morfolojik olarak (Dugan, 2006), gerekse
MALDI-TOF (Soylu ve ark. 2020) analizleriyle
belirlenmisgtir.

Fungal Izolatlarin Patojenisite Testleri

Elde edilen fungal izolatlarin patojenisite testlerinde
saghkl, taze kirmizi biber meyveleri kullanilmis ve
testler 2 farkh sekilde uygulanmigtir. Birinci yontem
olarak, 5 giinliik fungus kiilttirlerinin hazirlanan spor
siispansiyonlart1 (105 spor ml?1), saghkli biber
meyveleri (n=>5) icerisine (50 pl biber-! olacak sekilde)
dogrudan enjekte edilmig ve enjeksiyon bolgesi
parafilmle sarilmistir. Ikinci yéntem olarak ise, yine 5
giinliik fungus kiiltiirlerinden alinan misel diski (6
mm capinda), steril kosullarda kesilen saglikli biber
meyvesi (n=5) icerisine yerlestirilmis ve sonradan
kesilen doku parafilm ile sarilmistir. Her iki sekilde
de inokulasyonu yapilmis biber meyveleri Once
15x25x15 cm ebatlarinda steril plastik saklama
kaplar1 igerisine konulmustur. Kaplarin tabanina
onceden steril su ile islatilmis kurutma kagitlar
yerlestirilerek gerekli nem kogullar1 saglanmigtir. Bu
sekilde hazirlanmig ve kapagi kapali kutular daha
sonra 16:8 aydinlik/karanlik foto periyoda, 24 °C
sicakliga ayarlanmig inkiibatorlerde 5-10 gun stre ile
inkibasyona birakilmigtir. Kontrol olarak saghklh
biber meyvelerin inokulasyonunda steril su ve steril
PDA diski kullanilmigstir. Bu siire sonunda
inokulasyon noktalarinda ortaya cikan i¢ ¢truklugi-
yumusamasi  belirtilerinden  re-izolatlar elde
edilmigtir. Elde edilen re-izolatlar, benzer teghis
yontemleri kullanilarak orijinal izolatlarla
karsilastirilmis ve tanilar tekrar teyit edilmistir.

Bitki Ucgucu Yaglarimin Alternaria alternata ve
Aspergillus  nigerin  Misel Geligimi Uzerine
Antifungal Etkilerinin Belirlenmesi

Ucucu yaglarin fungal izolatlarin misel geligimi
uzerine olan antifungal etkileri PDA besi yeri igeren
cam petri kaplarinda (90 mm c¢apinda) in vitro
kogullarda arastirilmistir. Bu amacgla 7 gilinlik
kiiltiirden alinan miselyal agar diskleri (6 mm), PDA
besi yeri iceren (20 ml petri-1) petri kaplarina inokule
edilmigtir. Petri kapaginin i¢ ylizeyinin merkezine ise
mikro pipet yardimi ile ugucu yaglarin farkh
konsantrasyonlar: (0.25-40.0 pl petri!) konulduktan
sonra hizli bir geklide kapak kapatilarak, petriler
parafilm ile (2-3 kez) sarilmistir. Islem sonunda
petriler ters cevrilerek (kapak altta kalacak sekilde)
25 °C’de 5-7 giin inkiibasyona birakilmigtir. Kontrol
grubu petrilere aym gekilde fungus diskleri
yerlestirilmis ancak ugucu yag yerine sadece steril saf
su emdirilmigtir. Kontrol petrilerinde fungus misel
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gelisimi tum petri yuzeyini kapladiginda fungal
koloni c¢aplar1 olgiilerek degerlendirilmis, her bir
ucucu yag i¢in farkli konsantrasyonlarda engelleme
orani, (%) Abbott formiiliine gére hesaplanmistar.

Engelleme (%) = [(Kra-Urc)/Kra] x 100

Kra = Kontrol petrilerdeki fungal gelisim (mm)

Ure = Uygulama yapilmisg petrilerdeki fungal geligim
(mm)

Ucucu yaglarin farkli dozlarina ait antifungal
etkinlik calismalar1 3 tekerriir olacak sekilde tesadif

parselleri deneme desenine gore kurulmustur.
Yapilan denemeler ki farkh zamanda
tekrarlanmagtir.

