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OZET

TURUNCGIL EKSi CUORUKLUK HASTALIGI ETMENI
Geotrichum citri-aurantii’YE KARSI BITKi UCUCU YAG VE
ANA BIiLESENLERININ ANTiFUNGAL ETKINLiGINiN BELIRLENMESi

Bu ¢alismada, Dogu Akdeniz Bolgesinde yetisen Suriye kekigi (Origanum syriacum
var. bevanii Holmes), kaba kekik (Thymus serpyllum L.), karabas kekigi (Thymbra
spicata subsp. spicata L.), rezene (Foeniculum vulgare Mill.), karabas lavanta
(Lavandula stoechas var. stoechas) ve okaliptus (Eucalyptus camandulensis L.) bitki
tirlerinden elde edilen ugucu yaglar ile aldehit (trans-cinnamaldehyde), fenol
(carvacrol, trans-anethole ve eugenol), keton (carvone) ve alkol (linalool) yapilardaki
farkl1 bitkisel kdkenli ugucu yag ana bilesenlerinin in vitro antifungal etkinligi turunggil
meyvelerinde sorun olan fungal turunggil eksi ciiriikliik hastaligi etmeni Geotrichum
citri-aurantii’nin misel, spor ¢imlenmesi ve ¢im borusu gelisimi {izerine degme ve
buhar etkinlikleri farkli konsantrasyonlar kullanilarak arastirilmistir.

Ugucu yaglar ve ana bilesenlerin degme ve buhar etkinliklerine bakildiginda en
giiclii fungisidal etki kekik tiirleri (O. syriacum ve T. spicata ve T. serpyllum) ile aldehit
ve fenoller (trans-cinnamaldeyde, carvacrol, ve eugenol) tarafindan gosterilmistir. En
etkili ugucu yag olan O. syriacum buhar fazinda fungusun misel geligimini, spor
¢imlenmesini ve ¢imlenme borucugunun engellenmesi, 5.0 pl/petri konsantrasyonunda
tespit edilmistir. En etkili ugucu yag ana bileseni olan carvacrol ve trans-cinnamaldeyde
degme fazinda fungusun misel gelisimini, Spor ¢imlenmesini ve ¢imlenme borucugunun
engellenmesi, 20.0 ul/ml konsantrasyonunda tespit edilmistir.

Yapilan mikroskobik incelemelerde ugucu yaglar ve ana bilesenlerin funguslarin
hiflerinde ve sporlarinda sitoplazmik pihtilagsma, vakuollesme, erime ve sitoplazmik

bosalma seklinde gozlenen 6nemli yapisal deformasyonlara neden oldugu gozlenmistir.

2014, 62 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antifungal etkinlik, Bitkisel ugucu yag ve bilesikler, Geotrichum

citri-aurantii, hasat sonu hastaliklar, Turunggiller



ABSTRACT

DETERMINATION OF ANTIFUNGAL EFFECTS OF PLANT ESSENTIAL
OILS and MAJOR COMPOUNDS AGAINST CITRUS SOUR ROT DISEASE
AGENT Geotrichum citri-aurantii

In this study, in vitro antifungal effects of the essential oils obtained from different
plant species such as Syrian oregano (Origanum syriacum var. bevanii Holmes), thymus
(Thymus serpyllum L.), tyme (Thymbra spicata subsp. spicata L.), fennel (Foeniculum
vulgare Mill.), lavender (Lavandula stoechas subsp. stoechas L.) and eucalyptus
(Eucalyptus camandulensis L.) growing in the Eastern Mediterranean Region of Turkey
and pure volatile plant essential oil major compounds, such as aldehyde (trans-
cinnamaldehyde), phenols (carvacrol, trans-anethole and eugenol), ketone (carvone)
and alcohol (linalool), were investigated against mycelial growth, conidial germination
and germ tube elongation of Geotrichum citri aurantii major post-harvest fungal
pathogen of citrus fruits, by using different doses.

Among the plant essential oils and major compounds used, in the study, the
strongest volatile and contact fungicidal activities were obtained from thymes species
(O. syriacum ve T. spicata ve T. serpyllum), aldehyde and phenols ((trans-
cinnamaldehyde, carvacrol and eugenol). O. syriacum, as the most efficient essential oil,
completely inhibited mycelial growth, germination of spores and germ tube elongation
at 5.0 ul/plate concentration (volatile phase). Carvacrol and trans-cinnamaldeyde, as the
most efficient essential oil major compound, completely inhibited mycelial growth,
germination of spores and germ tube elongation at 20.0 ul/ml concentration at (contact
phase).

Considerable structural deformations such as cytoplasmic coagulation,
vacuolations, hyphal lysis and protoplast leakage were observed on fungal hyphae and
spores exposed to essential oils and major compounds under light microscope.

2014, 62 pages

Key words: Antifungal efficacies, Plant volatile essential oils and compounds,

Geotrichum citri-aurantii, post-harvest disease, Citrus
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1. GIRIS

Turunggiller basta C vitamini olmak iizere zengin vitamin ve mineral igerigine
sahip olan insan saglig1 i¢in son derece 6nemli meyvelerdir. Turunggiller, taze olarak
tiiketilmelerinin yaninda, meyve suyu, konserve ve recel-marmelat olarakta tiiketilir.
Ayrica kabugu, yapragi ve ¢iceginden elde edilen aromatik yaglar eczacilik ve parfim
sanayinde de kullanilmaktadir. Son yillarda gelismis {ilkelerde islenmis turunggil
trlinlerinin tiikketimi taze tiiketimden daha biiyiik bir artis gostermektedir. Gelismis
iilkelerde modern isleme tesislerinin bulunmasi ve islenmis {riinlerin nakliye ve
depolama kosullarina uygunlugu bu irlinlerin tiiketimini artirmaktadir. Turuncgil
meyvelerinin olgunlagmasinin uzun bir déneme yayilmasi ve olgunlasan meyvelerin
agac lizerinde bekletilebilmesi pazarlamada oldukca kolaylik saglayabilmektedir. Son
tic yilda Tirkiye’nin yas meyve ve sebze ihracatinin yarisinin turunggillerden
kargilaniyor olmasi turunggil iretiminin Tiirkiye acisindan Onemini de ortaya
koymaktadir. Ulkemizde Akdeniz, Ege ve Dogu Karadeniz bolgelerinde turunggil
yetistiriciligi ve ihracati giinden giline artmakta dolayisiyla iilke ekonomisine 6nemli
katkilarda bulunmaktadir. Diinya 2012 yili turunggil tiretimi 131.283.333 ton olarak
kaydedilmigtir. (Anonymous, 2012). Diinya turunggil iiretiminde iilkemiz, 3.556.000
ton iiretimiyle Cin, Brezilya, Amerika Birlesik Devletleri, Hindistan, Meksika, Ispanya,
[talyaMisir’dan sonra 9. sirada gelmektedir. Bu {iretimin %48’i portakal, %24’ii
mandarin, %22’si limon ve %6’s1 altintoptur. Ulusal Turunggil Konseyi’nin 2013 yili
verilerine gore Tiirkiye’nin toplam turunggil ihracat1 1.361.133 ton satistan elde edilen
932.890.000 dolarlik bir gelir ile toplam yas meyve ve sebzeler igerisinde yaklasik %41
orani ile birinci sirada yer almaktadir. Turunggil ihracatinda mandarin ilk sirada
gelmekte olup bu meyveyi, limon, portakal ve altintop izlemektedir (Anonim, 2014).

Turuncggiller ililkemizde en fazla Akdeniz, Ege ve kismen de Dogu Karadeniz
bolgelerinde yetistirilmektedir. Adana, Mersin ve Hatay illerinin yer aldigi Akdeniz
bolgesi Tiirkiye’deki toplam turunggil iiretiminin %72’ini karsilamaktadir. Altintop ve
limonun % 90’1, portakal ve mandarinin % 69’1 bu bolgeden elde edilmektedir. Mersin,
limon tiretiminde ilk sirada iken, Adana ve Hatay’da portakal en fazla iiretilen {iriin
olmaktadir. Adana, greyfurt (altintop) ve mandarin tiretiminde lilkemizde birinci sirada

yer almaktadir (Anonim, 2013b).



Ulke ekonomisi ve yére giftcisi acisindan olduk¢a Onemli olan turunggil
meyvelerinde hasat ve hasat sonras1 donemlerinde fungal hastalik etmenlerinin neden
oldugu oldukca ciddi triin kayiplar1 ortaya c¢ikmaktadir. Hasat sonrasi hastaliklar
nedeniyle turuncggillerde bahge, hasat, tasima ve depolama doneminde ortalama % 10-30
iriin  kayiplar1 olusurken, bu rakam yogun inokulum kaynaklarinin bulundugu
durumlarda %50’ yi bile asabilmektedir (Kaplan ve Dave, 1979; Salunkhe ve Desai,
1984; Wilson ve Pusey, 1985; Agar, 1987; Cohen, 1989; Wilson ve Ark., 1994 ).

Turunggil meyveleri bahgeden soframiza gelinceye kadar farkli agsamalarda birgok
fungal hastalik etmeninin saldirisina maruz kalmaktadir. Fungal hastaliklar meyve ve
sebzelerde oldugu gibi, turunggillerin hasadi, depolanmasi, paketlenmesi ve taginmalari
sirasinda en fazla iirlin kaybina neden olan biyotik faktorlerin basinda gelir (Eckert ve
Eaks, 1989). Fungal etmenlerden basinda yesil kiif ve mavikif ¢lirtikligii etmenleri
Penicillium digitatum, P. italicum, Meyve ic¢i siyah ciiriikliik etmeni Alternaria
alternata, kursuni kiif etmeni Botrytis cinerea ve siyah ciriikliik hastaligi etmeni
Aspergillus niger ve eksi ciiriikliik hastaligi etmeni Geotrichum citri-aurantii (Ferr.)
Butler (syn. Geotrichum candidum Link ex Pers.)’turunggillerde depolama sirasinda
onemli kayiplara neden olmaktadir. (Eckert, 1978; Whiteside ve ark., 1988).

Turunggillerde maya-benzeri fungal hastalik etmeni G. citri-aurantii tarafindan
neden olunan eksi cliriikliik hastaligindan kaynaklanan hasat sonu {iriin kayiplari
ozellikle son yillarda hizla artmis, birgok iilkede paketleme evlerinde ciddi epidemiler
sonucunda liriin kaybina neden olarak iilkelerin turunggil ihracatlarini olumsuz yonde
etkilemeye baslamistir (Eckert 1978; Rippon ve Morris 1981; Brown 1988; Eckert ve
Brown, 1988; Cohen ve ark., 1991).

Eksi ciiriikliik, turucgillerde yesil ve mavi kiif hastalifindan sonra en 6nemli 2.
hasat sonu hastaligidir. Hastalik 6zellikle zayif diigmiis, yarali, ezilmis meyvelerde sik¢a
gortliir. Tim turunggil g¢esitlerinde goriiliirken, 6zellikle uzun muhafaza kosullarinda
bekletilen limon ve greyfurt meyvelerinde daha yaygin goriiliir. Don ve iisiime zarari
goren meyvelerde hastalik ozellikle tesvik edilir. Hastalik etmeni meyvelere ¢esitli
nedenlerle agilmis olan yaralardan giris yaptikdan sonra, Ozellikle olgunlagan
meyvelerde hizla enfeksiyona neden olur. Fungal etmen uygun ¢evre kosullarinda (25-
30 °C gevre sicakhiginda) enfekte ettifi meyveyi dnce yumusatir, sonra yumusayan

yiizeyde beyaz misel gelisimi goriiliir ve enfekteli meyvede fermente kokusu yayilir.



Enfeksiyondan 4-5 giin gibi ¢ok kisa bir siire i¢inde hastalikli meyve tamamen
yumusayarak c¢iiritiir (Sekil 1.1). Ciirlimiis meyveler lizerinde daha sonra P. digitatum,
P. italicum, A. niger, A. alternata, B. cinerea gibi diger saprofit karakterlerdeki fungal
hastalik etmenlerinin gelisimide sikca goriilebilir. Hastalik etmeni ¢lirlimiis meyvelerin
temas ettigi saglikli meyvelere yaralardan kolayca bulasarak depodaki tiim tiriinde
bliylik kayiplara neden olur. Hastalik etmeninin domates, hiyar, havug ve sert ¢ekirdekli
meyveler basta olmak {izere olduk¢a genis bir konukcu dizisine sahip oldugu
bildirilmistir (Suprapta ve ark., 1995; Palou ve ark., 2009). Geotrichum candidumun
bazi irklart gida sektoriinde 6zellikle peynirlerde mayalanmayi baslatan ve olgunlastirici
hizlandirict olarakta kullanilmaktadir (Eliskases-Lechner ve ark., 2011). Turunggillerde
hastalik olusturan Geotrichum citri-aurantii, turunggil irki olarak tanimlanmis olup
hastalik etmeni ayrica Galactomyces citri-aurantii (Ferr.) Butler olarakta bilinir (Butler
ve ark., 1988).

Sekil 1.1. Eksi ¢iiriikliik hastalik etmeni G. citri-aurantii tarafindan limon (A) ve
mandarin  (B) meyveleri iizerinde olusturulan yumusama (*) ve sporulasyon (ok)
seklinde goriilen tipik hastalik belirtileri.



Turunggillerde hasat sonu hastaliklarla miicadelede kullanilan kimyasal
uygulamalar hastalik etmeni Geotrichum citri-aurantii’ye karsi yeterince etkili degildir.
Nitekim pek ¢ok hasat sonu hastalik etmenine karsi Oncelikle kullanilan Imazalil ve
Thiabendazole etken maddeleri igeren fungisitler daha sonraki yillarda Geotrichum
citri-aurantii’ye karsi yeterince etkinlik gosterememistir (Brown ve Miller 1999; Liu ve
ark., 2009). Hastalik etmenine karst fungisitlerden sodium o-phenylphenate kismen
etkinlik gostermektedir (Rippon ve Morris 1981; Feng ve ark., 2011).Etkili bir kimyasal
miicadelesi olmayan bu etmene karsi hasat ve tasima esnasinda meyvelerin
yaralanmamasina 6zen gosterme, hasatin yagmurlu ve nemli zamanlarda yapilmasindan
kaginma, diisliik sicaklikta depolama gibi kiiltiirel Onlemlerle hastalikla miicadele
yapilmaya c¢alisilmaktadir (Eckert ve Brown 1988). Hao ve ark. (2010)’a gore bazi
tilkelerde kullanilan ve hastaliga karsi etkili oldugu bildirilen Guazatine terkipli
fungisitlerin diger iilkelerde ruhsatli olmamasi, kullanilan fungistlere karsi patojenin
dayanikli yeni irklariin gelismesi, kiiltiirel 6nlemlerin hastaligin orataya ¢ikisinda ve
epidemi yapmasinda etkili olamamasi1 gibi durumlar, ireticiler ile ve bilim insanlarini
hastalik etmeniyle miicadelede yeni alternatif miicadele yontemlerinin gelistirilmesine
yoneltmistir (Bus ve ark., 1991). Son yillarda hastalik etmenleri ile biyolojik miicadele,
dayanikliligin tesvik edilmesi, dogal bitkisel preparatlarin kullanilmasi gibi ¢caligmalara
hiz verilmis ve olumlu sonuglar alinmaya baslanmistir. Gerek iilkemizde gerekse diger
tilkelerde, ¢evreye ve insan sagligina zarar vermeyen, kalinti siiresi uzun olmayan, tibbi
ve baharat niteligi tasiyan bitkilerdeki antimikrobiyal, insektisidal ve herbisidal
aktiviteye sahip bitkisel kokenli ucucu yag ve bitki ekstraktlarinin kullanimina dair
calismalara agirlik verilmistir (Benjilali ve ark., 1984; Balandrin, 1985; Locke ve ark.,
1993; Dixit ve ark., 1995; Suprapta ve ark., 1997; Isman, 2000; Burt, 2004; Shahi ve
ark., 2003; Kose, 2007; Bakkali ve ark., 2008; Kordali ve ark., 2008; Viuda-Martos ve
ark., 2008; Soylu ve ark., 2010; Feng ve ark., 2011).



