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OZET

FARKLI BITKi UCUCU YAG ve ISOTHIOCYANATE’LARIN DOMATES
FUNGAL HASTALIK ETMENI Neoscytalidium dimidiatum’a KARSI in vitro
KOSULLARDA ANTiFUNGAL ETKILERININ BELIRLENMESI

Domates [Solanum lycopersicum L.], Tirkiye'de en ¢ok tiiketilen sebzelerin
basinda gelmektedir. Bu ¢alismada, Lamiaceae, Lauraceae ve Apiaceae bitki familyasina
ait 13 farkl bitki tiirlinden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri, ugucu yaglar
ile farkli isothiocyanate (ITC) bilesiklerinin domateste sorun fungal hastalik etmeni
Neoscytalidium dimidiatum’un in vitro kosullarda misel gelisiminin engellenmesi {izerine
olan etkileri belirlenmistir.

GC-MS analizler sonucunda, carvacrol bileseni Thymbra spicata var. spicata (Tss),
Origanum syriacum (Os), Origanum onites (Oo0), thymol bileseni Thymus serpyllum
(Tsr), terpinen-4-ol bileseni Origanum majorana (Om), eucalyptol bileseni Eucalytus
camadulensis (Ec), Laurus nobilis (Ln) ve Rosmarinus officinalis (Ro), trans-
caryophyllene bileseni Salvia officinalis (So), trans-anethole bileseni Foeniculum vulgare
(Fv), a-pinene bileseni Juniperus communis (Jc), linalyl acetate bileseni Lavandula
intermedia (Li), limonene bileseni ise Lippia citridora (LC) ugucu yaglarinin ana
bilesenleri olarak belirlenmistir. Test edilen uygulamalar arasinda Tss, Os, Oo, Lc ve Fv
ugucu yaglari 1.0-4.0 pl/petri dozlarinda fungal etmenin misel gelisimini %100
engellemek suretiyle en yiiksek antifungal etkinlik gdsteren ugucu yaglar olarak
belirlenmistir. Ln ve Jc ugucu yaglari diger yaglara kiyasla nispeten diisiik antifungal
etkinlik gostermistir (50 > pl/petri dozlarinda). Test edilen ITC’lerin tamami [methyl
(MITC), allyl (AITC), ethyl (EITC) ve phenyl ethyl (PEITC) ITC] diisiik dozlarda fungal
etmenin gelisimini tamamen engellemistir. ITC’ler arasinda en yiiksek antifungal etkinlik
10.0 pl/petri dozunda MITC tarafindan gosterilmis olup, bunu sirasiyla AITC (14.0
ul/petri), EITC (20.0 ul/petri) ve PEITC (24.0 ul/petri) uygulamalar1 takip etmistir.
Ugucu yaglarin minimum fungisidal engelleme dozlarina maruz birakilmis fungus
hiflerindeki morfolojik degisiklikler 151k mikroskopu ile belirlenmistir. Yapilan 151k
mikroskop gozlemlerinde, T.spicata var. spicata, F. vulgare ve L. citridora ugucu
yaglarinin fungisidal dozlarma maruz birakilan fungal hiflerinde bogumlagma, sisme,
sitoplazmik koagiilasyon, hiicre igeriginin disari1 bosalmasi ve hiflerde erime seklinde
karakterize edilen morfolojik deformasyonlar tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak, bitki ugucu yaglart ve ITC bileskilerinin Neoscytalidium
dimidiatum’a kars1 yiiksek diizeyde antifungal etkinlik gosterdigi ilk kez bu ¢alisma ile
ortya konulmustur. Elde edilen sonuclar ugucu yaglar ve ITC’lerin hastalik etmenine karsi
antifungal biyofungisit olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

2021, 69 sayfa
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ABSTRACT

DETERMINATION of in vitro ANTIFUNGAL EFFICIENCIES of DIFFERENT
PLANT ESSENTIAL OILS and ISOTHIOCYANATE’s AGAINST TOMATO
FUNGAL DISEASE AGENT Neoscytalidium dimidiatum

Tomatoes [Solanum lycopersicum L.], one of the most consumed vegetables in
Turkey. In this study, chemical composition of essential oils from different plant species
belonging to Lamiaceae, Lauraceae and Apiaceae families and antifungal activities of
essential oils and isothiocyanate (ITC) were determined against fungal disease agent of
tomato Neoscytalidium dimidiatum in vitro conditions.