Ugucu Yaglarinin in vitro Kogullarda Fungisidal ve
Fungistatik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ucucu yaglarin disuk engelleme
konsantrasyonlarinda (MIC)daki antifungal
etkilerinin fungisidal ya da fungistatik 6zellikle olup
olmadigini belirlemek amaciyla, denemeler sonrasi
petrilerde gelisme goéstermeyen misel diskleri, taze
PDA besi yerine (n=3) aktarilmis ve 25°C’de 5 giin
boyunca tekrar inkubasyona birakilmistir. Misel
diskleri yeni aktarildiklar1 PDA besi yeri lzerinde
herhangi bir gelisme gostermemigse ugucu yagin
antifungal etkisi fungisidal (tamamen engeleyen,
oldiiriicil), misel gelisimi tekrar baslamis ise ucucu
yagin antifungal etkisi fungistatik (gecici) olarak
kayit edilmigtir. Denemeler her ugucu yagin MIC
dozu i¢in 3 tekerrur olacak sekilde tesadif parselleri
deneme desenine goére kurulmustur. Yapilan
denemeler iki farkli zamanda tekrarlanmagtir.

en

Deneme Deseni ve Istatistik Analizler

Farkli ugucu yag konsantrasyonlarinda él¢tlen koloni
caplar1 SPSS istatistik programi (SPSS Statistics
17.0) kullamilarak tek yénlii ANOVA ile analiz
edilmis, uygulamalar (yaglar ve dozlar1) arasindaki
farkhihk Tukey HSD Testi ile karsilastirilmistir
(P<0.05). Ucucu yaglarin farkli konsantrasyonlarda
misel gelisgimini %50 diizeyinde engelleyen etkili
konsantrasyonlar: (ECso), her bir ucucu yag icin farkl
konsantrasyonlardaki ortalamalari SPSS istatistik
programinin (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL,
UsA) kullanildig: Probit analiziyle
degerlendirilmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Kurutmalhk Biberlerde Ciirimelere Neden Olan
Hastalik Etmenlerinin Izolasyonu, Tanilanmasi ve
Patojenisite Testleri

Kurutmalik biber meyvelerinde c¢lirtimelere neden
olan (Sekil 1A) fungal etmenleri belirlemek amaciyla
yapilan izolasyonlarda Aspergillus niger, A. flavus,
Fusarium incarnatum, Botrytis cinerea,
Cladosporium spp, Penicillium italicum, P. digitatum
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ve Rhizopus stolonifer gibi patojenik ve saprofitik
karakterli fungal tiirler izole edilmistir. Elde edilen
izolatlar arasinda bir ¢ok bitkide hasat oncesi ve
sonrasi donemde 6nemli derecede verim kayiplarina
sebep olan fungal etmenlerden Aspergillus niger ve
Alternaria alternata (Sekil 1B,C) en yaygin 2 tiir
olarak bulunmustur. Morfolojik olarak 6n teshisleri
yapilmis olan bu 2 ture ait izolatlara karsi ugucu
yvaglarin etkileri arastirilmadan once saglhkli biber
meyvelerinde patojenisite testleri yapilmigtir. Yapilan
patojenisite calismalari sonrasi fungal izolatlarin,
inokule edilmis meyvelerin i¢ dokularinda izole
edildikleri dogal enfekteli meyvelerdeki belirtilere
benzer belirtilere neden oldugu gozlenmistir (Sekil
1D,E). Patojenisite testi yapilan saglikli meyvelerde
gelisen fungal izolatlar (re-izolatlar) icin, orijinal
izolatlara uygulanmis olan benzer teshis yontemleri
uygulanmis, yapilan teshis calismalar1 sonrasi re-
izolatlarin orijinal izolatlarla ayni tirler olduklari
belirlenerek bunlarin biberde patojen olduklar: teyit
edilmigtir. Turlerin morfolojik tanilari yapilan
MALDI-TOF (Sekil 2) analizi ile teyit edilmistir.
Ucucu yaglarin antifungal etkinlikleri, izolasyonlar
sirasinda yaygin turler olarak belirlenen Aspergillus
niger ve Alternaria alternata etmenlerine karsi
arastirilmigtir.

Bitki Ugucu Yaglarinin, Alternaria alternata’ya olan
in vitro Antifungal Etkileri

A. alternata’ya kars1 denemedeki ugucu yaglarin MIC
degerlerine bakildiginda en etkili ugucu yaglarin, 2.0
ul petrit dozla 7. spicata ve T. vulgaris oldugu,
bunlar sirasiyla 4.0 pl petrit dozla O. syriacum, 8.0
ul petri! dozla F. vulgare, 16 pl petri! doz ile L.
nobilis ve E. camaldulensis ugucu yaglarinin izledigi
belirlenmistir (Sekil 3).