Ozellikle bitkisel kokenli ekstrakt ve ugucu yaglarin turunggillerde hasat sonu
hastalik etmenleri ile miicadelede kullanilmasi c¢alismalarinda artis kaydedilmekle
birlikte (Caccioni ve ark., 1998; Aras ve Usai, 2001; Soylu ve ark., 2005; Amaziene ve
ark., 2007; Shikanga ve ark., 2009; du Plooy ve ark., 2009; Liu ve ark., 2009; Camele
ve ark., 2010; Combrinck ve ark., 2011) ¢alismamiza konu olan eksi ¢iiriikliik hastaligi
etmeni Geotrichum citri-aurantii ile ilgili olduk¢a kisith sayida c¢alismaya
rastlanilmstir.

Hatay ilininde i¢inde yer aldigi Dogu Akdeniz Bolgesinde yapilan sorveylerde
kekik, mercankdsk, defne, biberiye, lavanta, ogul otu, adacayr vb. tibbi ve aromatik
yapili bitkilerin dogal ve yogun bir sekilde yetismekte oldugu, yore halkinin bu
bitkilerin biiyiik bir cogunlugunu insanlarda karsilasilan hastaliklar1 tedavide kullandigi
belirlenmistir (Ayanoglu ve ark., 2000).

Yapilan bu calismada, farkli bitki tiirlerine ait ugucu yaglar ile bu yaglarin ana
bilesenlerinin turunggil eksi ¢iiriikliik hastaligi etmeni Geotrichum citri-aurantii’ye
kars1 miicadelede alternatif bir yontem olarak yararlanabilme olanaklar1 arastirilmasi
amaglanmistir. Bu kapsamda Hatay ilininde i¢inde yer aldigt Dogu Akdeniz Bdlge
florasinda yetisen tibbi ve aromatik 6zellikteki Suriye kekigi (Origanum syriacum var.
bevanii Holmes), kaba kekik (Thymus serpyllum L.), karabas kekigi (Thymbra spicata
subsp. spicata L.), rezene (Foeniculum vulgare Mill.), karabas lavanta (Lavandula
stoechas var. stoechas L.) ve okaliptus (Eucalyptus camandulensis L.) bitki tiirlerinden
elde edilen ugucu yaglar ile aldehit (trans-cinnamaldehyde), fenol (carvacrol, trans-
anethole ve eugenol), keton (carvone) ve alkol (linalool) yapilarindaki farkli bitkisel
kokenli ugucu yag ana bilesenlerin in vitro kosullarda antifungal etkinligi Geotrichum
citri-aurantii’nin misel, spor ¢imlenmesi ve ¢im borusu gelisimi {izerine degme ve
buhar etkinlikleri farkli konsantrasyonlar kullanilarak arastirilmistir. Isik mikroskobu
altinda yapilan mikroskobik gézlemler ile etkili bulunan ugucu yag ve ana bilesenlerin
fungus hifleri ve sporlarinin morfolojik yapilarinda sebep oldugu degisikliklerde

belirlenmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Caccioni ve ark. (1998), hidrodistilasyon yontemi ile farkli narenciye
meyvelerinden elde ettikleri ugucu yaglari, mavi ve yesil kiif hastalik etmenlerinden
Penicillium digitatum ve Penicillium italicum gelisimi {izerine olan antifungal etkilerini
aragtirmiglardir. Portakal (Citrus sinensis cv. Washington navel, Sanguinella, Tarocco,
Moro, Valencilate ve Ovale); turung (Citrus aurantium); mandarin (Citrus deliciosa cv.
Avana); altintop (Citrus paradisi cv. Marsh seedless ve RedBlush); limon (Citrus limon
cv. Femminello) tiirlerinden hidrodistilasyon yontemiyle elde edilen ucucu yaglarin
icerikleri GC ve GC-MS analizleri ile ortaya konulmustur. Ugucu yaglarin, antifungal
etkinlik oranin1 devamli olarak azalttig1 sonucuna varilmistir. Monoterpen igeren ugucu
yaglariin limone ve sesquterpen icerenlere kiyasla Penicillium digitatum’a kars1 daha
genis antifungal aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

Vargas ve ark. (1999), portakal ugucu yagindan izole edilen flavones,
dehydroabietic acid ve linoleil mono glyceride bilesenlerinin antifungal etkinliklerini
Geotrichum candidum’a kars1 arastirmiglardir. Bu bilesenler test edilen fungusa karsi
degisen oranlarda antifungal etki gostermistir. Ticari fungusit, Benomyl (methyl-1-
[butylcarbamoyl]-2—benzimidazole carbamate) test edilen fungal etmene karsi herhangi
bir engelleme gdstermezken, portakaldan izole edilen hexa ve hepta methoxy flavonlar
Geotrichum candidum’a kars1 yiiksek diizeylerde fungusidal etki gostermislerdir.

Yigit ve ark.(2000), in vitro kosullarda farkli bitkilere ait ugucu yaglar ile yapmis
olduklar1 ¢alismada, kimyon ugucu yagin 0.04 ml konsantrasyonunda mavikif etmeni
Penicillium digitatum’un spor ¢imlenmesi ve misel gelisimini tamamiyla engelledigini
belirlemislerdir. Kekik (Thymus wvulgaris), dereotu (Anethum graveolens), kisnis
(Coriandrum sativum) ve biberiye (Rosmarinus officinalis) u¢ucu yaglarinin PDA
ortaminda degme etkilerine baktiklarinda, bu yaglarin fungusun misel gelisimine etki
etmedigini belirlemislerdir. S6z konusu bu bitkilerin buhar (ucucu) etkileri fungusun
misel gelisimini siras1 ile (%85.8), (%82.8), (%80) ve (%71.4) oranlarinda
engellemistir. Dereotu (Anethum graveolens) ve biberiye (Rosmarinus officinalis)
yaglari ayni zamanda fungusun miselleri tlizerinde renk degisimlerine de neden

olmustur.



Elgayyar ve ark. (2001), bitki ugucu yaglarinin mikroorganizmalara karsi sahip
olduklar1 antimikrobiyal etkinligini Agar Difiizyon metodu ile arastirmislardir.
Calismalarinda anason, melekotu, feslegen, havug, kereviz, kisnis, dereotu, rezene,
maydanoz ve biberiye ugucu yaglarini Listeria monocygenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa, Lactobacillus
plantarum, Aspergillus niger, Geotrichum ve Rhodotorula gibi bakteriyel ve fungal
patojenlere karsi testlemislerdir. Calisma sonucunda kekik ugucu yagmin patojenlerin
gelisimlerini tamamiyla engelledigi, havu¢ ugucu yagmin ise herhangi bir engelleme
gostermedigini belirlemislerdir. Kisnis ve fesle§en ucgucu yagmin ise 25-50 ppm
konsantrasyonlarinda bakteri ve funguslarin gelisimlerini yiiksek diizeylerde
engellediklerini bildirmislerdir.

Bouzouita ve ark. (2003), kekik (Thymus capitatus), feslegen ( Ocimum
basilicum), mersin (Mrytus communis), defne (Laurus nobilis) gibi bitkilerden elde
edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal etkilerini Geotrichum candidum, Lactobacillus
plantarum ve Escherichia coli’ye kars1 arastirmislardir. Sonug¢ olarak kekik (T.
capitatus) ve feslegen (Ocimum basilicum) ugucu yaglarinin yiiksek derecede
antimikrobiyal olduklar1 goriilmistiir. Ayrica, kullanilan ugucu yaglarin Lactobacillus
plantarum’a olan etkilerinin Escherichia coli bakterisine olan etkilerinden daha yiiksek
oldugu bildirilmistir.

Portillo-Ruiz ve ark. (2005), yaptiklar1 ¢calismada Meksika kekigi olarak bilinen
Lippia berlandieri ugucu yaginin antifungal etkinligini arastirmiglardir. Lippia
berlandieri'm % 0.25-4.0 konsantrasyonlarinda antifungal etkisi PDA ortaminda
degerlendirilmistir. Lippia berlandieri antifungal etkinligi Penicillium, Geotrichum,
Aspergillus ve Bipolaris gibi patojenler tizerinde disk difiizyon testi ile belirlemislerdir..
Lippia ugucu yagr denemelerde kullanilan tiim funguslara karsi degisen
konsantrasyonlarda degisen oranlarda antimikrobiyal etkinlik saptamislardir.

de Albuquerque ve ark. (2006), Lippia gracilis ugucu yagmin antimikrobiyal
etkilerini farkli fungus ve endofitik Heliconia bakterilerine kars1 arastirmislardir. S6z
konusu ugucu yagin Geotrichum candidum, Trichoderma viride, Torula herbarum,
Paecillomyces sp., Fusicoccum sp., Paecillomyces aeruginens, Curvularia lunata,
Aspergillus nidulans, Aspergillus flavus ve Aspergillus. niger gibi fungal patojenlerin
misel gelisimi lizerine olan antifungal etkinligi 0, 420, 440; 460; 480; 500 pl/l



konsantrasyonlarinda arastiritlmistir. Ugucu yagin 420 ul/l konsantrasyonunda C. lunata
ve A. niger disindaki fungus ve bakterilere karsi %100 engelleme gosterdigi
belirlenmistir. Salmomella choleraceuis, Entobacterasburiae, Bacillus thuringiensis, B.
pumilus, B. cereus, Klebsiella pneumoniae ve E. hormaechei ile yapilan ¢alismada ise
test edilen ugucu yaga karsi E. hormaechei nin en duyarli, Klebsiella pneumoniae ise en
dayanikli bakteri tiirleri oldugu sonucuna varilmistir.

Szczerbanik ve ark. (2007), in vitro ortaminda yaptiklar1 ¢alismada nane, gay,
cam, tar¢in gibi bitki ugucu yaglarinin buhar fazlarini, hasat sonunda ortaya ¢ikan
fungal etmenlerin gelisimini engellediklerini bildirmislerdir. Nane ve g¢ay ugucu
yaglarinin  Botrytis cinerea, Fusarium solani, Colletotrichum sp., Geotrichum
candidum, Rhizopus oryzae, Aspergillus niger ve Cladosporium cladosporiodes’e karsi
¢am ve targin ugucu yaglarinda daha etkili olduklarini belirlerken, Penicillium
digitatum’a kars1 bu etkinin daha diisiik diizeylerde oldugunu bildirmislerdir. Nane ve
cay yaglarinin Penicillium digitatum, Aspergillus niger ve Rhizopus. oryzae’de
sporulasyonu azalttiklari bunun yani sira 4. niger’de spor ¢imlenmesini engelledikleri
goriilmiistiir. Elde ettikleri sonuglar nane ve ¢ay ugucu yaglarinin buhar fazlarinin, hasat
sonu patojenlerine karsi etkili olduklarint gostermistir.

Ameziane ve ark. (2007), narenciye meyvelerinde meydana gelen hastaliklarin
miicadelesinde, kimyasal kullanimina yeni alternatifler saglamak adina arastirma
yapmuglardir. Bu anlamda Fas bolgesinde bulunan 21 adet tibbi ve aromatik bitki
tiirliniin Geotrichum candidum, Penicillium italicum ve Penicillium digitatum’a karst
antifungal aktivitelerini incelemislerdir. Bitki 0Oziitleri, ugucu yaglar ve ¢oziici
ekstratlarinin antifungal etkinlikleri in vitro ortamda test edilmistir. Bunlardan kekik
(Thymus leptobotrys), ladin (Cistus villosus) ve {iizerlik otu (Peganum harmala)
Oziitlerinin patojen gelisimini tamamen engelledikleri bildirmislerdir. Bunun yani sira
okaliptus (Eucalyptus globulus) bitki 6ziitiiniin Geotrichum candidum ve Penicillium
digitatum’ un misel gelisimini tamamen engelledigini saptamiglardir.

Dulger ve ark. (2008a), yaptiklart ¢alismada, Tiirkiye’de yaygin olarak bulunan
Salvia tigrina bitkisinin; yaprak, ana¢ ve bunlarin kombine olmus formiilasyonlarindan
elde edilen ethanol ekstraktlarinin antimikrobiyal etkilerini arastirmiglardir. Alternaria
alternara, Fusarium oxysporum, Geotrichum candidum, Botrytis cinerea, Penicillium

frequentans, Aspergillus flavus, Cryptococcus tiirleri (C. neoformans ve C. Laurentii),



Candida tiirleri tizerinde (C. albicans, C. tropicalis ve C. guilliermondii) antimikrobiyal
etkilerini makro seyreltme yoOntemi kullanarak incelemislerdir. Elde edilen sonuglar
bilesenin en disik engelleyen konsantrasyonlarinin  (MIC) 3.12-25 mg/ml
konsantrasyonlar1 arsinda oldugu sonucuna varmislardir. Sonug¢ olarak tiim ekstratlar,
fungal kiiltiire kars1 giiglii etkiler gostermislerdir. Ayrica Candida albicans, Candida
neoformans ve Botrytis cinerea’ ya karst antifungal etkilerinin diger patojenlere karsi
daha etkili oldugu sonucu ¢ikmistir.

Dulger ve ark. (2008b), Sature jaicarica bitkisinden elde ettikleri methanol
ekstraktlarinin antifungal etkinligini Candida albicans, Candida tropicalis, Candida
guilliemondii, Cryptococcus neoformans, laurentii, Aspergillus flavus, Aspergillus
niger, Alternaria alternata, Geotrichum candidum, Fusarium oxysporum, Penicillium
frequentans, P. canescens ve Botrytis cinerea gibi fungal hastalik etmenlerine kars1 agar
difiizyon ve makro seyreltme metotlarini kullanarak incelemislerdir. Elde edilen
sonuglara gore bitki ektraktinin MIC konsantrasyonlar1 6.25-25 pg/ml arasinda degismis
olup, bu konsantrasyonlarda test edilen fungal etmenlere karsi c¢aplari 11.6-18.8 mm
degisen engelleme zonlar1 olusturmustur. Sonug olarak bu ana bilesenin funguslara karsi
gicli etki gosterdigi ayrica Candida albicansin bu ekstrakta daha duyarli oldugu
gozlemlenmistir.

Liu ve ark. (2009), Geotrichum citri-aurantii’ ye karsi, kekik (Thymus vulgaris)
ugucu yaginin anitifungal etkilerini in vitro ve in vivo ortamda arastirmiglardir. Elde
edilen sonuglara gore PDA (Patates Dekstroz Agar) ortaminda, spor ¢cimlenmesi ve spor
¢imlenme borusu gelisiminin ugucu yag tarafindan 600 pl/l konsantrasyonunda %94
oraninda engellendigi, in vivo kosullarda yapilan denemelerde ciirlime oraninin kontrol
uygulamalarinda %78.1 iken ugucu yag uygulamasi gormiis meyvelerde %14.1 oranina
geriledigini tespit etmislerdir. Elektron mikroskobu ve taramali 151k mikroskobu ile
bakildiginda ucucu yag uygulamalarina maruz birakilmis hif ve sporlarda belirgin
sekilde kirigmalar, plazma zarinin bozulmasi, mitokondriyal diizensizlikler gibi
morfolojik degisiklikler oldugunu belirlemislerdir.