As a results of GC-MS analysis, the major constituents of the essential oils were
determined as carvacrol in Thymbra spicata var. spicata (Tss), Origanum syriacum (Os),
Origanum onites (Oo0), thymol in Thymus serpyllum (Tsr), terpinen-4-ol in Origanum
majorana (Om), eucalyptol in Eucalytus camadulensis (Ec), Laurus nobilis (Ln) and
Rosmarinus officinalis (Ro), trans-caryophyllene in Salvia officinalis (So), trans-anethole
in Foeniculum vulgare (Fv), a-pinene in Juniperus communis (Jc), linalyl acetate in
Lavandula intermedia (Li) and limonene in Lippia citridora (Lc) essential oils
respectively. Among the tested essential oils, Tss, Os, Oo, Lc and Fv essential oils were
determined as the most effective essential oils by completely inhibiting mycelial growth
at the concentrations of 1.0-4.0 ul/petri. Ln and Jc essential oils were determined as the
least effective essential oils comparison to all essential oils (antifungal at >50 pl/petri
concentrations). All ITC compounds [methyl (MITC), allyl (AITC), ethyl (EITC) and
phenyl ethyl (PEITC)] were significantly inhibited mycelial growth of fungal agent at the
considerably low concentrations. Among the ITC’s tested, the highest inhibitory effect
was shown by MITC (at 10.0 pl/petri) followed by AITC (14.0 pl/petri), EITC (20.0
ul/petri) and PEITC (24.0 ul/petri) respectively. The observations of the morphological
changes in the fungal hyphae exposed to minimum inhibition fungicidal concentrations
of essential oils were carried out by using light microscope. Morphological deformities
characterized by knotting, swelling, cytoplasmic coagulation, ejaculation of cell contents
and lyses were detected in fungal hyphae exposed to fungicidal concentrations of essential
oils of T. spicata var. spicata, O. syriacum, F. vulgare and L. citridora following light
microscopic observations.

In conclusion, this is the first report of antifungal activities of plant essential oils
and ITC compounds against Neoscytalidium dimidiatum in vitro conditions. The findings
of the present study suggest that essential oils and ITC have a potential to be used as
antifungal agents against fungal disease agents.
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1. GIRIS

Insan beslenmesinde énemli bir yeri olan domates (Solanum lycopersicum L.)’in
anavatanit Giiney ve Orta Amerika’da yer alan Meksika’dir. Meksika’dan Avrupa’ya
oradan da Osmanli’ya uzanan domates, patlicangiller (Solanaceae) ailesinden, meyvesi
yenebilen tek yillik otsu bir kiiltiir bitkisidir. Ilik ve sicak iklimlerin hiikiim siirdiigii
bolgeler domates yetistiriciligi i¢in en uygun yerler olarak kabul edilir. Domates
cimlenme ve sonrasi erken donemlerde soguklara karsi dayanikli olmamasi nedeniyle
vejetasyon donemde -2 ve -3 °C sicakliklar bitkinin Oliimiine neden olmaktadir.
Vejetasyon donemindeki uygun iklim kosullarinin 4 aydan kisa siireli olmasi verimi
olumsuz etkilemektedir. Domates bitkisi optimum gelisme i¢in en az 16- 19 °C sicakliga
ithtiya¢ duymaktadir. Meyve baglama 15 °C’ nin altinda ve 32 °C’ nin {izerindeki
sicakliklarda azalmaktadir. Cimlenme, cikis, ¢iceklenme ve meyve olma donemleri
bitkinin nem eksikligine en duyarl oldugu dénemlerdir.