Yapilan istatistik analiz sonucunda A. alternata’ya
karsi denenen farkli ugucu yag konsantrasyonlari
arasinda farkin o6nemli oldugu belirlenmis olup
(Cizelge 1) bu ucucu yag konsantrasyonlarinin fungal
hastalik etmeninin misel gelisimini % engellenmesi
uzerine olan antifungal etkinligi ise Cizelge 2'de
verilmigtir. Yapilan probit analiz sonrasi ugucu
yvaglarin A. alternatanin misel gelisimini %50
oraninda engelleyen etkili konsantrasyon

(ECs0) degerleri, 7. spicata icin 0.548 ul petril, O.
syriacum i¢in 0.596 pl petril, 7. vulgaris i¢in 0.682 ul
petri’l, F. vulgare i¢in 1.305 pl petri! ve L. nobilis i¢in
3.351 pl petrit olarak hesaplanirken, en yiiksek ECso
degeri E. camaldulensis igin 3.355 pl petri! olarak
belirlenmistir (Cizelge 1). Ucucu yaglarin A.
alternata’ya kars1 fungisidal/fungistatik etkilerine
bakildiginda 7. spicata, T. vulgaris ve O. syriacum
ugucu yaglari MIC degerlerindeki antifungal
etkinligin fungisidal, F. vulgare, L. nobilis ve
E. camaldulensis ugucu yaglar1 ise fungistatik
ozellikte oldugu belirlenmistir (Cizelge 2, Sekil 4).
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Sekil 1. Hastalik belirtisi gosteren biber meyveleri (a) ve i¢ kisimlarda gériilen fungal gelisim (ok). Hastalikli biberlerin i¢
dokularindan izole edilen A. niger (b) ve A. alternata (c) izolatlarmin petrilerde tipik koloni gelisimi. Patojenite
testleri sonucu biber meyvelerinde A. niger (d) ve A. alternata (e) izolatlarimin inokulasyon noktalarinda

olusturduklar ic ¢iiriikliigii belirtileri (ok).

Figure 1. (a) Pepper fruits showing disease symptoms and fungal mycelial growth seen in the interior (arrow) parts. Typical
colony development fungal disease agents A. niger (b) and A. alternata (c¢) isolates obtained from the internal
tissues of diseased peppers. Typical internal rot symptoms (arrows) caused by A. niger (d) and A. alternata (e)
isolates at the inoculation points in pepper fruits following pathogenicty test.
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Sekil 2. Hastalik belirtisi gésteren biber meyvelerinden elde edilen A. nigerve A. alternata izolatlarinin MALDI-

TOF tanilama sonuclari.

Figure 2. MALDI-TOF identification results of A. niger and A. alternata isolates obtained from symptomatic

pepper fruits
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Sekil 3. In vitro kosullarda (A) O. syriacum, (B) T. vulgaris, (C) T. spicata, (D) F. vulgare, (E) L. nobilis, ve (F) E.
camaldulensis ugucu yaglariminin A. alternatanin misel gelisiminin engellenmesi Uzerine olan
antifungal etkileri.

Figure 3. The antifungal effects of (A) O. syriacum, (B) T. vulgaris, (C) T. spicata, (D) F. vulgare, (E) L. nobilis,
and (F) E. camaldulensis essential oils on inhibition of mycelial growth of the fungal agent A. alternata.

Cizelge 1. Farkli ucucu yaglarin uygulandigi petrilerde gelisen A. alternata koloni ¢aplari (mm)
Table 1. Colony diameters (mm) of A. alternata in different essential oil applied petri plates

Farkl ugucu yaglarin misel gelisiminin (mm) engellenmesi iizerine etkinligi

Doz T. spicata T. vulgaris O. syriacum L. nobilis E. camaldulensis F. vuigare

0 84.3e 84.3f 84.3f 81.7f 81.7f 73.7h

1 43.3d 53.7e 48.3e 47.3e 55.0e 49.3g

2 20.7c 25.3d 21.3d 38.3d 34.3d 44.0f

3 11.7b 16.7c 15.3c 31.0c 27.7¢c 40.3e

4 0.0a 11.0b 9.7b 22.3b 17.0b 33.7d

5 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 0.0a 16.7c

6 nt nt nt nt nt 6.3b

7 nt nt nt nt nt 0.0a
ECso 0.548 0.682 0.596 3.351 3.555 1.305

Ts, Tv ve Os Dozlan (sirasiyla): 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0 ul petri'l; Ln ve Ec Dozlari: 0, 2.0, 4.0, 8.0, 12.0, 16.0 ul petri'l; Fv
Dozlar (sirasiyla): 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 pul petri'

Siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanmindaki farkli kiigik harfler, Tukey HSD testine gore uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli oldugunu gosterir (P<0.05).

nt: bu dozda test edilmedi

Bitki Ugucu Yaglarimn Aspergillus nigerin Misel sonuglar1 Cizelge 3 ve Sekil 5de verilmistir.