Linde ve ark. (2010), Giiney afrikada yetisen Lippia rehmannii (Verenaceae)
isimli aromatik bitkinin ugucu yaginin ana bilesenlerini citral, borneol, camphor,
merylcetate, isocaryophyllene, p-cymene, B—caryophyllene ve B-caryophylleneoxide

olarak belirlemiglerdir. Lippia rehmannii ugucu yaginin in vitro kosullarda etkinligi



limon otu (Cympopogon citrants) ve saf citral bileseni ile karsilagtirildiginda, hastalik
yapan patojenlere karsi antifungal aktiviteye sahip oldugu sonucu ¢ikmistir. Lippia
rehmannii ugucu yag Lasiodiplodia theobromae ve Botrytis cinerea patojelerinin
gelisimini kismen engellemistir. /n vitro da yapilan ¢alismalarda ise bu ugucu yagm
Fusarium oxysporum ve Rhizoctonia solani’ ye karsi énemli bir etkiye sahip oldugu
fakat etkinligin tarla kosullarinda da arastirilmasi gerektigi sonucu ortaya ¢ikmistir.

Camele ve ark. (2010), Akdeniz Bolgesi’nde bulunan 12 aromatik bitkiden elde
edilen ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlarmin antifungal etkinligini turunggillerde
onemli hasat sonu fungal patojenlerden, Botrytis cinerea, Penicillium italicum,
Phytophthora citrophthora ve Rhizopus stolonifer karsi arastirmislardir. Bu ugucu
yaglardan, kekik tiirleri (Origanium vulgare, Thymus vulgaris), rezene (Foeniculum
vulgare), zufa otu (Hyssopus officinalis), mercan kosk (Majorana hotensis), ogul otu
(Melissa officinalis), feslegen (Ocimum basilicum), Verbena officinalis, anason
(Pimpinella anisum) ve Frenk kimyonu (Carum carvi) gibi bitkilerden elde edilmistir.
In vitro da yapilan ¢alismalarda yalnizca Verbena officinalis, T. vulgaris ve O. vulgare
ucucu yaglarinin  kuvvetli diizeyde antimikrobiyal etkiye sahip olduklarini
belirlemislerdir. Kekik (T. vulgaris) yagmin 2000 ppm konsantrasyonunda fungal
etmenlerden Botrytis cinerea, P. citrophthora ve R. stolonifer’in gelisiminde etkili
oldugu, fakat mavi kif hastaligt etmeni P. italicum’a karst etki gostermedigi
saptamiglardir. Buna ek olarak V. officinalis ve Origanium vulgare ugucu yaglarida
Phytophthora citrophthora, Botrytis cinerea ve Penicillium italicum’ un olusturdugu
enfeksiyonlar1 engelldigini belirlemislerdir.

Tserennadmid ve ark. (2011), siit ve meyve sulart gibi gida maddelerinde
bozulmalara neden olan Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces cerevisiae,
Pichiaa nomala ve Geotrichum candidum ’a kars1 adagayi, ardig, mercan kosk ve limon
gibi bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal etkilerini arastirmislardir.
Ugucu yaglara en duyarli patojenin S. pombe oldugu ve test edilen en diisiik engelleme
konsantrasyon (MIC) degerinin 0.0625-0.125 pl/ml oldugu sonucu ¢ikmistir. Bunun
yani sira en dayanikli patojenin ise Geotrichum candidum oldugu, en diisiik engelleme
konsantrasyon (MIC) degerinin ise 0.5-2 ul/ml araliginda oldugunu belirlemislerdir.
Geotrichum candidum gelisiminin yiikksek ugucu yag konsantrasyonlarda onemli

derecede azaldig, diisiik konsantrasyonlarda ise arttirdigini gozlemlemislerdir. Ugucu
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yaglar ozellikle asidik pH ortaminda daha etkili oldugunu saptamiglardir. Ardig ve
adagayr ugucu yag karisimlarinin Geotrichum candidum ve S. cerevisiae patojen
gelisimlerine karsi etkili oldugu, fakat diger bitki ugucu yag karigimlarinin etkilesim
gostermedigini saptamiglardir.

Glinlimiizde dogal friinler olusturmak i¢in c¢esitli sentetik fungusitler
kullanilmaktadir. /n vitro ve in vivo kosullarda deneyler yapilmis ve in vitro ortamda
yapilan deneyler in vivo ortama gore daha etkili sonuglar verdigi belirlenmistir. Ugucu
yaglarin patojenlere karsi ¢esitli konsantrasyonlarda etkili oldugu kanisina varilmstir.

Bu anlamda Combrinck ve ark. (2011), in vitro ortamda yapmis olduklari
calismada, avakado, armut, iliziim ve narenciyelerden elde edilen ugucu yaglarin
Lasiodiplodia theobromae, Colletotrichum gloeosporioides, Alternaria citrii, Botrytis
cinerea ve Penicillium digitatum gibi patojenlerin fungal gelisimlerine kars1 antifungal
etkilerini aragtirmiglardir. Bazi ugucu yag bilesenlerinin etkileri farkli spektroskopi
yontemleri kullanilarak sayisal verileriyle tespit etmislerdir. Test edilen ugucu yaglar
arasinda kekik ugucu yaglar1 funguslara karsi en etkili ugucu yaglar olarak
belirlemislerdir. Eugenol igeren tar¢in yagi her nekadar iyi bir engelleme etkinligi
gostersede, carvone’ca zengin ugucu yaglar antifungal etkinlik yoniinden oldukca
tatminkar sonuglar verdigini saptamiglardir.

Fatemi ve ark. (2011), hasat sonunda meyve kalitesini korumanin yani sira, yesil
kiif hastalik ¢ikisini engellemek icin dogal bilesiklerin etkilerini aragtirmiglardir. Nane
ve kekik bitkilerinden elde edilen ugucu yaglar sirasiyla, 0, 100, 300, 500 ve 1000 ppm
konsantrasyonlarda uygulamislardir. Sonucta nane ve kekik ugucu yaglarinin 1000
ppm’lik konsantrasyonlarda ¢iirlimeyi (%27) oraninda azalttigi gézlemlenmistir.
Toplam Asit igerigine bakildiginda, inokule edilmis veya edilmemis meyvelerde ugucu
yag etkilerinin dnemli derecede farkliliklar gosterdigi sonucu ¢ikmustir. 100 ppm de
1.49 mg kekik ucucu yagi ile inokule edilmis meyvelerde toplam asit degerinin yiiksek
oldugunu saptamislardir. Ayrica inokiile edilmemis meyvelerde 11.75 Brix oranlh kati
¢oziinlir icerigi yliksek ¢ikmistir. Kekik ugucu yaginin narenciye meyvelerindeki fungus
hastaliklariyla miicadelede oOnemli bir etkiye sahip oldugu fakat daha uygun
formiilasyonlara ulasmak i¢in daha yapilmasi gereken caligmalara ihtiyag duyuldugu

sonucuna varilmistir.
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Talibi ve ark. (2012a), in vitro ve in vivo kosullarda yapmis olduklari ¢alismada,
Fas’in giineyinde bulunan 43 bitki tiiriinden elde ettikleri toz ve sulu ekstratlarin, eksi
curiiklik etmeni olan Geotrichum candidum’a kars1 antifungal etkilerini
arastirmiglardir. Farkli 43 bitki arasinda yapilan testler sonucunda, harnup (Ceratonia
siliqgua), laden (Cistus monspeliensis) ve bogiirtlen (Rubus ulmifolius) bitkilerinin
Geotrichum candidum misel gelisimini tamamiyla engelledigi ortaya ¢ikmistir. Ayrica
ladin gilii (Cistusvillosus), ¢itlenbik (Pistacia atlantica), (Halimium antiatlanticum),
andiz (Inula viscosa), (Ighermia pinifolia) ve (Hammada scoparia) bitki tozlarinin da
Geotrichum candidum misel gelisimini %80 oranindan daha fazla diizeyde engelledigi
gbzlemlemislerdir.

Chafer ve ark. (2012), portakal meyvesi iizerinde hasat sonu patojenlerin meydana
getirdikleri hastaliklara kars1i bergamot, kekik ve cay ugucu yaglarinin antifungal
etkilerini arastirmislardir. Portakal meyvelerine yapay olarak Penicillium italicum (10°
spor/ml) inokulasyonu yapilmis, hastaligin dnlenmesi ve iyilestirilmesi adina denemede
kullanilan ugucu yaglarin antifungal etkileri degerlendirilmistir. Soguk depolarda
yapilan ¢alismada, farkli ugucu yag uygulamalarinin portakal iizerinde; asit, pH, kati
¢Oziiniirlik, meyve suyu yiizdesi, agirlik kaybi, sertlik, renk parametreleri, solunum
oranlar1 gibi parametreler kullanmiglardir. Kontrol uygulamalari ile karsilastirildiginda;
cay bitkisi ugucu yagimin mikrobiyal gelismeyi biiyiik 6l¢iide azalttigini belirlemislerdir.
Bergamot yagi iceren meyvelerde ise agirlik ve sertlikte meydana gelen hafif azalmanin
disinda diger kalite parametrelerinde herhangi bir degisiklik ortaya c¢iktigini
gozlemlemislerdir.

Perez-Alfonso ve ark. (2012), in vivo ve in vitro ortamda yaptiklar1 ¢aligmada,
thymol, carvacrol ve her iki bilesen karisimmin Penicillium digitatum ve Penicillium
italicum’ a kars1 antifungal etkilerini arastirmislardir. Sonug olarak her iki bilesenin de
in vitro ortamda fungal gelisimi engelledigi fakat thymol’iin carvacrol’e oranla daha
yiiksek antifungal etki gosterdigi belirlenmistir.

Talibi ve ark.(2012a), yaptiklar1 g¢alismalarinda, eksi ¢lriklik etmeni olan
Geotrichum candidum miicadelesinde kullanilan kimyasal fungusit kullanimim
azaltmayr amaclamislardir. Bazi bitkilerden elde edilen ekstraktlarin kullanildigi
calismalarinda bitkilerden elde edilen ekstrakt ve ana bilesenlerin fungusa karsi

gostermis oldugu en diisiik engelleme konsantrasyonlari (MIC) ile en diislik fungusidal
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konsantrasyonlarini belirlemislerdir. Laden (Cistus villosus), kegiboynuzu (Ceratonia
siliqua) ve (Halimium umbellatum) bitkilerinden elde edilen methanol ana bilesenlerinin
en diisilk engelleme konsantrasyon (MIC) degerleri 0.156 ve 1.25 mg/ml arasinda
degisen, yiiksek antifungal etki gostermislerdir. Diisiik fungusidal konsantrasyonlarda
(MFC) ise fungus gelisimini engelleme degerleri 2.5 ve 5 mg/ml arasinda
degismektedir. Cistus villosus, Ceratonia siliqua ve Halimium umbellatum’un ana
bilesenleri, mandalina meyvesindeki eksi ¢iiriikliikk oranini %11.66 dan %0.00 — 3.33
oranlarina distirmiistiir. Calismanin geneline baktigimizda C. villosus, C. siliqua ve H.
umbellatum bitkilerinin hastalik etmeni ile miicadelede kullanilabilecek alternatif
kimyasallar oldugu sonucuna varilmistir.

Talibi ve ark.(2012b), Fas bolgesinde yetisen 50 bitki tlirinden elde edilen
ekstraktlarin, antifungal etkilerini narenciye meyvelerinde mavikif olusumuna neden
olan Penicillium italicum’ a kars1 arastirmislardir. In vitro da yapilan ¢alismada Anvillea
radiata ve Thymus leptobotrys bitki ekstraktlariin %10 konsantrasyonlarda P.
italicum’ un misel gelisimini biiyiik Olgiide engellediklerni saptamuslardir. Ayrica
Asteriscus graveolens, Bubonium odorum, Ighermia pinifolia, Inula viscosa,
Halimiumum bellatum Hammada scoparia, Rubus ulmifolius, Sanguisor baminor ve
Ceratonia siliqua bitki ekstraktlarinin Penicillium italicum misel gelisimini %75’den
daha fazla engelledigni belirlemislerdir. Test edilen bitkilerin sulu ekstratlar1 spor
¢imlenmesini onemli 6lgiide (P<0.05) engelledigini gézlemlemislerdir. A. graveolens,
B. odorum ve H. umbellatum sulu ekstratlar1 10 mg/ml konsantrasyonlarda P. italicum
spor gelisimini biitiiniiyle engellemistir. Halimium umbellatum ve I. viscosa bitkilerinin
sulu ekstratlari, in vitro ve in vivo da narenciye meyveleri lizerindeki mavikiife hastalik
cikisina karst en etkili bitkiler oldugununu belirlemislerdir. Uygulamalarin mavikif
hastalik ¢ikigsinin %25 ten %5’ e diistirmiislerdir.

Askarne ve ark. (2013), narenciyelerde mavi kiif olusumuna neden olan
Penicillium italicum’a karsi, 8 adet tibbi ve aromatik bitki ekstratlar1 ile chloroform,
ethylacetate ve methanol bilesenlerinin antifungal etkilerini arastirmiglardir. Anduz otu
(Inula viscosa), (Asteriscus graveolens), (Bubonium odorum) ve (Thymus leptobotrys)
bitkilerindeki Petroleum ether ve (Anvillea radiata) bitkisinde bulunan chloroformic,
bazi1 bolgelerde 25.83-28.33 mm c¢aplarinda degisen yiiksek antifungal etki

gostermislerdir. En diisiik engelleme konsantrasyonlarinda (MIC), Inula viscosa bitkisi

13



Petroleum ether’ in 27.50 mm ¢apindan genis haleler olusturmasiyla en etkili ekstrakt
olmus ve MIC degerinin 1 mg ml -1 oldugunu saptamuslardir. In vitro ve in vivo da
yapilan c¢aligmada, en aktif bitki ekstratlar1 ve bitkilerden segilen ¢oziicii ekstratlarin,
mavikiifiin oran ve siddetini 20 °C deki depolarda 7-10 giin iginde azalttigni
gozlemlemislerdir. Bunlara ek olarak Halimiumum bellatum bileseni methanol ve T.
uleptobotrys bileseni petroleum ether ayn1 depolama kosullarinda Penicillium italicum
gelisimini tamamen engelledigini saptamiglardir.

Zhou ve ark. (2014), turunggil meyvelerinde bulunan citral, octanal, ve terpineol
adli 3 farkli ugucu bilesenin antifungal etkinligi ve etki mekanizmalarini turunggil eksi
clirliklik hastaligi etmeni Geotrichum citri-aurantii ye karsi arastirmis olduklar
calismalarinda, bilesenlerin degisen konsantrasyonlarda fungal etmene karsi antifungal
etkinlik gosterdiklerini belirlemislerdir. Bilesenler icinde etkinlik siralamasi citral,
octanal, terpineol seklinde olusmustur. Bilesenler ayrica fungus hiflerinde sitoplazmik
bozulmalara ve bosalmalara neden olmustur. Bilesenler fungusun hiicre mebraninda
yikict bir etkide bulunarak, hiicre igeriginin hiicre disina akmasina neden oldugunu

yapmis olduklar1 biyokimyasal ¢alismalar sonucunda belirlemislerdir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Fungus Materyali

Bu c¢alismada kullanilan G. citri-aurantii Hatay ili Erzin ilcesi mandarin (cv.

satsuma) bahgesindeki dogal olarak enfekteli meyveden izole edilmistir.