Saglik agisindan Domatesin 6nemine gelecek olursak viicudumuz i¢in gerekli C, A,
E, K, B1, B2, B3, B5, B6 vitaminlerinin yani sira potasyum, magnezyum, demir ve fosfor
mineral igerigi ile yliksek besin degeri tasimaktadir. C vitamini bakiminda ¢ok zengin
olan 1 adet domates giinliik C vitamini ihtiyacimizin %25’ini, A vitamini gereksiniminin
%20’sin1 giinliik 1if ihtiyacinin %35’ini karsilamaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay:
diinyanin her yerinde yetistirilen ve insan beslenmesinde onemli yeri olan iiretimi
tohumla yapilan sebzelerden biri olup lezzetinin yaninda insan sagligi acisindan da
onemli yararlar1 bulunmaktadir.

Domates ¢esitli karatenoidler, vitaminler ve fenolik bilesikler agisindan zengin bir
meyveye sahip oldugundan hastaliklara kars1 koruyucu 6zelligi bulunmaktadir (Nasir ve
ark., 2015). Icerdigi likopen, B-karoten ve lutein gibi karotenoidler prostat, gogiis,
akciger, pankreas gibi c¢esitli kanser tiirlerinin Onlenmesine, kalp krizi riskinin
azaltilmasina ve DNA onariminda artislara neden olmaktadir. Icermis oldugu E, C ve B9
vitaminleri sayesinde ise domates hiicrede c¢esitli stresler sirasinda olusan lipid
peroksidasyonunun onlenmesine ve/veya azalmasina neden olmaktadir. Ayn1 zamanda
bu vitaminler, kolesterol seviyesinin diisiiriilmesinde ve Tip II diyabetin 6nlenmesinde de
onemli olan vitaminlerdir. Ayrica i¢cermis oldugu flovanoidler, fenolik asitler ve taninler

gibi fenolik bilesiklerin antibakteriyel ve antiviral etkilerinin bulundugu ve ayn1 zamanda



bu bilesiklerin gastrit kanser riskinin azaltilmasinda da etkili olduklar1 diigsiiniilmektedir
(Dorais ve ark., 2007; Burton-Freeman ve Reimers, 2010; Raiola ve ark., 2014).

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) verilerine gore, Diinya genelinde 2019 yilinda toplam
5.030.545 da alanda 180.766.329 ton iiretim gerceklestirilmistir. Toplam domates
tretimin %61.3 Asya, %14.3 Amerika, %12.8 Avrupa, %11.4 Afrika {ilkelerinde
gerceklestirilmigtir. Diinya domates tiretiminde 2019 yili itibariyle 62.764.671 tonluk
tretim ile Cin ilk sirada, 19 milyon tonluk firetimi ile Hindistan ikinci, Tiirkiye
12.841.990 ton ile {igiincii ve 10.858.990 tonluk iiretimi ile ABD dordiincii sirada yer
almaktadir Anonymous, 2019). Diinyada lider konumda olan Cin, toplam diinya domates

tiretiminin %32’lik kismin1 karsilamaktadir.
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Sekil 1.1. Diinya domates iiretiminin {ilkelere gore siralamasi

Bitkisel protein ve gesitli vitaminler bakimindan olduk¢a zengin olan domates
meyvesi genelde taze, konserve ve sanayi Urlinleri (sal¢a, suyu vb.) olarak diinya
iilkelerinde oldugu gibi iilkemizde de en fazla tiiketilen sebzelerin basinda gelmektedir.
Ulkemizde 2019 yilinda 1.191.772 da alanda sofralik, 542.442 da alanda salcalik olmak
tizere toplam 1.734.214 da alanda 8.836.055 ton sofralik, 4.005.935 ton ise salgalik olmak
lizere toplam 12.841.990 ton domates yetistiriciligi yapilmistir. Ulkemiz genelinde 2019

yilt itibart 2.528.905 ton domates iiretim ile Antalya ili en fazla domates yetistiriciliginin



yapildig1 il olup, Bursa 1.492.223 ton ile ikinci, Mersin 1.039.286 ton ile iigiincii, Izmir
1.013.775 ton ile dordiincli, Manisa ise 922.357 ton ile besinci sirada yer almistir.
Tirkiye’de en yiiksek verim, iklim avantajinin ve seracilik bolgesi olmasinin dogal
sonucu olarak Akdeniz Bolgesi’nde alinmaktadir (Anonim, 2019). TUIK bitkisel {iretim
istatistiklerine gore 2019 yilinda domates iiretimi bir onceki yila gore %5.7 artarak
12.841.990 ton olarak gergeklesmistir (Anonim, 2019).