Gelisiminin Engellenmesi Uzerine olan in vitro Aspergillus nigere kargi ugucu yaglarin MIC
Antifungal Etkisi degerlerine incelendiginde en etkili ugucu yaglarin
Farkli ucucu yaglarin buhar fazinda A. nigerin misel 4.0 petri? pl dozla 7 splca‘ta ve O. syriacum oldugu,
gelisimini engellemesi tzerine olan antifungal etki bunlar: sirasiyla 6.0 pl petrit dozla 7. vulgaris, 8.0 ul
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petril dozla F. vulgare, 35.0 ve 40.0 ul petril dozlar belirlenmis olup (Cizelge 3) bu ucucu yag

ile L. nobilis ve E. camaldulensis ugucu yaglarinin konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeninin
izledigi gortulmustir. Yapilan istatistik analiz misel gelisimini % engellenmesi {izerine olan
sonucunda A. nigere karsi denenen farkli ugucu yag antifungal etkinligi Cizelge 4’de verilmistir.

konsantrasyonlar1 arasinda farkin o6nemli oldugu

Cizelge 2. Farkli ucucu yaglarin A. alternata’nin misel gelisimini engelleme (%) potensiyelleri
Table 2. Inhibitory potentials (%) of different essential oil on mycelial growth of A. alternata

Farkl ugucu yaglarin misel gelisimini % engelleme potansiyelleri

Doz T. spicata T. vulgaris O. syriacum L. nobilis FE. camaldulensis F. vulgare
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 48.6 36.4 42.7 42.1 32.7 33.1
2 75.5 70.0 74.7 53.1 58.0 40.3
3 86.2 80.2 81.8 62.1 66.1 45.3
4 100.0* 87.0 88.5 72.7 79.2 54.3
5 100.0 100.0* 100.0* 100.0** 100.0** 77.4
6 nt nt nt nt nt 91.4
7 nt nt nt nt nt 100.0%*

Ts, Tv ve Os Dozlan (sirasiyla): 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0 ul petri'l; Ln ve Ec Dozlari: 0, 2.0, 4.0, 8.0, 12.0, 16.0 ul petri'l; Fv
Dozlan (sirasiyla): 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 pl petri?!

* ye ** bu dozlarda ugucu yagin etkinliginin fungisidal veya fungistatik oldugunu gostermektedir. nt: bu dozda test edilmedi.

Sekil 4. Fungal etmen A. alternata’ya kargi minimum engellemenin gérildigi dozlarda ugucu yaglarin
fungisidal ve fungistatik (ok) etkisi.

Figure 4. Fungicidal and fungistatic (arrow) effects of essential oil at minimum inhibition concentrations against
the fungal agent A. alternata.

Cizelge 3. Farkl ucucu yaglarin uygulandig: petrilerde gelisen A. nigerin koloni ¢aplari (mm)
Table 3. Colony diameters (mm) of A. niger in different essential oil applied petri plates

Farkl ugucu yaglarin misel gelisiminin (mm) engellenmesi iizerine etkinligi

Doz T. spicata T. vulgaris  O. syriacum L. nobilis E. camaldulensis F. vulgare
0 59.7f 59.3g 59.3f 69.7h 69.7h 65.31
1 57.7e 58.3f 54.3e 67.3g 69.3h 55.7h
2 40.3d 50.3e 43.3d 52.7f 40.7g 51.7¢g
3 29.3c 35.3d 31.3¢c 38.3e 30.7f 44.3f
4 11.3b 24.3c 19.3b 25.7d 23.3e 41.0e
5 0.0a 15.3b 0.0a 17.3c 19.7d 39.3d
6 nt 0.0a 0.0a 11.3b 15.0c 33.3¢
7 nt nt nt 0.0a 8.7b 19.3b
8 nt nt nt nt 0.0a 0.0a

ECso 1.324 1.910 1.410 15.599 14.559 2.144

Ts, Tvve Os Dozlan (sirasiyla): 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0 pl petril; Ln ve Ec Dozlan (sirasiyla): 0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0,
30.0, 85.0, 40.0 pl petri’l; Fv Dozlan (sirasiyla): 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 ul petri'?