3.1.2. Bitki Materyali

Hatay ili cevresinde dogal olarak yetisen ve calismada kullamilan (Sekil3.1)
bitkilerin yoresel ve bilimsel isimleri, toplandiklar1 yer ve tarihleri Cizelge 3.1°de
verilmistir. Dereotu (Anethum graveolens), rezene (Foeniculum vulgare), Suriye kekigi
(Origanium syriacum), kaba kekik (Thymus serpyllum), karabas kekigi (Thymbra
spicata subsp. spicata), karabas lavanta (Lavandula stoechas var. stoechas) ve okaliptus
(Eucalyptus camandulensis) bitkileri farkli vejetasyon dénemlerinde (yaprak, ¢igek ve

tohum donemlerinde) toplanarak ¢alismalarda kullanilmstir.
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Cizelge 3.1. Calismalarda ugucu yaglar1 kullanilan bitkilerin bilimsel ad1, yoresel adi,

toplandig1 yer ve toplanma tarihleri

Bilimsel ad1 Yoresel ad1 Toplandig1 yer Temin edildigi tarih
Anethum graveolens L. Dereotu Samandag Haziran-2012
Eucalyptus camandulensis L. Okaliptus Tarsus Ekim-2012
Foeniculum vulgare Mill. Rezene, Sumbra Aktar Mayis-2012
Lavandula stoechas L. var. Karabag lavanta, )

Serinyol May1s-2012
stoechas Lavanta

] ] Halil Ibrahim Zahteri,
Origanum syriacum L. Samandag Temmuz-2012
Suriye Kekigi

Thymus serpyllum L. Kaba kekik Yayladagi May1s-2012

Thymbra spicata L. subsp. . )
] Karabas kekik Altindzii Haziran-2012
spicata
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Sekil 3.1. Calismalarda ugucu yaglar1 kullanilan bitkilerden karabas kekik (A), Suriye

kekigi (B), kaba kekik (C), rezene tohumlar1 (D), karabas lavanta (E) ve okaliptus

(F)’mn farkli vejetasyon donemi goriintiileri
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3.1.3. Bitki Ucucu Yaglarinin Ana Bilesenleri

Calismalarda kullanilan benzer bitki ugucu yaglarinin kimyasal bilesenleri farkli
yiiksek lisans ve arastirma projeleri kapsaminda yiiriitiilmiis olan ¢alismalarda GC-MS
ile belirlenmis (Soylu ve ark., 2006; Mengiilliioglu, 2012), elde edilen sonuglara goére
secilen ana bilesenler firmalardan ticari olarak saf halde temin edilmis (Cizelge 3.2) ve

fungal etmene kars1 antifungal etkinliklerinin belirlendigi ¢alismalarda kullanilmstir.

Cizelge 3.2. Denemede kullanilan bitkisel kdkenli ucucu yag ana bilesenlerin

karakteristik 6zellikleri ve bulundugu bitkilerdeki islevi

Bitkisel kokenli ucucu
bilesikler (Katalog
Numarasi, Firma)

Bilesik  Molekiiler

. . Bulundugu bitkilerdeki islevi
grubu agirhg

trans-Cinnamaldehyde
(802505, Merck)
Carvacrol

Aldehit 132.16  Targ¢in ugucu yaginin ana bileseni

(282197, Aldrich) Fenol 150.22  Kekik yagmin ana bileseni
(%Ell_%iré%l, Merck) Fenol 164.21  Karanfil yaginin ana bileseni
t(g%r&z—?gr’]?\;f;?(l:i ) Fenol 148.21 ﬁ?:;eo;li ve rezene yaglarinin ana
I(_Egg(l)%?lAmrich) Alken 154.95 ]];’;iilregs(:;ibitki ugucu yaglarinin ana

(R)-Carvone Birgok bitki ugucu yaglarinin ana
(818409, Merck) Keton — 150.22 4 ieseni
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3.2. Yontem

3.2.1. Hastahk Etmeni Fungus’un izolasyonu ve Muhafazasi

G. citri-aurantii izolat: Hatay ili Erzin ilgesi mandarin (cv. satsuma) bahcesindeki
dogal yolla enfekte olmus hastalikli meyve orneklerinden (Sekil 1.1) izole edilmistir.
Hastalikli meyve kabugunun st kismi steril biistrii ile kesilerek dokunun hemen
altindaki enfekteli bolge streptomisin siilfat (100 mg/L) igeren PDA besi ortamina
ekilmistir. Bu petriler daha sonra 23+2 °C sicaklikta tutulan inkiibatorler igerisinde 4-8
giin birakilmis ve gelisen g¢esitli fungus kolonileri teshis edildikten sonra
saflastirilmistir. izolasyon sonucu elde edilen Geotrichum citri-aurantii’un saf kiiltiirleri

egik agar ortaminda + 4 °C de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Bitki Ucucu Yaglarinin Elde Edilmesi

Hava sirkiilasyonunda kurutulan bitkilerin ugucu yaglar1 Clevenger tipi ugucu yag
cikartma aletinin yardimi ile 3 saatlik buhar distilasyonu ile elde edilmis olup, daha
sonra c¢alismalarda kullanilmadan once 0.25 um gozenekli membran filtreler ile steril
edilmistir. Ekstraksiyon sonucu elde edilen ugucu yaglar igerisinde anhidroz sodyum

ssiilfat bulunan koyu renkli cam siselerde 20 °C de korunmustur.

3.2.3. Bitki Ugucu Yaglar ve Ana bilesenlerinin in vitro Antifungal Etkinliklerinin

Belirlenmesi

3.2.3.1. Bitki Ucucu Yaglarmm Misel Gelisimi Uzerine Buhar Etkisinin

Belirlenmesi

Ugucu yaglarin misel gelisimine antifungal etkinliginin buhar etkisi, 9 cm
capindaki steril petri kaplarinda genel fungus ortami olan PDA ortami {izerinde
aragtirtlmistir. PDA igeren (20 ml/petri) Petri kabinin merkezine mantar delici ile alinan
8 glinliik G. citri-aurantii kiiltiirlerinin 1 cm ¢apindaki diskleri misel gelisimi goriilen
yiizeyi PDA ile temas edecek sekilde yerlestirilmistir. Ucucu yaglarin farkh

konsantrasyonlar1  (0.0-175.0 pul/ml petri), petri kabinin kapaginin merkezine
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yapistirllmig steril filtre kagidina emdirilmis, daha sonra petri kabmin bosluklar
parafilm ile kapatilip, ters cevrilerek (kapak altta kalacak sekilde) 25 °C’ de
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol olarak kabul edilen ayn1 sekilde inokiile edilmis petri
kapaklarima ugucu yag yerine saf su damlatilarak ayni islemler uygulanmistir.
Degerlendirmeler kontrol olarak kabul edilen petrilerinde fungus gelisimi petriyi
tamamen kapladigi zaman, uygulama yapilmis tiim petrilerdeki fungal koloni ¢aplarinin
Ol¢iilmesiyle yapilmistir. Her bir ugucu yagimn farkli konsantrasyonlarinda engelleme

orani, (%) Abbott formiiliine gore hesaplanmstir.

Engelleme (%) = [(KFG-UFG)/KFG] x 100
KFG = Kontrol petrilerdeki fungal gelisim (mm)
UFG = Uygulama yapilmis petrilerdeki fungal gelisim (mm)

Denemelerde her petri 1 tekerriir ve her konsantrasyon 5 tekerriir olacak sekilde Tesadiif
Parselleri Deneme Desenine gore kurulmustur. Her deneme en az 2 kez tekrar
edilmistir. Elde edilen sonuglar, varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar, Duncan

Coklu Karsilastirma Testine (P<0.05) gore degerlendirilmistir.

3.2.3.2. Bitki Ucucu Yag ve Ucucu Yag Ana bilesenlerinin Misel Gelisimi Uzerine

Degme Etkilerinin Belirlenmesi

Ugucu yaglar ve ugucu yag ana bilesenlerin misel gelisiminde degme etkisini
aragtirmak i¢in, agar seyreltme yontemi uygulanmistir (Soylu ve ark., 2010). Bu ¢alisma
kapsaminda tiim yaglar arasindan buhar etkinliginin belirlendigi ¢alismalarda yiiksek
diizeyde antifungal etkinlik gostermis olan 4 farkli bitki (O. syriacum, T. spicata, T.
serpyllum ve F. vulgare) ugucu yaglarin yanisira, ugucu yag ana bilesenleri olarak
carvacrol, eugenol, cinnamaldehyde, anethole, carvone ve linalool kullanilmistir. Ugucu
yaglarin farkli konsantrasyonlart (0.0-45.0 pl/ml) ile ana bilesenlerin farkli
konsantrasyonlart (0.0-400 pl/ml), steril kabin igerisinde PDA besiyeri katilasmadan
once (45 °C) karistirlarak 9 cm capindaki steril petri kaplarma 5’er tekerriir olacak
sekilde dokiilmiistiir. Katilasan besiyeri iizerine fungus kiiltiirlerinden 1 cm capindaki

mantar delici ile alinan diskler petri kabinin merkezine gelecek sekilde yerlestirilmistir.
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Petri kabinin kapaklar1 parafilm ile kapatilarak 25°C° de inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol olarak kabul edilen petrilerdeki besi yerine yag eklemesi yapilmamistir. Kontrol
petrilerinde fungus gelisimi tamamlanmasiyla farkli uygulama gérmiis petrilerdeki besi
yerleri yiizeyindeki fungus kolonilerinin ¢aplar1 6l¢iilmiis ve ortalamalar1 alinarak ugucu
yaglarin ve ana bilesenlerin antifungal etkinligi (%) Abbott formiiline gore

hesaplanmastir.

3.2.3.3. Bitki Ucucu Yaglarinin Misel Gelisimini Engelleyen Konsantrasyonlarinin

Fungisidal ve Fungistatik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ucucu yaglarin misel gelisiminde buhar ve degme etkilerinin belirlendigi
calismalarda, ucucu yagin fungusa karsi fungisidal veya fungistatik etkisinin
belirlenmesi amaci ile, fungus inokulasyonundan 5 giin sonra fungus gelisiminin
gozlenmedigi (fungal gelisimin tamamen engellendigi) petri kaplarinin kapaklari, steril
temiz petri kapaklar ile degistirilerek 25°C” de tekrar inkiibasyona birakilmistir. Misel
gelisiminin hala goriilmedigi konsantrasyonlarda ugucu yag etkisinin fungisidal
(tamamen engeleyen, Oldiiriicli), misel gelisiminin tekrar basladigi konsantrasyonlarda

ise ucucu yagin etkisinin fungistatik (gegici) olarak kayit edilmistir.

3.2.3.4. Bitki Ugucu Yaglarimin Spor Cimlenmesi ve Cim Borusu Gelisimi Uzerine

Buhar Etkilerinin Belirlenmesi

Ugucu yaglarin G. cCitri-aurantii’ nin spor ¢imlenmesi ve ¢im borusu gelisimleri
tizerine buhar etkilerinin 9 cm ¢apindaki steril petri kaplarina ince olmak sartryla PDA
besi ortamlar: {izerinde arastirilmistir. Besi yerleri dokiilerek, 1 cm capindaki mantar
delici ile alinan 8 giinliik kiiltiirlerinin diskleri, diskin misel gelisimi goriilen yiizeyi
PDA ile temas edecek sekilde degdirilmis bdylece taze sporlarin besi ortamina
aktarilmas1 saglanmigtir. Ucgucu yaglarin farkli konsantrasyonlari petri kabinin
kapagimin merkezine damlatildiktan sonra, petri kaplar1 parafilm ile kapatilip ters
cevrilerek (kapak altta kalacak sekilde) 25°C° de inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
petri kapaklarina saf su damlatilarak ayni islemlere tabi tutulmustur. Degerlendirmeler

G. citri-aurantii i¢inde ugucu yag uygulandiktan sonra 12- 18 saat arasinda kontrol
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petrilerindeki sporlarin ¢imlenme durumlarina gore yapilmistir. Ugucu yag uygulamasi
yapilmis petrilerdeki sporlarin ¢imlenme oranlari 300 spor sayimi iizerinden yapilmis
olup, ¢im borucugu uzunlugunun spor ¢apinin boyunu asmis olan sporlar ¢imlenmis

olarak kabul edilmistir.

3.2.3.5. Bitki Ugucu Yag Ana bilesenlerinin Spor Cimlenmesi ve Cim Borusu

Gelisimi Uzerine Degme Etkilerinin Belirlenmesi

Ugucu yag ana bilesenlerinin farkli konsantrasyonlari besi ortamina ilave
edildikten sonra ve besi ortami iizerine 200 pl taze spor siispansiyonlar1 yayilmistir.
Uygulama gormiis petriler ve kontrol petrileri 16 saat 25°C° de inkiibasyona
birakilmigtir. Degerlendirmeler Geotrichum citri-aurantii i¢inde ugucu yag ana
bilesenleri uygulandiktan sonra 12- 18 saat arasinda kontrol petrilerindeki sporlarin
cimlenme durumlarina gore yapilmistir. Uygulama yapilmis petrilerdeki sporlarin
¢imlenme oranlar1 her konsantrasyon i¢in 300 spor sayimi iizerinden yapilmis olup, ¢im
borucugu uzunlugunun spor ¢apinin boyunu agmis olan sporlar ¢cimlenmis olarak kabul

edilmistir.

3.24 Bitki Ucucu Yaglarimin Buhar Fazinda Fungus Hif ve Sporlarinin
Yapilarinda Sebep Oldugu Morfolojik Degisikliklerin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlarin kullanildigi ugucu yaglarin bulundugu petrilerde
gelistirilen funguslarin hifleri iizerinde meydana gelen morfolojik degisiklikler, faz
kontrastli 151k mikroskobu (OLYMPUS BX — 51) altinda 6nceden bildirildigi sekilde
belirlenmistir (Soylu ve ark., 2010).

Ucucu vyaglar ile yapilan g¢alismalarda, saglikli fungus Kkiiltiirlerinden alinan
diskler, oncelikle ugucu yaglar olmaksizin petrilere aktarildiktan sonra 2 giin on
gelismeye birakilmistir.  Fungus miselleri diskten yaklagitk 2 cm gelistiginde,
caligmalarda kullanilan yaglarin %100 engellemeye neden oldugu konsantrasyonlart,
onceden belirtildigi sekilde kapaklara eklenmis, parafilmlenmis ve tekrar inkiibasyona
birakilmigtir. Ugucu yaglarin etkinligi, petrilere eklenmesinden 1, 2, 4 ve 7 giin sonra

dogrudan besi ortami iizerinde gelisen miseller iizerinde yapilmistir. Muamele gérmiis
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fungal yapilari, 151k mikroskobunda incelemek i¢in (%50) glycerol iginde preparatlar
hazirlanmis ve yapisal degisiklikleri faz kontrastli 151k mikroskobu altinda

belirlenmistir.