Stutun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik harfler, Tukey HSD testine gore uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugunu gésterir (P<0.05). nt: bu dozda test edilmedi
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4 =
Sekil 5. In vitro kosullarda (A) O. syriacum, (B) T. vulgaris, (C) T. spicata, (D) F. vulgare, (E) L. nobilis, ve (F) E.
camaldulensis ugucu yaglariminin A. nigerin misel gelisiminin engellenmesi iizerine olan antifungal
etkileri.
Figure 5. The antifungal effects of (A) O. syriacum, (B) T. vulgaris, (C) T. spicata, (D) F. vulgare, (E) L. nobilis,
and (F) E. camaldulensis essential oils on inhibition of mycelial growth of the fungal agent A. niger.

Cizelge 4. Farkl ucucu yaglarin A. nigerin misel gelisimini engelleme (%) potensiyelleri
Table 4. Inhibitory potentials (%) of different essential oils on mycelial growth of A. niger

Farkli ugucu yaglarin misel gelisimini % engelleme potansiyelleri

Doz T. spicata T. vulgaris O. syriacum L. nobilis E. camaldulensis F. vulgare
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
1 3.4 1.7 8.4 3.3 0.5 14.8
2 32.4 15.2 27.0 24.4 41.6 20.9
3 50.8 40.4 47.2 45.0 56.0 32.1
4 81.0 59.0 67.4 63.1 66.5 37.2
5 100.0* 74.2 100.0 75.1 71.8 39.8
6 nt 100.0* 100.0% 83.7 78.5 49.0
7 nt nt nt 100.0%* 87.6 70.4
8 nt nt nt nt 100.0** 100.0**

Ts, Tvve Os Dozlar (sirasiyla): 0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0 ul petri’; Ln ve Ec Dozlar1 (sirasiyla): 0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0
ul petri'l; Fv Dozlar (sirasiyla): 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 ul petri?
* ve ** bu dozlarda ugucu yagin etkinliginin fungisidal veya fungistatik oldugunu géstermektedir. nt: bu dozda test edilmedi.

Yapilan probit analiz sonrasi ugucu yaglarin A. vulgaris i¢gin 1.910 ul petri?, F. vulgare igin 2.144 pl
nigerin misel geligimini %50 oraninda engelleyen petril, E. camaldulensis i¢gin 14.559 pl petri?! olarak
etkili konsantrasyon (ECso) degerleri, 7. spicata igin hesaplamrkeq, en yl'iksek. EC50.dg§eri.i¢;in L. nobilis
1.324 ul petri?, O. syriacum igin 1.410 pl petri?, T. 15.599 ul petrilolarak belirlenmistir (Cizelge 3).
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Ucucu yaglarin A. nigere kars1 fungisidal/fungistatik nobilis ve [E. camaldulensis ugucu yaglar1 ise
etkileri incelendiginde 7. spicata, T. vulgaris ve O. fungistatik etki gosterdikleri belirlenmistir (Cizelge
syriacum ugucu yaglar1 fungisidal, F. vulgare, L. 4, Sekil 6).

Sekil 6. Fungal etmen A. nigerée kargst minimum engellemenin gorildigi dozlarda wugucu yaglarin
fungisidal/fungistatik etkisi.
Figure 6. Fungicidal and fungistatic (arrow) effects of essential oil at minimum inhibition concentrations against
the fungal agent A. niger.

Calismada  kullanilan farklh  ucucu  yaglarin Sonuglar degerlendirildiginde, test edilen her iki
Alternaria alternata ve Aspergillus nigerin misel fungus tirtine karsi MIC degerinde en gilglu
geligimi  lzerine olan etkilerinin aragtirildig: antifungal etkiler (% 100 engelleme) sirasiyla
denemeler sonucunda elde edilen MIC degerleri, Thymbra spicata (2.0-4.0 pl petril), Origanum
antifungal etki ve ECso degerleri Cizelge 5de syriacum (4.0 pl petri')) ve Thymus vulgaris (4.0-6.0
6zetlenmigtir. Ugucu yaglar, MIC degerleri ve ECso ul petri) ugucu yaglar tarafindan gosterilmis olup,
sonuclar1  agisindan  degerlendirildiginde fungal Foeniculum vulgare ugucu yagi 8.0 pl petri! ve
etmenlere karsi en yliksek antifungal etkinlik 3 farkl Laurus nobilis ugucu yag 16.0-35.0 pl petri?
kekik tiirit olan 7! spicata, O.syriacum ve T, vulgaris dozlarinda antifungal etki géstermiglerdir. Test
ugucu yaglar tarafindan gosterilmis olup, bu yaglar edilen her iki tiire kars1 en diisiik antifungal etki ise

swrasiyla F. vulgare ve L. nobilis ugucu yaglar: takip EL{ca]yptus cama]du]gnsjs (16.0-40.0 .Hl pet'ri'l) ugucu
etmigtir. Fungal etmenlere kars1 en digsik etki ise £. yagl uygulanmis petrilerde kayit edilmistir (Cizelge
camaldulensisde gérilmustiir. 5).

Cizelge 5. Caligmalarda kullanilan farkh ugucu yaglarin A. alternata ve A. nigerin misel gelisimini engelleyen
minimum engelleme konsantrasyonlar: (MIC) ve misel gelisimini %50 engelleyen etkili konsantrasyon
degerleri (ECso)

Table 5. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of different essential oils and effective concentration that

inhibit mycelial growth by 50% (ECso)

Fungal etmenlerinin misel gelisimini engelleyen Minimum Engelleme
Konsantrasyonlar1 (MIC) ve ECso Degerleri ( pl petri)

A. alternata A. niger

Ugucu Yaglar MIC ECso MIC ECso

T. spicata 2.0* 0.548 4.0* 1.324
O. syriacum 4.0* 0.596 4.0* 1.410
T. vulgaris 4.0* 0.682 6.0* 1.910
F. vulgare 8.0*%* 1.305 8.0** 2.144
L. nobilis 16.0%* 3.351 35.0*%* 15.599
F. camaldulensis 16.0** 3.555 40.0** 14.559

* ve ** bu dozlarda ugucu yagin etkinliginin fungisidal veya fungistatik oldugunu gostermektedir.

Alternaria alternata ve Aspergillus niger ile ve ark. 2007; Reddy ve ark., 2010) bu calismada bu

bunlarin baglh olduklari cinslerde yer alan diger turlerin mikotoksin Uretme potansiyelleri ayrica
birgok tirin insan ve hayvan saghgna zararh arastirilmamisgtir. Penicillium, Aspergillus,
kuvvetli mikotoksin Uretme yeteneklerine sahip Alternaria ve Fusarium cinsine ait tlrlerin 6nemli
olduklar: bildirildiginden (Rheeder ve ark. 2002; Jens derecede mikotoksin Ttreticisi funguslar olduklar:
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(McKee, 1995; Kabak & Dobson, 2017), Aspergillus
tiirlerinin daha ¢ok Aflatoxin (Uylaser ve ark., 2005),
Alternaria tirlerinin ise Alternariol (AOH) ve
Alternariol monometil (Yiannikouris & Jouany, 2002)
gibi mikotoksinleri trettikleri &nceden yapilmig
calismalarla belirlenmigtir.

Daha 6nce yapilmig ¢aligmalar ele alindiginda ugucu
yag ve ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinlikleri
daha ¢ok insan/hayvan/gida patojenlerine kars:
arastirilmig olup, 6zellikle hasat sonrasi mikotoksin
olusturan Dbitki patojenlerine kars1 etkinlikleri,
oldukca kisith sayida ¢aligamada arastirilmigtir.
Yapilan literatiir aragtirmasinda dogrudan biber
meyvelerinde ¢lurliimelere neden olan A. alternata ve
A. niger fungal etmenlerine karsi bitki ugucu yaglarin
antifungal etkilerinin arastirildigr bir c¢alismaya
rastlanilmamig olup, biberden izole edilmis bu fungal
etmenlere karsi farkl bitki tiirlerinden elde edilmis
ucucu yaglarin etkinligi ilk kez bu ¢alisma ile ortaya
koyulmustur.

Depolanmis farkli tarimsal trinlerde mikotoksin
olusturan Aspergillus niger (Sokolic-Mihalak ve ark.,
2012; Ghaffar ve ark., 2015; Fitsiou ve ark., 2016;
Hossain ve ark., 2016; Tsimogiannis ve ark., 2017) ve
Alternaria alternataya karst (Xu ve ark., 2014)
calismalarda kullanilan bitkilerden farkl bitki ugucu
yag ve ekstraktlarinin antifungal etkiler gosterdikleri
bildirilmigtir. Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar
onceden yapilmig calisma sonuglariyla
kargilagtirildiginda sonuglarin birbirlerini destekler
nitelikte olduklar1 gorulmektedir. Nitekim calismada
kullanilan bitki ugucu yaglarin tamami A. alternata
ve A nigere karst  kullamildiklari  farklh
konsantrasyonlara bagli olarak degisen oranlarda
antifungal etkiler gostermiglerdir. Ucucu yaglarin
antifungal etkinligi, elde edildigi bitki tlrd,
uygulandig1 fungal tiir ve konsantrasyonlarina bagh
olarak fungisidal ve fungisitatik etkiler gosterdigi
yapilan in vitro ¢alismalarla belirlenmigtir.