3.2.5. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tim in vitro denemeleri, her petri 1 tekerriir ve her konsantrasyon da 3 tekerriir
olacak sekilde tesadiif parselleri deneme desenine gore kurulmus ve deneme 2 farkl
zamanda tekrar edilmistir. Elde edilen 6l¢iim degerleri (%) oranlarina ¢evrilmeden
SPSS istatistik programi (SPSS Inc. Versiyon 11.5.0) kullanilarak, tek yonli ANOVA
ile varyans analizi yapilmig ve Duncan Coklu Karsilastirma (Duncan’s Multiple Range
Test) testi (p < 0.05) ile konsantrasyonlar arasindaki farkliliklar tespit edilmistir.
Deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir. Ugucu yag ve ana bilesenlerinin misel
gelisimini, spor ¢imlenmesini ve ¢im borucugu uzunlugunun gelisimini (%50) diizeyde
engelleyen etki konsantrasyonlari (ECsp) her bir yag ve ana bilesenler igin farkli
konsantrasyonlarda elde edilen degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi
(Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago , IL , USA) yardimi ile Probit analizi yapilarak

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Ucucu Yaglar ve Ana bilesenlerinin in vitro Antifungal Etkinliklerinin

Belirlenmesi

4.1.1. Bitki Ucucu Yaglarin Misel Gelisimi Uzerine Bitki Ucucu Yaglarinn
Etkinlikleri

Bitki ugucu yaglarinin misel gelisimi lizerine antifungal etkinligi buhar ve degme
fazlar1 olmak iizere 2 farkli sekilde arastirilmistir. Ugucu yaglarin degme etkinligi
caligmalarinda kullanilmasi diisiiniilen ugucu yaglar ve muhtemel konsantrasyonlari

belirlenmesi amaci ile dncelikle ugucu yaglarin buhar etkinligi ¢alisilmustir.

4.1.1.1. Bitki Ucucu Yaglarinin Misel Gelisimi Uzerine Buhar EtKisi

Ugucu yaglarin G. citri-aurantii’ nin misel gelisimi lizerine buhar etkisinin
arastirlldigr calismalarda daha oOnce farkli fungal ve bakteriyel etmenlere karsi
antimikrobiyal etkinligi arastirllmis olan Suriye kekigi, kaba kekik, karabas kekigi,
rezene, karabas lavanta, okaliptus ve dereotu bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarinin
farkli konsantrasyonlari kullanilmis olup ¢alismalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.1
ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelgede de goriilecegi gibi karabas kekigi, kaba kekik, Suriye kekigi ve rezene
0.0-15.0 ul/petri konsantrasyon araliklarinda fungus gelisimini etkili bir sekilde
baskilarken, okaliptus, lavanta ve dereotu 0.0-175.0 pl/petri konsantrasyon araliginda
degisen oranlarda antifungal etkinlik géstermistir. En giiclii antifungal etkinlik kaba
kekik ve Suriye kekigi tarafindan gosterilmis olup, bu bitkileri sirasi ile karabas kekigi
ve rezene ugucu yaglar izlemistir. Fungusun miselyal gelisimini tamamen durduran
konsantrasyonlara bakildiginda, kaba kekik ve Suriye kekigi ugucu yaglari G. citri-
aurantii patojenini 5.0 ul /petri konsantrasyonunda, karabas kekik ucucu yagi 7.5 pl
/petri, rezene ugucu yagi ise 15.0 ul/ petri konsantrasyonlarinda tamamen engellemistir
(Cizelge 4.1). Calismalarda kullanilan diger bitki ugucu yaglardan dere otu, karabas

lavanta ve okaliptus ucucu yaglari, kekik ve rezene ugucu yaglarina kiyasla fungus
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miselyal gelisimini 125.0-175.0 pl/petri gibi daha yiiksek konsantrasyonlarda
engelleyebilmistir. Fungus gelisimini dereotu bitkisi ugucu 125.0 ul/petri, lavanta ugucu
yagit 150.0 ul/petri, okaliptus ugucu yagi ise 175.0 pl/petri konsantrasyonlarinda
tamamen engellemistir.

Ucucu yaglarin farkli konsantrasyonlarinin fungal miselyal gelisimi engelleme
oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ugucu yagin miselyal
gelisimi %50 oraninda engelleyen etkili konsantrasyonlari (ECsg) belirlenmistir
(Cizelge 4.1). Elde edilen sonuglara gore en gii¢lii antifungal etkinlik gosteren kaba
kekigi, Suriye kekigi, karabas kekigi ve rezene ugucu yaglarin ECso degerleri sirasi ile
1.612, 1.678, 1.825 ve 4.169 ul/petri olarak belirlenmistir. Caligmalarda kullanilan diger
bitki ugucu yaglardan dereotu, karabas lavanta ve okaliptiis ugucu yaglarinin ECs

degerleri sirasi ile 48.882, 55.689 ve 104.665 ul/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Bitki ugucu yaglarin farkli buhar konsantrasyonlarmin turunggil eksi ¢iiriikliik hastaligi etmeni G. citri-aurantii’nin misel
gelisimleri (mm) iizerine antifungal etkinligi®

Konsantrasyonlar (ul/petri)

Ugucu Yaglar 0.0 0.5 1.0 2.5 5.0 7.5 10.0 15.0 ECs”
Karabas kekik 87,679 84,67gB 73,33fA 25,67eA 8,67dB 0,00cA 0,00bA 0,00a 1,825
Kaba kekik 87,67¢ 80,67dB 75,33cA 24,00bA 0,00aA 0,00aA 0,00aA 0,00a 1,612
Suriye kekigi 87,67¢ 74,33dA 70,67cA 39,67bB 0,00aA 0,00aA 0,00aA 0,00a 1,678
Rezene 87,67h 83,33gB 74,33fA 61,67eC 47,67dC 36,67cB 17,67bB 0,00a 4,169
Konsantrasyonlar (ul/petri)

0.0 25.0 50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 ECs
Okaliptus 87,679 89,67gC 76,00fB 70,33eC 57,67dB 34,67cC 23,67b 0,00a 104,665
Lavanta 87,67f 76,33eB 62,00dA 23,67cB 11,67bA 8,67bB 0,00a 0,00a 55,689
Dereotu 87,67f 70,33eA 58,00dA 18,00cA 9,33bA 0,00aA 0,00a 0,00a 48,882

® Elde edilen degerler 5 farkli petride gelisen fungus koloni ¢ap (mm) degerlerinin ortalamasidir. Ayn1 satir iginde yer alan ortalama degerlerin yamindaki benzer kiigiik
harfler veya siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak dnemli olmadigin
gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).

® Ugucu yaglarin misel gelisimini %50 diizeyde engelleyen etkili dozlar1 (ECsg) her bir yag i¢in farkli dozlarda elde edilen misel ¢aplarimin degerleri kullanilarak SPSS
istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimi ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir



Sekil 4.1. Ugucu yaglarin G. citri-aurantii’nin misel gelisiminin engellenmesi iizerine

farkli konsantrasyonlardaki buhar etkileri. (A) Kaba kekik ugucu yag (B) Karabas
kekik ugucu yag1 (C) Rezene ugucu yagi (D) Okaliptus ugucu yagi
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4.1.1.2 Bitki Ucucu Yaglariin Misel Gelisimi Uzerine Degme Etkisi

Bitki ugucu yaglarin miseliyal gelisim tizeren olan degme etkinligi, buhar etkinligi
calisma sonuglarina istinaden dereotu, karabas lavanta ve okaliptiis ugucu yaglar1 daha
yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmasina ragmen diisiik diizeyde antifungal etkinlik
gostermesi nedeniyle degme etkinliginin belirlendigi denemelerde tercih edilmemistir.
Degme etkinliginin belirlendigi ¢alismalarda diisiik konsantrasyonlarda daha yiiksek
antifungal etkinlik gdsteren karabag kekik, Suriye kekigi, kaba kekik ve rezene ugucu
yaglarinin  buhar etkinliginde kullanilan Kkonsantrasyonlardan daha yiiksek
konsantrasyonlar1 kullanilarak arastirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen sonuglar
Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2 de verilmistir.

Cizelge 4.2°de goriilecegi gibi misel gelisimi iizerine en giiclii antifungal etkinlik
buhar etkinligi ¢aligmalarinda oldugu gibi 30.0 ul/ml konsantrasyonu ile Suriye kekigi
tarafindan gosterilmis olup, bu bitkiyi buhar etkinligi ¢caligsmalarindakinden farkli olarak
ayni konsantrasyonda (30.0 pl/ml) karabas kekigi izlemistir. Suriye kekigi ve karabag
kekik ugucu yaglarini sirasiyla 40.0 pul/ml konsantrasyonu ile kaba kekik ve 45.0 ul/ml
konsantrasyonu ile rezene takip etmistir. Yapilan istatistik analizlere gére ugucu
yaglarin antifungal etkinlikleri konsantrasyonlara bagli olarak onemli diizeyde artmis
olup, konsantrasyonlar arasindaki fark P<0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak
onemli bulunmustur.

Ucucu yaglarin farkli konsantrasyonlarinin fungal miselyal gelisimi engelleme
oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ugucu yagin miselyal
gelisimi %50 oraninda engelleyen etkili konsantrasyonlart (ECsp) belirlenmistir
(Cizelge 4.2). Elde edilen sonuglara gore en giiglii antifungal etkinlik gosteren Kaba
kekik, Suriye kekigi, karabas kekigi ve rezene ugucu yaglarin ortalama ECsy degerleri
strast ile 10.31, 10.39,10.57 ve 23.91 ul/ml olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Bitki ugucu yaglarin farkli degme konsantrasyonlarmin G. citri-
aurantii’nin misel gelisimleri (mm) iizerine antifungal etkinligi®

Ucucu Yaglar

Konsa(ﬂ}/rs]sl§/onlar izlzgj Kzgﬁﬁf $ Kaba kekik  Rezene
0.0 81,00i 81,00i 81,00j 81,00i
2.5 70,33hA 73,67hA 74,33IA 80,33iB
5.0 60,67gA 61,67gA 61,00hA 80,00iB
7.5 52,33fA 54,33fA 51,67gA 80,00iB
10.0 47,33eB 45,67eA 44,67FA 73,67hC
15.0 37,67dB 37,00dB 33,33eA 64,33gC
20.0 31,00cB 31,33cB 19,67dA 52,33fC
25.0 9,67bB 6,67bA 15,33cC 42,33eD
30.0 0,00aA 0,00aA 10,33bB 34,67dC
35.0 0,00aA 0,00aA 7,67bB 28,00cC
40.0 0,00aA 0,00aA 0,00aA 11,67bB
45.0 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a

ECso” 10,39 10,57 10,31 23,91

? Elde edilen degerler 5 farkli petride gelisen fungus koloni ¢ap (mm) degerlerinin ortalamasidir. Ayni
siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiigiik harfler veya satir igerisinde yer alan
ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak
onemli olmadigim gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).

® Ugucu yaglarin misel gelisimini %50 diizeyde engelleyen etkili dozlar1 (ECso) her bir yag icin farkh
dozlarda elde edilen misel ¢aplarinin degerleri kullamlarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimu ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir
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Sekil 4.2. Ugucu yaglarin G. citri-aurantii’nin misel gelisimi tizerine degme etkileri.
(A) Suriye kekik ugucu yag1 (B) Karabas kekik ugucu yag1 (C) Kaba kekik ugucu yagi
(D) Rezene wugucu yagi. Her resimdeki petriler kullanilan ugucu yaglarin
konsantrasyonlarina gore kiiglikten biiyiige (soldan saga dogru) siralanmuistir.
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Turunggil meyvelerinde 6nemli hasat sonu hastaliklarindan biri olan eksi ¢tirtikliik
hastaligi etmeni G. citri-aurantii depolanan iiriinlerde 6nemli kayiplara neden olan
fungal hastalik etmenidir (Eckert ve Eaks, 1989). Hastalikla miicadelede kimyasal
pestisitlere alternatif yontemler iizerine yapilan g¢alismalardan biri de, bitki ugucu
yaglarin kullanildigini ¢alismalardir. Calismada kullanilan ugucu yaglarin turunggil eksi
ciiriikliik hastalik etmeni olan G. citri-aurantii’ye kars1 antifungal etkinligi konusunda
daha once yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Calismalarda kullanilan s6z konusu
ucucu yaglarin hastalik etmenine kars1 antifungal etkinligi ilk kez bu ¢alisma ile ortaya
konulmustur.

Yapilan literatiir arastirmasinda bitki ugucu yag veya ekstraktlarin hastalik etmeni
lizerine olan antifungal etkinligi konusunda smirli sayida c¢alismanin bulundugu
goriilmistiir. Xu ve ark. (2012) Cassia bitki yaginin mikroemiilsiyon formunun in vitro
ve in vivo kosullarda meyvelerde hastalik etmenine karsi oldukga etkili bir koruma
sagladigimi bildirmistir. Fas’da yapilan bir diger c¢alismada da bolgede yetisen ve
aralarinda Cistus villosus, Pistacia atlantica, Halimium antiatlanticum, Inula viscosa,
Ighermia pinifolia ve Hammada scoparia gibi tiirlerin yer aldig1 pek ¢ok bitkilerinden
elde edilen methanol ve toz ekstraktlarin hastalik etmenine karsi degisen oranlarda
antifungal etkinlik gosterdigini belirlemislerdir (Talibi ve ark. 2012a; Talibi ve ark.
2012b). Tserennadmid ve ark. (2011) adacayi, ¢am, limon ve origanum bitki ugucu
yaglarinin antimikrobiyal etkinligini baz1 maya ve Geotrichum citri-aurantii’ye karsi
aragtirmis olduklar1 ¢aligmalarinda besi yeri, meyve suyu ve siit i¢ine yapay olarak
bulastirilmis Geotrichum candidum, Pichia anomala, Saccharomyces cerevisiae ve
Schizosaccharomyces pombe gibi mayalara karsi antifungal etkinlik gosterdiklerini
belirlemislerdir.

Dulger ve Hacioglu (2008a) kekik’in bir bagka tiirii olan Satureja icarica’nin
methanol ekstraktini Candia albicans, Candida tropicalis, Candida guilliermondii,
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus laurentii, Aspergillus flavus, Aspergillus niger
Alternaria alternate, Geotrichum candidum, Fusarium oxysporum, Penicillium
frequentans, Penicillium canescens and Botrytis cinerea gibi hasat sonu fungal hastalik
etmenleri ve mayalara kars1 antifungal etkinligini arastirdiklar1 ¢galismalarinda ekstraktin
funguslara karsi 11.6-18.8 mm capinda engelleme zonlarim1 olusturdugu, en diisiik

engelleme konsantrasyonunun (MIC) ise tiirlere gore degisen 6.25-25 pg/ml
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konsantrasyonlarda gozlendigini belirlemislerdir. Dulger ve Hacioglu (2008a) bir baska
calismasinda ayni fungal etmenlere kars1 bu kez endemik adagayi bitki tiirii olan Salvia
tigrina’nin ethanol ekstraktini denedikleri ¢alismalarinda bitki ekstraktinin en diisiik
engelleme konsantrasyonunun (MIC) tiirlere gore degistigini en diisik 3.12 pug/ml en
yiiksek ise 25 pug/ml konsantrasyonlarinda gozlendigini, en duyarli fungal ve maya
tirintiin C. albicans, C. neoformans ve B. cinarea olduklar1 belirlemislerdir.

Ameziane ve ark. (2007) yapmis olduklar1 ¢alismalarinda Fas’ta yetisen 21 farkli
bitki ugucu yagi, ekstrak ve toz karisimlarinin antifungal etkinligini turunggil
meyvelerinde hasat sonu hastaliklara neden olan Penicillium digitatum, Penicillium
italicum ve Geotrichum candidum gibi fungal etmenlere karsi arastirmiglardir. Bu
bitkiler i¢ginde Thymus leptobotrys, Cistus villosus ve Peganum harmala’ya ait tozlarin
3 fungus tiiriinii de engelledigi, Eucalyptus globulus bitki tozu G. candidum ve P.
digitatum etmenlerine karst %100 engelleme gosterdigini, Juglans regia ve Myrtus
communis’a ait bitki tozlart ise %100 etkili olurken G. candidum’a kars1 gosterirken,
Arenaria rubra’nin P. digitatum’u %100 engelledigini bildirmislerdir.

Szczerbanik ve ark (2007) yapmis olduklar1 ¢alismada nane ve ¢ay bitki ugucu
yagimin buhar fazimin Botrytis cinerea, Fusarium solani, Colletotrichum sp.,
Geotrichum candidum, Rhizopus oryzae, Aspergillus niger ve Cladosporium
cladosporiodes gibi hasat sonu bitki fungal patojenlerine karsi ¢am ve tar¢in yaglarina
oranla daha yiiksek diizeyde antifungal etkinlik gdsterdiklerini, bu yiizden nane ve ¢ay
bitki ucucu yaglarmin buhar fazlarinin s6z konusu depo hastalik etmenlerine karsi
alternatif miicadelede kullanilabilecegini 6nermislerdir.

de Albuquerque ve ark. (2006) Lippia gracilis bitki u¢ucu yagmin antifungal
etkinligini Geotrichum candidum, Trichoderma viride, Torula herbarum, Paecillomyces
sp., Fusicoccum sp., P. aeruginens, Curvularia lunata, Aspergillus nidulans, A. flavus,
ve A. niger gibi hasat sonu hastalik etmenlerine karsi arastirmiglar ve ugucu yagin
denemede kullanilan tiirlere karsi farkli oranlarda antifungal etkinlik gosterdigini
belirlemislerdir.

Benzer sekilde Portillo-Ruiz ve ark. (2005) yapmis olduklari bir diger ¢alismada
Meksika origanum’u (Lippia berlandier) olarak bilinen bitkinin ugucu yagininin degme
fazinda antifugal etkinligini besinlerde bozulmalara neden olan Penicillium,

Geotrichum, Aspergillus ve Bipolaris cinslerine dahil 21 farkli fungal etmene karsi
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arastirmiglardir. Calisma sonuglart origanum yaginin antifungal etkinliginin yiiksek
diizeylerde oldugunu, besi maddelerine bu bitki ugucu yagmin eklenmesi ile patojenler
tarafindan neden olan bozulmalarin etkili bir sekilde engellenebilecegini bildirmislerdir.

Bouzouita ve ark. (2003) Thymus capitatus, Ocimum basilicum, Myrtuszxde
communis ve Laurus nobilis bitki ugucu yaglarinin 2 farkli bakteri (Lactobacillus
plantarum ve Escherichia coli) ve Geotrichum candidum a kars1 antimikrobiyal
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda T. capitatus ve O. Basilicum ugucu yaglarinin
mikroorganizmalara kars1 yiiksek diizeyde antimikrobiyal etkinlik gosterdigi,
Escherichia coli’nin Lactobacillus plantarum’a kiyasla daha fazla duyarli oldugu
belirlemiglerdir.

Ejechi ve ark. (1999) biber meyvesi (Dennetia tripetala)’den elde edilen ugucu
yag ve fenolllerin Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces sp., Candida tropicalis,
Candida sp., Cryptococcus sp., Geotrichum sp., Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger
ve Fusarium sp. kars1 antifungal etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bilesenlerin
2.5-6.5 ila 1.5-3.0 mg/ml konsantrasyonlarinda etkinlik gosterdigi, bilesenlerin karigim
seklinde uygulandiklar1 zaman etkinligin daha yiiksek diizeyde gerceklestigini
bildirmislerdir.

4.1.2. Bitki Ucucu Yaglarmmn Misel Gelisimini Engelleyen Konsantrasyonlarimin

Fungisidal ve Fungistatik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan ugucu yaglarim misel gelisiminde buhar etkilerinin
belirlendigi ¢alismalarda, ugucu yagin fungusa karsi fungisidal/fungistatik etkisinin
belirlenmesi amaci ile fungus inokulasyonundan 5 giin sonra fungus gelisiminin
gozlenmedigi (%100 engellemelerin oldugu) petri kaplarinin kapaklari, steril temiz petri
kapaklar1 ile degistirilerek 25 °C’ de tekrar inkiibasyona birakilmistir. Yapilan
gozlemler sonucunda denemede kullanilan tiim ugucu yaglarin %100 engelleme
gozlenen konsantrasyonlardaki petrilerde kapaklarin degismesine ragmen herhangi bir
miselyal gelismenin olmadigi, bu yiizden ugucu yaglarin fungusa karsi séz konusu
konsantrasyonlardaki etkilerinin fungisidal (tamamen engeleyen, Oldiiriicii) oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. G. citri-aurantii’nin misel gelisimi {izerine ugucu yaglarin tamamen
engelleyen konsantrasyonlarda fungusidal/fungistatik etkinliginin belirlenmesi. (A)
Kaba kekik ugucu yagi. Ugucu yag 5.0 pl/petri konsantrasyonunda kapak agildiktan (A)
sonra bile gelisme goriilmemistir. (B) Karabag kekik ugucu yagi. Ugucu yag 7.5 pl/petri
konsantrasyonunda kapak agildiktan (A) sonra bile gelisme goriilmemistir. Her iki yagin
bu konsantrasyonlardaki etkinligi fungusidal olarak belirlenmistir. Yaglarin disiik
konsantrasyonlarda (2.5 ve 5.0 ul/petri) kapak agildiktan (A) sonra fungus hifindeki
gelisme kapak kapali (K) olan petrilere oranla daha fazla gelisme gostermesi yagin bu
konsantrasyonlardaki etkinliginin fungistatik oldugunu gosterir.

Fungisidal etkinliginin belirlenmesi konusunda yapilan bir aragtirmada Thymus ve
Origanum yaglarinin ana bilegeni olan carvacrol’un belirgin bir fungisidial etkinlige

sahip oldugu bildirilmistir (Mari ve Guizzardi, 1998).

4.1.3. Bitki Ucucu Yag Ana bilesenlerinin Misel Gelisimi Uzerinde Degme

Etkilerinin Belirlenmesi

Bitki ugucu yag ana bilesenlerinin (Cizelge 3.2) miselyal gelisim iizerine olan
degme etkinligi gerek calismalarda gerekse calismada olmayan fakat antimikrobiyal
etkinligi olan diger bitki ugucu yaglarin ana bilesenlerinden, aldehyde yapidaki trans-
cinnamaldehyde, fenol yapidaki carvacrol, eugenol ve trans-anethole, alkol yapidaki
linalool ve keton yapidaki R-carvone kullanilmis olup, bu bilesenlerin miselyal gelisim

tizerine olan antifungal etkinligi yapilan 6n ¢alismalar sonucu belirlenen 0.0-400 pl/ml
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konsantrasyon araligi kullanilarak arastirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen
sonuglar Cizelge 4.3 ve Sekil 4.4 de verilmistir.

Cizelge 4.3 ’de goriilecegi gibi misel gelisimi iizerine en giiglii antifungal etkinlik
20.0 pl/ml konsantrasyonu ile kekik bitki ugucu yagi ana bileseni carvacrol ile tar¢in
bitki ugucu yagi ana bileseni trans-cinnamaldehyde tarafindan gosterilmis olup, bu ana
bilesenlerini eugenol (60.0 ul/ml) ve trans-anethole (80.0 pl/ml) izlemistir. Carvone
ve linalool ana bilesenlerinin antifungal etkinligi daha diisiik diizeyde olmasi nedeni ile
daha yiiksek konsantrasyonlar kullanilmis, fungal miselyal gelisimi tamamen durduran
konsantrasyon carvone igin 160.0 pl/ml olarak belirlenirken, linalool 400 pl/ml gibi
oldukca yiiksek bir konsantrasyonda fungusun miselyal gelisimi durdurabilmistir
(Cizelge 4.3). Yapilan istatistik analizlere gore ugucu yag ana bilesenlerin antifungal
etkinlikleri ~ konsantrasyonlara bagli olarak onemli diizeyde artmis olup,
konsantrasyonlar arasindaki fark P<0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur. Caligmalarda kullanilan benzer konsantrasyonlarda ugucu yag ana
bilesenleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmus olup, carvacrol ve
trans-cinnamaldehyde arasindaki 6nemli bir farklilik gézlenmemistir.

Ugucu yag ana bilesenlerin farkli konsantrasyonlarinin miselyal gelisimi
engelleme oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ugucu yag ana
bilesenlerinin miselyal gelisimi %50 oraninda engelleyen etkili konsantrasyonlar
(ECsp) belirlenmistir (Cizelge 4.3). Elde edilen sonuglara gore ana bilesenlerin
antifungal etkinligi en yliksekten en diisiik orana gore siralandiginda, trans-
cinnamaldehyde, carvacrol, eugenol, trans-anethole, R-carvone ve linalool ugucu
yag ana bilesenlerin ECsy degerleri siras1 ile 9.87, 9.94, 28.7, 36.05, 78.74 ve 207.95

pl/ml olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Bitki ugucu yag ana bilesenlerinin degme fazlarinin G. citri-aurantii’ misel gelisimleri (mm) iizerine antifungal etkinligi®

Konsantrasyonlar (ul/ml)

Ana bilesenler 0.0 10.0 20.0 40.0 60.0 80.0 EC50b
carcavrol 82,67c 40,67bA 0,00aA 0,00aA 0,00aA 0,00a 9,94
eugenol 82,67d 79,33dB 65,33cB 28,67bB 0,00aA 0,00a 28,7
trans-cinnamaldehyde 82,67c 39,67bA 0,00aA 0,00aA 0,00a2A 0,00a 9,87
trans-anethole 82,67e 82,00eB 71,67dC 39,33cC 12,67bB 0,00a 36,05
Konsantrasyonlar (ul/ml)

0.0 80.0 160.0 240.0 320.0 400.0 ECso°
carvone 82,67c 38,670 0,00a 0,00a 0,00a 0,00a 78,74
linalool 82,67f 71,67¢ 60,67d 42,67c 26,67b 0,00a 207,95

% Ucucu yag ana bilesenlerinin farkli konsantrasyonlar: besi ortamlarina ilave edilmis ve besi ortam {izerine fungusun misel diskleri yerlestirildikten sonra kontrol
petrilerindeki fungal gelisim, petri ylizeyini tamamen kapatincaya kadar (5-7 giin) inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen degerler 5 farkli petride gelisen fungus
koloni ¢cap (mm) degerlerinin ortalamasidir. Deneme 2 farkli zamanda tekrar edilmistir. Ayni1 satir iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kii¢iik harfler
veya siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigint gésterir
(Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).

® Ugucu yag ana bilesenlerinin misel gelisimini %50 diizeyde engelleyen etkili konsantrasyonlari (ECso) her bir yag icin farkli konsantrasyonlarda elde edilen misel
¢aplarmin degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimi ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir



Sekil 4.4. Bitki ugucu yag ana bilesenlerinin G. citri-aurantii’nin misel gelisiminin
engellenmesi iizerine farkli konsantrasyonlardaki degme etkileri. (A) Carvacrol, (B)
trans-cinnamaldehyde, (C) Eugenol, (D) trans-anethole, (E) Carvone, (F) Linalool.
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4.2. Bitki Ucucu Yaglarmm Spor Cimlenmesi ve Cim Borusu Gelisimi Uzerine

Buhar Etkilerinin Belirlenmesi

4.2.1. Bitki Ucucu Yaglarinin Spor Cimlenmesi Uzerine Buhar Etkileri

G.citri-aurantii nin arthrospor olarak bilinen aseksiiel sporlarinin (konidi)
cimlenmesi iizerine bitki ucucu yaglarinin buhar etkilerinin arastirildigi ¢calismalardan
elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 incelendiginde ugucu yaglarin miseliyal gelisimi engelleyen
konsantrasyonlarin (Cizelge 4.1) daha altinda bir konsantrasyonda fungus sporlarinin
cimlenmesinin  engellendigi  goriilmektedir. Elde edilen sonuglara  gore
konsantrasyonlarin artmasiyla funguslarin spor ¢imlenme oranlari azalmistir. Fungus
spor ¢imlenmesinin engellenmesinde en yiiksek etkinligi miselyal etkinlikte oldugu gibi
sirasiyla, Suriye kekigi, karabas kekik, kaba kekik, rezene, lavanta, okaliptus
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin gosterdigi belirlenmistir. Ucucu yaglar
tarafindan spor ¢imlenmesinin tamamen engellenmesi, Suriye kekigi, karabas kekik ve
kaba kekik ugucu yaglarinda 5.0 pl/petri konsantrasyonunda, rezene ugucu yaginda 10.0
ul/petri konsantrasyonunda, lavanta ugucu yaginda 125 pl/petri konsantrasyonunda ve
okaliptus ugucu yaginda ise 150.0 pl/petri konsantrasyonunda gergeklesmistir. Yapilan
istatistik analizlere gore ugucu yaglarin spor ¢imlenmesi iizerine antifungal etkinlikleri
konsantrasyonlara bagl olarak 6nemli diizeyde artmis olup, konsantrasyonlar arasindaki
fark P<0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Ugucu yaglarin farkli konsantrasyonlarinin spor ¢imlenmesini engelleme
oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ugucu yagin spor
cimlenmesini %50 oraninda engelleyen etkili konsantrasyonlar1 (ECsg) belirlenmistir
(Cizelge 4.4). Elde edilen sonuglara gore en gii¢lii antifungal etkinlik gésteren Suriye
kekigi, karabas kekigi, kaba kekik ve rezene ugucu yaglarin ECsy degerleri sirasi ile
1.71, 1.80, 2.27 ve 4.57 pl/petri olarak belirlenmistir. Calismalarda kullanilan diger
bitki ugucu yaglardan karabas lavanta ve okaliptus ugucu yaglarmin ECsy degerleri

sirast  ile  67.30 ve 96.81 ul/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.4)
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Cizelge 4.4. Bitki ugucu yaglarmm buhar fazinda G. citri-aurantii’ konidiyal ¢cimlenmeleri iizerine antifungal etkinligi (%)?

Konsantrasyonlar (ul/petri)

Ucucu Yaglar 0.0 25 5.0 7.5 10.0 15.0 ECs”
Suriye kekigi 96,33c 9,00bA 0,00aA 0,00aA 0,00a 0,00a 1,71
Karabas kekigi 96,33c 13,67bB 0,00aA 0,00aA 0,00a 0,00a 1,80
Kaba kekik 96,33c 38,33bC 0,00aA 0,00aA 0,00a 0,00a 2,27
Rezene 96,33e 79,00dD 56,00cB 16,000bB 0,00a 0,00a 4,57
Konsantrasyonlar (ul/petri)

0.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 ECs”
Okaliptus 96,33e 75,00d 52,00c 19,33b 0,00a 0,00a 96,81
Lavanta 96,33d 29,67c 4,33b 0,00a 0,00a 0,00a 67,30

® Elde edilen degerler 5 farkli petride ¢imlenen fungus spor sayilarmnin ortalamasidir. Aym satir icinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiigiik harfler
veya siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir
(Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).

® Ugucu yaglarin spor ¢imlenmesini %50 diizeyde engelleyen etkili dozlar1 (ECsp) her bir yag i¢in farkli dozlarda gozlenen ¢imlenen spor sayilari kullanilarak SPSS
istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimui ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir



Liu ve ark., (2009), ticari temin edilen kekik tiirii ugucu yaglarn ile yapmis
olduklar1 benzer bir c¢alismada G.citri-aurantii’nin spor  ¢imlenmesini 600 pl/I
konsantrasyonunda %94 oraninda engelledigini tespit etmislerdir. S6z konusu
arastirmanin sonuclarina gore kekik tiirlerine ait ugucu yaglarinin buhar etkilerinin
turunggilde hasat sonu kayiplara neden olan fungal hastalik etmenleri ile miicadelede

kimyasal miicadeleye alternatif olarak uygulanabilecegini gostermistir.