Calismalarda kullanilan baz kekik tlrlerine ait
ugucu yaglarimin sebzelerde sorun olan toprak
(Rhizoctonia solani, Phytopthora capsici, Sclerotinia
sclerotiorum) ve yaprak kokenli (Botrytis cinereae ve
Phytopthora infestans) bircok fungal hastalik
etmenlerine karg1 olduke¢a diigiik konsantrasyonlarda
antifungal etkilere sahip olduklar1 énceden yapilmig
in vitro ve in vivo ¢alismalarda da bildirilmistir
(Yegen ve ark. 1992; Soylu ve ark., 2006; Soylu ve
ark., 2007; Soylu ve ark., 2010). Bu calismada da,
sozl gecen calismalar: destekler nitelikte test edilen
fungal etmenlere kars1 7. spicata, O. syriacum, T.
vulgaris ucucu yaglar 2.0-4.0 petri?!
konsantrasyonlariyla en yiksek antifungal etki
gosteren uygulamalar olmustur.

Ugucu yaglarin, calismadaki fungal etmenlere kars:
sergiledikleri antifungal etkiye, ugucu yagin igerdigi
bilegenlerin etkinliklerinden kaynaklandig
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distnilebilir. Nitekim ugucu yaglarin sahip olduklar:
fenolik bilesiklerin antimikrobiyal aktivitelerden
sorumlu olduklar1 daha o6nce yapilan bir c¢ok
calismalarda bildirilmistir (Tripathi ve ark., 2008).
Bu ¢alismada en ylksek antifungal etkiler sergileyen
T. spicata, O. syriacum, T. vulgaris kekik turlerinin
antifungal etkilerinin, ugucu yaginin igeriginde yer
alan carvacrol ve thymol gibi fenolik bilesiklerden
kaynaklandigi Dbildirilmistir (Ravid & Putievsky,
1983; Nguefack ve ark., 2012; Mamadalieva ve ark.,
2017; Khan ve ark., 2019; Lima ve ark. 2019;
Karpinski, 2020; Souza ve ark. 2022). Yakin
zamanda ugucu yaglarin antifungal etkilerinin
arastirildign calismada (Kara ve ark., 2022), rezene
ucucu yagi iceriginde limonene, estragole ve trans-
anethole, defne ucucu yag icerisinde ise sabinene,
eucalyptol, a-terpinyl acetate gibi ucucu bilesenlerin
antifungal etkinlikten sorumlu olduklari
bildirilmistir. Bu c¢alismaya benzer yapilmis baska
calismalarda trans-anethole, terpinen-4-ol, eugenol,
carvone, 1,8-cineole (eucalyptol) ve thymol gibi ucucu
yag ana bilesenlerinin Fusarium spp. Aspergillus spp.
Alternaria sp. ve Penicillium sp. gibi fungal
etmenlere karsi in wvitro antimikrobiyal etkinlige
sahip olduklar: bildirilmistir (Mimica-Dukic ve ark.,
2003; Morcia ve ark., 2012; Wang ve ark., 2018;

Andrade-Ochoa ve ark., 2021). Calismalarda
kullanilan bitki ugucu yaglarin Dbitkilerde ve
gidalarda sorun fungal ve bakteriyel hastalk
etmenlere kargi olduk¢a yluksek diizeylerde

antimikrobiyal etkilere sahip olduklari, kullanilan
ucucu yaglarin antimikrobiyal dozlarinda fungal ve
bakteriyel etmenlerin  hiicrelerinde  morfolojik
bozulmalara neden olduklari daha 6nceden yapilan
calismalarla ortaya konulmustur (Soylu ve ark., 2009;
Mengiillioglu & Soylu, 2012; Bozkurt ve ark., 2020;
Kara ve ark., 2020). Yakin zamanda yapilmis olan
calismada biber meyvelerinden izole edilen, ig
guriklige neden olan Aspergillus niger, Alternaria
alternata ve Fusarium incarnatum gibi hastalik
etmenlerine kargi farkli kimyasal yapidaki
isothiocyanate bilegiklerden methyl isothiocyanate
(MITC), 2-propenyl (Allyl) isothiocyanate (AITC),
benzyl isothiocyanate (BITC) ve ethyl isothiocyanate
(EITC)1in  oldukca  diisiik  konsantrasyonlarda
antifungal etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Atay &
Soylu, 2022).