4.2.2. Bitki Ucucu Yaglarinin Cim Borusu Gelisimi Uzerine Buhar Etkileri

G.citri-aurantii nin spor ¢imlenmesinin yani sira ¢imlenen sporlardaki ¢im borucugu
gelisimi lizerine bitki ucucu yaglarinin buhar etkilerinin arastirildigi ¢alismalardan elde
edilen sonuglar Cizelge 4.5’ te verilmistir.

Cizelgeden de goriilecegi gibi ugucu yaglarin spor ¢imlenmesini engelleyen
konsantrasyonlarin (Cizelge 4.4) fungus sporlarinin ¢im borusu gelisiminin engellendigi
goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore konsantrasyonlarin artmasiyla funguslarin
¢im borucugu oranlar1 azalmistir. Fungus spor ¢im borusunun engellenmesinde en
yiiksek etkinligi spor ¢imlenmesinin engellenmesi etkinliginde oldugu gibi sirasiyla,
Suriye kekigi, kaba kekik, karabas kekik, rezene, lavanta, okaliptus bitkilerinden elde
edilen ugucu yaglarin gosterdigi belirlenmistir. Ugucu yaglar tarafindan spor ¢im
borusunun tamamen engellenmesi, Suriye kekigi, kaba kekik ve karabas kekik ugucu
yaglarinda 5.0 pl/petri, rezene ugucu yaginda 10.0 pl/petri, lavanta ugucu yaginda 125
ul/petri  ve okaliptus ugucu yaginda ise 150.0 pl/petri konsantrasyonlarinda
gerceklesmistir. Yapilan istatistik analizlere gore ucucu yaglarin spor g¢imlenmesi
lizerine antifungal etkinlikleri konsantrasyonlara bagli olarak onemli diizeyde artmig
olup, konsantrasyonlar arasindaki fark P<0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak

onemli bulunmustur.
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Cizelge 4.5. Bitki ugucu yaglarinin buhar fazinda G. citri-aurantii sporlarinin ¢imlenme borusunun gelisimi (um) tizerine antifungal

etkinligi®
Konsantrasyonlar (ul/petri)
Ugucu Yaglar 0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 15.0 ECso°
Suriye kekigi 115,00c 11,65bA 0,00aA 0,00aA 0,00a 0,00a 1,33
Karabas kekik 115,00c 33,00bB 0,00aA 0,00aA 0,00a 0,00a 1,82
Kaba kekik 115,00c 16,50bA 0,00aA 0,00aA 0,00a 0,00a 1,57
Rezene 115,00d 39,50cB 19,80bB 11,25bB 0,00a 0,00a 1,92
Konsantrasyonlar (ul/petri)
0.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 ECso°
Okaliptus 115,00d 62,50c 17,00b 5,50a 0,00a 0,00a 77,11
Lavanta 115,00d 69,00c 11,50b 0,00a 0,00a 0,00a 78,68

 Elde edilen degerler 5 farkh petride gelisen fungus sporlarmin ¢imlenme borusunun uzunlugu (um) ortalamasidir. Ayni satir iginde yer alan ortalama degerlerin
yanindaki benzer kiigiik harfler veya siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak
6nemli olmadigim gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).
Ugucu yaglarin ¢imlenme borusunun gelisimini %50 diizeyde engelleyen etkili dozlar1 (ECsg) her bir yag icin farkli dozlarda elde edilen misel g¢aplari (mm)
kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimu ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir



Ugucu yaglarin farkli Kkonsantrasyonlarinin spor ¢imlenmesini engelleme
oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ugucu yagin fungusun
spor ¢imlenmesini %50 oraninda engelleyen etkili konsantrasyonlari (ECsp)
belirlenmistir (Cizelge 4.5). Elde edilen sonuglara gore en giiglii antifungal etkinlik
gosteren Suriye kekigi, kaba kekik, karabas kekigi ve rezene ugucu yaglarin ECsp
degerleri sirast ile 1.33, 1.57, 1.82, 1.92 ul/petri olarak belirlenmistir. Calismalarda
kullanilan diger bitki ugucu yaglardan karabas lavanta ve okaliptus ugucu yaglarinin

ECso degerleri sirast ile 77.11 ve 78.68 ul/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).

4.3. Bitki Ucucu Yag Ana bilesenlerin Spor Cimlenmesi ve Cim Borusu Gelisimi

Uzerine Degme Etkilerinin Belirlenmesi

4.3.1. Bitki Ucucu Yag Ana bilesenlerinin Spor Cimlenmesi Uzerine Degme

Etkileri

G.citri-aurantii sporlarinin ¢imlenmesi tizerine bitki ugucu yag ana bilesenlerinin
degme etkilerinin arastirildigi ¢aligmalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.6 ile Sekil
4.5 ve Sekil 4.6’da verilmistir. S6z konusu ana bilesenlerin konsantrasyonlari, ugucu
yaglarin buhar etkinligi denemelerinde kullanilan konsantrasyonlarla (0.0-175.0
ul/petri) yapilmis On c¢aligmada yeterli diizeyde olmamasi nedeni ile bu
konsantrasyonlardan daha yiiksek konsantrasyonlarda (0.0-400.0 ul/ml) etkinlik
caligmalar ytriitiilmustiir.

Cizelgeye bakildiginda ugucu yag ana bilesenlerin konsantrasyonlarin artmasiyla
funguslarin  spor ¢imlenme oranlar1 azalmistir. Fungus spor c¢imlenmesinin
engellenmesinde en yiiksek etkinligi miselyal etkinlikte oldugu gibi sirasiyla, carvacrol,
trans-cinnamaldehyde, eugenol, trans-anethole, carvone, linalool ugucu yag ana
bilesenlerinin gosterdigi belirlenmistir. Ugucu yag ana bilesenleri tarafindan spor
¢imlenmesinin tamamen engellenmesi, carvacrol ve trans-cinnamaldehyde ana
bilesenlerinde 20.0 upl/ml konsantrasyonunda, eugenol ve trans-anethole ana
bilesenlerinde 80.0 pl/ml, carvone ana bileseninde 160 ul/ml ve linalool ana bileseninde

400.0 pl/ml konsantrasyonlarinda gergeklesmistir. (Cizelge 4.6, Sekil 4.5 ve Sekil 4.6).
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Cizelge 4.6. Bitki ugucu yag ana bilesenlerinin farkli degme konsantrasyonlarinin turunggil eksi ¢iiriikliik hastaligi etmeni Geotrichum
citri-aurantii sporlarinin ¢imlenmeleri (%) iizerine antifungal etkinligi®

Konsantrasyonlar (ul/ml)

Ugucu Yaglar 0.0 10.0 20.0 40.0 80.0 ECso°
carcavrol 97,67c 53,33bA 0,00aA 0,00aA 0,00a 10,17
eugenol 97,67e 87,33dB 41,33cB 9,33bB 0,00a 18,80
trans-cinnamaldehyde 97,67c 91,00bB 0,00aA 0,00aA 0,00a 13,22
trans-anethole 97,67d 97,00dC 75,00cC 25,33bC 0,00a 28,59
Konsantrasyonlar (ul/ml)

0.0 80.0 160.0 320.0 400.0 ECso°
carvone 97,67c 22,67b 0,00a 0,00a 0,00a 60,61
linalool 97,67d 94,33d 85,00c 60,67b 0,00a 278,58

 Ugucu yag ana bilesenlerinin farkli dozlar1 besi ortamlarina ilave edildikten sonra ve besi ortanu iizerine fungusun 200 pl taze spor siispansiyonlar1 (10* spor/ml)
yayilmistir. Uygulama gormiis ve kontrol petriler 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen degerler 5 farkli petride ¢imlenen fungus spor sayi ortalamasidir.
Aynt satir icinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kii¢lik harfler veya siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler
uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).
Ugucu yag ana bilesenlerinin spor ¢imlenmelerini %50 diizeyde engelleyen etkili konsantsrasyonlart (ECs) her bir ana bilesen igin farkli dozlarda elde edilen
¢imlenen spor sayilart kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimi ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir



Sekil 4.5. Bitki ugucu yag ana bilesenlerinin G. citri-aurantii’nin spor ¢imlenmesi
engellenmesi tizerine farkli konsantrasyonlardaki degme etkileri. (A-C) Carvacrol (D-F)
trans-cinnamaldehyde (G-1) Linalool.



Sekil 4.6. Bitki ugucu yag ana bilesenlerinin G. citri-aurantii’nin spor ¢imlenmesi
engellenmesi tizerine farkli konsantrasyonlardaki degme etkilerinin petri tizerindeki
goriinimleri.  (A)  Carvacrol, (B) trans-cinnamaldehyde, (C)  Eugenol,
(D) trans-anethole, (E) Carvone, (F) Linalool.
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Yapilan istatistik analizlere gére ugucu yag ana bilesenlerinin G.citri aurantii’ nin
spor ¢imlenmesi iizerine antifungal etkinlikleri konsantrasyon miktarina bagl olarak
onemli diizeyde artmis olup, konsantrasyonlar arasindaki fark P<0.05 6nem seviyesinde
istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Benzer konsantrasyonda ugucu yag ana
bilesenleri arasindaki fark ise bir ¢ok durumda istatistiksel olarak farkli olurken, 10
ul/ml konsantrasyonunda eugenol, trans-cinnamaldehyde ve trans-anethole arasindaki
fark 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.6)

Ugucu yag ana bilesenlerinin farkli konsantrasyonlarmin spor ¢imlenmesini
engelleme oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ugucu yagin
spor ¢imlenmesini %50 oraninda engelleyen etkili konsantrasyonlari (ECsp)
belirlenmistir (Cizelge 4.6). Elde edilen sonuglara gore en giiglii antifungal etkinlik
gosteren carvacrol’un ECsp degeri 10.17 pl/ml olurken, bu bileseni sirasi ile trans-
cinnamaldehyde, eugenol, trans-anethole, carvone ve linalool ana bilesenlerinin ECsg
degerleri takip etmistir. Bu bilesenlerin hesaplanan ECsy degerleri sirasi ile 13.22,

18.80, 28.59, 60.61 ve 278.58 ul/ml olarak belirlenmistir.

4.3.2. Bitki Ugucu Yag Ana bilesenlerinin Cim Borusu Gelisimi Uzerine Degme

Etkileri

G.citri-aurantii nin spor ¢imlenmesinin yani sira ¢imlenen sporlardaki ¢im
borucugu gelisimi {izerine bitki ugucu yag ana bilesenlerin degme etkilerinin
arastirildig caligmalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.7° de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore konsantrasyonlarin artmasiyla funguslarin ¢im
borucugu oranlar1 azalmistir. Fungus spor ¢im borusunun engellenmesinde en yliksek
etkinligi gosteren ana bilesenler sirasiyla; trans-cinnamaldehyde, carvacrol, eugenol,
trans-anethole, carvone, linalool ugucu yag ana bilesenlerinin gosterdigi belirlenmistir.
Ucgucu yag ana bilesenleri tarafindan ¢imlenme borusunun tamamen engellenmesi,
carvacrol ve trans-cinnamaldehyde ana bilesenlerinde 20.0 pl/ml konsantrasyonunda,
eugenol ve trans-anethole ana bilesenlerinde 80.0 pl/ml konsantrasyonunda, carvone
ana bileseninde 160 pl/ml konsantrasyonunda ve linalool ana bileseninde 400.0 ul/ml
konsantrasyonunda gergeklesmistir. Yapilan istatistik analizlere gore ugucu yag ana

bilesenlerinin ¢imlenme borusu lizerine antifungal etkinlikleri konsantrasyon miktarina
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bagl olarak 6nemli diizeyde artmis olup, konsantrasyonlar arasindaki fark P<0.05 6nem
seviyesinde istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur.

Benzer konsantrasyonda ugucu yag ana bilesenler arasindaki fark ise bir ¢ok
durumda istatistiksel olarak farkli olurken, bir¢ok konsantrasyonda eugenol, trans-
cinnamaldehyde ve carvacrol arasindaki fark 6nemsiz bulunmustur (Cizelge 4.7)

Ugucu yag ana bilesenlerinin farkli konsantrasyonlarinin ¢imlenme borucugunu
engelleme oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ugucu yag ana
bileseninin ¢im borusu gelisimini %50 oraninda engelleyen etkili konsantrasyonlari
(ECso) belirlenmistir (Cizelge 4.7). Elde edilen sonuglara gore en giliglii antifungal
etkinlik gosteren trans-cinnamaldehyde’in ECsy degeri 4.60 pl/ml olurken, bu bileseni
sirasi ile eugenol, trans-anethole, carvacrol, carvone ve linalool ana bilesenlerinin ECs
degerleri takip etmistir. Bu bilesenlerin hesaplanan ECsy degerleri sirasi ile 4.84, 6.18,

8.27,55.01 ve 216.17 pl/ml olarak belirlenmistir (Cizelge 4.7).
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Cizelge 4.7. Bitki ugucu yag ana bilesenlerinin farkli degme konsantrasyonlarinin turunggil eksi ¢iiriikliik hastaligi etmeni Geotrichum
citri-aurantii’ sporlarmin ¢imlenme borusu gelisimi (um) iizerine antifungal etkinligi®

Konsantrasyonlar (ul/ml)

Ugucu Yaglar 0.0 10.0 20.0 40.0 80.0 ECso°
carcavrol 468,00c 160,00bA 0,00aA 0,00aA 0,00a 8,27
eugenol 468,00c 95,00bB 23,00aB 4,50aA 0,00a 4,84
trans-cinnamaldehyde 468,00c 72,00bB 0,00aA 0,00aA 0,00a 4,60
trans-anethole 468,00d 63,00cB 57,00bcC 27,00abB 0,00a 6,18
Konsantrasyonlar (ul/ml)

0.0 80.0 160.0 320.0 400.0 ECso°
carvone 468,00c 107,00b 0,00a 0,00a 0,00a 55,01
linalool 468,00d 368,00c 343,00c 135,00b 0,00a 216,17

 Ugucu yag ana bilesenlerinin farkli dozlar1 besi ortamlarina ilave edildikten sonra ve besi ortamu tizerine fungusun 200 ul taze spor siispansiyonlar: (10* spor/ml)
yayilmistir. Uygulama gérmiis ve kontrol petriler 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Elde edilen degerler 5 farkli petride gelisen fungus sporlarinin ¢imlenme borusu
uzunluklarinin (pm) ortalamasidir. Aym satir i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiigiik harfler veya siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin
yanindaki benzer biiyiik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).
Ucgucu yag ana bilesenlerinin ¢imlenme borusunu %50 diizeyde engelleyen etkili konsantsrasyonlari1 (ECso) her bir ana bilesen igin farkli dozlarda elde edilen
¢imlenme borusunun uzunluk (um) degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimi ile Probit analizi yapilarak

belirlenmistir.