Denemelerde kullanilan ugucu yag ve ana bileselerin
farkli fungus turlerine kargi antifungal etkilerinin
oldugu bildirilmis olmakla beraber, mevcut ¢calismada
kullanilan kekik tiurleri, defne, rezene ve okaliptus
ugucu yaglarimin biber meyvelerinde belirlenen A.
niger ve A. alternata etmenlerine karg1 glglu
antifungal etkilerinin, s6z konusu ana bileslerden
(6zellikle oransal olarak fazla olduklarindan dolay1
carvacrol, transanethole ve eucalyptol vb.) kaynakl
oldugu distinilebilir.
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Kontrol petrilerindeki misel gelisimiyle
kiyaslandiginda ugucu yaglarin, fungus misel
gelismelerini doza bagh bir sekilde in vitroda
engelleyebildikleri tespit edilmistir. Bununla beraber,
engelleme  bdélgesindeki  misel  gelisimi  1s1k
mikroskobu yardimiyla incelendiginde bu bélgelerde
bir takim yapisal bozukluklar meydana geldigi
belirlenmigtir. Nitekim ugucu yag uygulanan
petrilerdeki funguslarin hifleri ve konidilerinde
yapilan mikroskobik goézlemler sonucunda hiflerde
deformasyonlar, hif  capinin incelmesi ve
parcalanmasi, sitoplazmik pihtilagsma, konidilerde
sekil bozuklar1 (6zellikle misel gelisimini %100
engelleyen konsantrasyonlarda) gibi bazi morfolojik
yapisal degisimlere sebep oldugu gorilmustir.
Ozellikle kekik tiirlerinin meydana getirdigi yapisal
degisimlerin, diger ugucu yaglarin olusturdugundan
¢cok daha fazla olduguda da gézlemlenmistir. Daha
once yapilmis bazi c¢alismalarda da ugucu yaglarin
funguslarin misel yapisinda benzer deformasyonlara
neden oldugu, yapisal bozulmalara ise ucucu yag

iceriginde bulunan ana bilesenlerin
mikroorganizmanin hiicre zarmna zarar vermesi
dolayisiyla hicre duvari sentezini diizenleyen
enzimatik reaksiyonlarin olumsuz
etkilenebileceginden kaynakl olabilecegi

bildirilmistir (Soylu ve ark., 2006; Soylu ve ark., 2007;
Soylu ve ark., 2010; Lucas ve ark., 2012; Yong ve ark.,
2015; Kachur & Suntres, 2020).

SONUC ve ONERILER

Sonug¢ olarak, bitkisel kokenli ucucu yaglarin hasat
oncesi ve sonrasi biber meyvelerinde c¢lrimelere
neden olan fungal hastalik etmenlerine kars1 in vitro
sartlarinda antifungal etki gosterdikleri
belirlenmistir. Ozellikle kekik ugucu yaglar: en etkili
antifungal etkiyi gosterirken E. camaldulensis ugucu
yagl en dusik antifungal etkiyl gostermistir. Bu
calismada, in wvitro kosgullarda fungal patojenlere
kars1 yuksek diizeyde etkileri saptanan ucgucu
yaglarin (farklh kekik tiirlerinden elde edilen ucucu
yaglar), hastalik etmenleriyle miicadelede pestisitlere
alternatif olabilecek c¢evre dostu dogal preparatlar
olduklar1 degerlendirilmigtir.

Bitki ugucu yaglarinin ugucu ozellikleri g6z oniline
alindiginda bunlar fumigant olarak teksel ve/veya
karisgim halinde preparatlar1 yapilarak depolanmig
urtinlerde sorun olan fungal hastalik etmenlerine
karsi uygulanabilecegi digtiniilmektedir. Bunun yam
sira, farkli bitki tiirlerinden elde edilecek ucgucu
yaglarin in vitro ve in vivo kosullarda arastirilmasi ve
bitki patojenleriyle miicadelede pratikte
kullanilmalarina imkan saglayacak yontemlerin
geligtirilmesi de 6nem arz edecektir.

TESEKKUR
Bu calisma, HMKU Bilimsel Arastirma Projeleri
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Koordinatorliga tarafindan 17YLO13 nolu proje
kapsaminda desteklenmigtir.

Aragtirmacilarin Katk: Oran1 Beyan Ozeti-

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.
Cikar Catigmas1 Beyam
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir c¢ikar

¢atigsmasi olmadigini beyan ederler.
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