4.4. Bitki Ugucu Yaglarinin Buhar Fazinda Fungus Hif ve Sporlarinin Yapilarinda
Sebep Oldugu Morfolojik Degisikliklerin Belirlenmesi

Bitki ugucu yaglarinin fungusun hiflerinin morfolojik yapilar1 iizerinde sebep
oldugu morfolojik degisiklikler faz kontrastli 151k mikroskobu altinda incelenmistir.
Yapilan  gozlemlerde ugucu  yaglarin  tamamen  engellemeyi  saglayan
konsantrasyonlarinda fungal miselleri tizerinde oldukga siddetli morfolojik bozulmalara
neden oldugu gozlenmistir (Sekil 4.7. ve Sekil 4.8). Yapilan gozlemler sonucunda buhar
fazlar1 en etkili olan Suriye kekigi ve Karabas kekigi ugucu yaglarinin 5.0 ve 7.5
ul/petri  konsantrasyonlarinda G.citri-aurantii’nin miselleri iizerinde zamana bagh
olarak onemli morfolojik degisikliklere neden oldugu belirlenmistir. Zamana bagh
yapilan gbézlemlerde ugucu yag petriye eklendikten 1 giin sonrasindan itibaren 6ncelikle
renk degisikligi neden olmus, daha sonra zamana bagli sitoplazmik pihtilagsmaya, hif
yapisinda artan siddetlerde sitoplazmik igerigin karararak hifin dismma bosalmasina
neden olmus, ilerleyen zamanlarda (yag eklendikten 4 giin sonra) sitoplazmasi bosalmis
misellerin tamamen koyulasip, deforme olarak nekrotik bir misel haline doniismiistiir
(Sekil 4.8). Saglikli hif kalinligi yaklasik 7.5-10 um capinda iken, ugucu yag
uygulamasina maruz kalmis hiflerde hif kalinhig yaklagik %20-33 oraninda daha
incelerek 5-7 pm ¢apinda oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Karabas kekik ugucu yaginin tamamen engelleyen buhar konsantrasyonuna
(7.5 pl/petri) maruz birakilmis fungus misellerinin petrideki goriiniimii. (A), Kontrol
petrilerindeki saglikli G.citri-aurantii miselyal gelisimi, (B) Ugucu yag eklendikten 2
glin sonra, G.citri-aurantii miselyal gelisiminde gézlenen morfolojik degisiklik.
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Sekil 4.8. Karabas kekik ugucu yagmin tamamen engelleyen buhar konsantrasyonunun
(7.5 pl/petri) fungus hifleri tizerinde yaptig1 deformasyonlarin 151k mikroskobu altindaki
goriintiileri. (A-C), Isik mikroskobunda kontrol petrilerindeki saglikli G. citri-aurantii
hif gelisimi ve sporulasyon olusumu (ok). (D-F), ugucu yag eklendikten 2, 3 ve 4 giin
sonra, G. citri-aurantii hiflerinin sitoplazmalarinda goézlenen renk degisimleri (D),
koagiilasyonlar (E), hiflerde erime ve sitoplazmik icerigin disariya bosalmasi (F) (ok).
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Benzer durum ugucu yaglarin buhar fazinin spor ¢imlenmesi iizerine olan
etkinliginin belirlendigi ¢aligmalarda da gozlenmistir. Ozellikle Suriye kekigi ve
Karabas kekik ugucu yaglarmin spor ¢imlenmesini tamamen engelleyen 5.0 ve 7.5
ul/petri  konsantrasyonlarinda fungus sporlarinda vakuollesmeye neden oldugu,
sporlarin etrafinda hava kabarciklarin goriildiigii, baz1 sporlarin u¢ noktalarinda sismeler

seklinde sekil bozukluklarinin olustugu belirlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Karabas kekik ugucu yaginin tamamen engelleyen buhar konsantrasyonuna
(7.5 pl/petri) maruz birakilmis fungus konidilerinin petrideki gortiniimii. (A), Kontrol
petrilerindeki saglikli G.citri-aurantii spor ¢imlenmesi ve ¢imlenme borucugunun (ok)
gelisimi, (B) Ugucu yag eklendikten 2 giin sonra, ¢imlenemeyen G.citri-aurantii
sporlarinin sitoplazmasindaki koagiilasyonlar ve sisme seklinde gozlenen morfolojik
degisiklikler (ok).

Fungus hifleri {izerinde go6zlenen kirisik biiziismeler, hiflerde kararmalar
seklindeki nekrotiklesmeler, sitoplazmanin kaogiilasyonu (pihtilasmasi) ve sitoplazmik
icerigin disartya bosalmasi gibi morfolojik degisiklikler ugucu yaglarin hiicre duvarinda
yapmig oldugu sahip oldugu enzimatik yikimlardan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir
(Rasooli ve ark., 2006). Ucucu yaglarin sahip oldugu lipofilik 6zelliklerinden dolay1
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ucucu yaglar kolaylikla hiicre membranint delerek hiicre i¢ine ulasmasina olanak
sagladigi Knobloch ve ark. (1989) tarafindan bildirilmistir. Liu ve ark (2009) kekik
ucucu yagini G. citri-aurantii’ye karsi gerek in vitro gerekse in vivo antifungal
etkinligini arastirdig1 ¢alismalarinda ugucu yagin gerek konidi (artrospor) ¢imlenmesi
gerekse ¢im borucugu iizerine antifungal etkide bulundugu, elektron ve 151k mikroskobu
ile yapmis olduklar1 morfolojik gozlemlerde ugucu yagin fungus hifi ve artrospor
(konidi) tizerinde onemli diizeyde morfolojik bozulmalara, plasma membraninda
yikimlara, mitokondrilerinde ise yapisal bozulmalara neden oldugunu belirlemislerdir.
Kekik ugucu yagini satsuma mandarin meyvelerine uyguladiklarinda ise hastalik
olusumunu %76’dan %35 oranma disiirdiigiinii bildirmislerdir. Soylu ve ark. (2005)
yapmis olduklar1 bir diger ¢aligmada, Suriye kekigi ugucu yaginin turunggil
meyvelerinin énemli hasat sonu hastalik etmeni P. digitatum hifleri {izerinde oldukga
belirgin yapisal bozulmalara neden oldugunu yapmis olduklar1 151k mikroskobu
gozlemleri ile ortaya koymuslardir.

Isik mikroskobu ile yapilan gozlem sonuclarina benzer sonuglar farkli bitki
ucucu yagi/ekstraktlarla farkli fungal etmenlerle iliskilerinin incelendigi caligmalarda da
bildirilmistir. Zambonelli ve ark. (1996) Colletotrichum lindemuthianum ve Pythium
ultimum hifleri tizerinde Thymus vulgaris, Lavandula ve Mentha piperita bitkilerinden
elde edilen ucucu yaglarinin olduk¢a goze ¢arpan morfolojik degisikliklerin yanisira
hiflerden disariya sitoplazmik bosalmalara neden oldugunu bildirmistir. Benzer sekilde,
151k ve elektron mikroskobu kullanilarak yapilan g¢alismalarda Achillea millefolium,
Cymbopogon citratus, Eucalyptus citriodora, Ageratum conyzoides ve Allium sativum
bitkilerinden elde edilen ugucu yag ve ekstraktlarin fungal hastalik etmenleri Didymella
bryoniae, R.solani, C. Lindemuthianum hiflerinde yapisal bozulmalara neden oldugu,
F.oxysporum hiflerinde ise hif ¢aplarinda incelmelere sebep oldugu bildirilmistir
(Bianchi ve ark., 1997, Fiori ve ark., 2000). Ulkemizde ise bitki ugucu yaglarmim
domates bitkilerinde 6nemli yaprak kokenli fungal hastalik etmenlerinden Phytopthora
infestans ve Botrytis cinerea ile toprak kokenli Sclerotinia sclerotiorum hifleri izerinde
oldukca yikici, ¢aligmalarimizda gozlenen yapisal bozulmalara benzer degisikliklere
sebp oldugunu 151k ve elektron mikroskobu altinda yapmis olduklar1 gézlemlerle

belirlemislerdir (Soylu et al., 2006; Soylu ve ark, 2007; Soylu et al., 2010).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada Hatay ili ve ¢evresinde dogal olarak yetisen dereotu, rezene, Suriye
kekigi, kaba kekik, karabas kekigi, karabas lavanta ve okaliptus bitkilerinden elde edilen
ucucu yaglar ile gerek bu yaglarin gerekse antifungal etkinligi Onceden yapilan
caligmalar ile ortaya konmus diger bitki ugucu yaglarin ana bilesenlerinden carvacrol,
trans-cinnamaldehyde, eugenol, trans-anethole, carvone ve linalool gibi kimyasal
bilesenlerin degme ve buhar fazlarinda sahip olduklar1 antifungal etkinlikleri G.citri-
aurantii etmenine karsi in vitro kosullarda arastirilmistir. Gerek ugucu yaglar, gerekse
ana bilesenlerin fungusun misel gelisimi, sporlar ¢imlenmesi ile ¢imlenme borusu
gelisimi lizerindeki etkinligi buhar ve degme fazlarinda arastirilmistir. Calismalarda
ayrica ugucu yag ve ana bilesenlerin fungus hifleri ve sporlari lizerinde sebep oldugu
yapisal degisiklikler 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Bitki ugucu yaglarin misel
gelisimi, spor canliligi ve ¢im borusu gelisimi tizerinde buhar etkilerinin degme
etkinligine kiyasla daha diisiik konsantrasyonlarda daha iyi sonuglar verdigi
belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore gerek buhar gerckse degme fazlarinda, kekik cinslerine
(Origanum, Thymus ve Thymbra) dahil bitki ugucu yaglarmin diger bitki ugucu
yaglarina oranla daha yiiksek antifungal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ugucu
yaglarin misel geligsimi lizerine buhar etkilerine bakildiginda en yiiksek etkinlik Suriye
kekigi (O. syriacum) ve kaba kekik (T. serpyllum) 5.0ul/petri konsantrasyonunda elde
edilmistir. En digiik etkinlik ise 175.0 pl/petri konsantrasyonu ile okaliptus (E.
camandulensis) ugucu yag: tarafindan gosterilmistir. Ugucu yaglarin misel gelisimi
tizerine degme etkinligi O. syriacum, T. serpyllum, T. spicata ve F. vulgare olmak tizere
4 farkli bitki ile yiriitiilmistiir. Bu ugucu yaglar arasinda en yiiksek etkinligi 30.0ul/ml
konsantrasyonunda Suriye kekigi (O. syriacum) ve karabas kekik (T. spicata)
gosterirken, en diisiik etkinlik 30.0ul/ml konsantrasyonunda rezene (F. vulgare)
tarafindan gosterilmistir. Ugucu yaglar onceki calismalarda oldugu gibi buhar fazlarn
degme fazlarina gore daha diisiik konsantrasyonlarda etkinlik gostermistir.

Ucucu yag ana bilesenlerinin fungus misel gelisimi iizerine olan degme etkinligi

carcavrol, eugenol, trans-cinnamaldehyde, trans-anethole, carvone ve linalool olmak
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tizere 6 farkli bilesenle arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore en yliksek etkinlik 20
ul/ml konsantrasyonu ile kekik ugucu yag ana bileseni carvacrol ile targin bitki ugucu
yag ana bileseni olan trans-cinnamaldehyde’de saptanmuistir. Kullanilan bilesenler
icinde en disik etkinlik ise 400 pl/ml konsantrasyonu ile linalool tarafindan
gosterilmistir.

Ugucu yaglarin spor ¢imlenmesi ve ¢im borusu gelisimi {lizerine buhar etkilerine
bakildiginda, her iki durumda da en yiiksek etkiyi 5.0 ul/petri konsantrasyonu ile Suriye
kekigi, kaba kekik ve karabas kekik tiirleri gostermistir. Gerek spor ¢imlenmesi gerekse
cimlenme borucugunun gelisimi Suriye kekigi, kaba kekik ve karabas kekik ugucu
yaglar1 5.0 ul/petri konsantrasyonda tamamen engellenmistir.

Ucgucu yag ana bilesenler i¢inde kekik tiirlerinin ana bileseni olan carvacrol ve
targin bitkisinin ana bileseni olan trans-cinnamaldehyde’in tipki misel gelisiminin
engellenmesi iizerine etkinliginde oldugu gibi, spor ¢cimlenmesi ve ¢gimlenme borusunun
gelisimini engellemede diger bilesenlerden daha yiiksek etkiye sahip oldugu
belirlenmistir. Ugucu yag ana bilesenlerinden, carvacrol ve trans-cinnamaldehyde ana
bilesenleri 20.0 wi/ml konsantrasyonunda G. citri-aurantii spor ¢imlenmesi ve ¢im
borusu gelisimini tamamen engellemistir. Kullanilan bilesenler iginde en diisiik
antifungal etkinlik, misel gelisiminde gozlendigi gibi 400 pl/ml konsantrasyonu ile
linalool tarafindan gosterilmistir.

Bitki ugucu yag ve ana bilesenleri ile muamele edilmis fungus miselleri ile
sporlart 151k mikroskobu altinda incelenerek, misel gelisiminin durduruldugu ve spor
¢imlenmelerinin engellendigi konsantrasyonlardaki yapisal degisiklikler gozlenmistir.
Ucgucu yagin gerek buhar gerekse degme etkinliginde fungus gelisimini tamamen
durduran konsantrasyonlarda G. citri-aurantii’nin misel ve sporlarinda hiicresel
deformasyonlara neden oldugu gozlenmistir. Ugucu yaglar ve ana bilesenlerin fungus
gelisimini tamamen engelleyen konsantrasyonlarda G. citri-aurantii lizerinde daha ¢ok
hiicre membran1 ve sitoplazmik igerik diizeyinde geri doniisiimsiiz etkilesimde
bulundugu, bununda muhtemelen yag ve ana bilesenlerinin fungus membranin yikarak
sitotoksik etkiye neden olmasindan kaynaklandig1 diistintilmektedir.

Sonu¢ olarak, denemede kullanilan bitki ugucu yaglar ile bu yaglarin ana
bilesenlerinin buhar fazinda turunggilde hasat sonu eksi ¢iiriikliik hastaligina neden olan

fungal etmen G. citri-aurantii’ye karsi yiiksek diizeyde antifungal etkinlige sahip

55



oldugu agikg¢a goriilmektedir. Bu bitkiler arasinda 6zellikle kekik tiirleri O. syriacum, T.
serpyllum ve T. spicata ile ana bilesenlerden carvacrol ve trans-cinnamaldehyde ana
bilesenlerinin etkileri oldukc¢a timit vericidir.

Hasat sonunda meydana gelen bu patojenlere karsi bir¢ok fungusit kullanilmakla
birlikte, uzun ve sik araliklarla fungusit kullanimi1 hem g¢evreye zarar vermekte hemde
fungusun bu fungusitlere karsi direngli yeni irklarinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Bitki u¢ucu yaglar ile ana bilesenlerinin patojene karsi dogrudan toksik
etkide bulunmasi, s6z konusu bu tip dogal bilesenlere kars1 direng gelistirmesinin 6niine
gecilebilecegi ortadadir. Her ne kadar dogal olarak yetisen bu tip bitkiler ile yapilan
biyoetkinlik calismalarin artmasi sevindirici olsada, bu bitkilerin bilingsizce
toplanilmasimin engellenmeside gerekmektedir. Bu tiir bilesenlerin 6zellikle kapali
alanlarda (sera veya soguk hava depolari, kontrollii ortamlar vb) hastaliklarla
miicadelede basar1 sanst olduk¢a tmitvar goziikmektedir. In vitro etkinligini
arastirdigimiz bitki ugucu yaglar ile ana bilesenlerin in vivo denemeleri yapilarak bu
bilesenlerin kontrollii kosullardaki etkinliklerinin arastirilmasi bu tiir ¢alismalarin bir
sonraki adimi olmalidir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal igeriklerinin
belirlenmesi ve patojenlerin gelisimi etkileyen bilesenlerinin sentetik yollarla tiretilerek
diger patojenler iizerine etkinliklerinin arastirilmasi antimikrobiyal etkinligi olan ugucu

yaglar tlizerine yapilan ¢alismalarin gelismesine katkida bulunacagi kesindir.
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