Ulkemizde domates yetistiriciligi Akdeniz Bolgesinden Karadeniz Bélgesine, Ege
Bolgesinden Dogu Anadolu Bolgesine kadar agik alan veya seralarda olmak {izere hemen
hemen her bolgede genis alanlarda ekimi ve liretimi yapilmaktadir. Tiirkiye genelinde
Akdeniz bolgesinde genelde seralarda ve acik alanlarda yapilan domates yetistiriciligi
yapilirken, diger bolgelerde kismen Ortii altinda ama cogunlukla acik alanlarda
yapilmaktadir. Sofralik domates iiretimi Akdeniz bdlgesinde, sanayi tipi domates liretimi
ise daha ok Marmara ve Ege Bélgelerinde (Bursa, Manisa ve izmir) yogunlasmustir.

Ulkemiz ekonomisi i¢in énemli bir yere sahip olan domates bitkisinin verim ve
kalitesi bakteriyel, fungal ve viral hastalik etmenleri gibi birgok biyotik, makro-mikro
besin elementleri, kuraklik, tuzluluk, don gibi abiyotik faktorler tarafindan etkilenir
(Koike, 2007; Anonim, 2020). Domates yetistiriciligini ve verimini sinirlayan faktorlerin
basinda toprak, tohum ve yaprak kokenli fungal hastaliklar gelir. S6z konusu toprak
kokenli hastalik etmenleri domates bitkilerinin gerek fide doéneminde gerekse
vejetasyonun ileri asamada ortaya ¢ikarak tiriin verimi ve kalitesi {izerine 6nemli etkide
bulunur. Toprak kokenli hastalik etmenlerinden Sclerotinia sclerotiorum, Macrophomina
phaseolina, Fusarium oxsporum, Rhizoctonia solani ve Verticillium dahliae domates
bitkilerinde solgunluk, kok ve kok bogazi ¢lirtikliigii gibi hastaliklara sebep olan, bitkinin
fide doneminde oldugu kadar ileri donemlerinde de ortaya ¢ikan ve erken infeksiyonlarda
bitki 6liimlerine neden olan 6nemli fungal hastalik etmenleridir (Dixon, 1984; Jones ve
ark., 1991). Ulkemizde domates hastaliklar1 {izerine yapilan arastirmalar sonucunda
domates bitkilerinde Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Oidium neolycopersici,
Ulocladium spp. Fusarium solani, Verticillium dahliae, Alternaria alternata, Fulvia
fulva, Leveillula taurica, Pythium spp., Rhizoctonia solani, Alternaria solani, Fusarium
oxysporum f. sp. lycopersici, Sclerotinia sclerotiorum, Phytophthora infestans, Botrytis
cinerea, Alternaria solani, Cladosporium fulvum gibi fungal hastalik etmenleri

belirlenmistir. Yaprak ve meyvelerde enfeksiyonlara sebep olan fungal hastalik



etmenlerinden Alternaria solani, Botrytis cinerea, Phytophthora infestans ve Leveillula
taurica domateste erken yaniklik, gri kiif, mildiyo ve kiilleme hastaliklarina sebep olan,
fide doneminde oldugu kadar bitkinin ileri vejetasyon doneminde de ortaya ¢ikarak gerek
yaprak gerekse meyve dokiimlerine ve ¢iirlimelerine neden olurlar (Smith ve ark., 1988;
Jones ve ark., 1991). Domateste sorun olan fungal hastalik etmenleri diinyada oldugu gibi
Tiirkiye’nin farkli bolge ve illerinde de sorun oldugu yapilan birgok sérvey calismalar
ile ortaya konulmustur (Eroglu ve Soran, 1992; Yiicel, 1994; Kiran ve Ertung, 1998;
Yanar ve ark., 2002; Yildiz ve Doken, 2002; Ozan ve Maden, 2004; Soylu ve ark., 2005;
Ozan ve Askin, 2006; Yildiz ve ark., 2007; Colak ve Bigici, 2011; Duran ve Ozkaya,
2016; Mutlu ve Ustiiner, 2017; Tiirkdlmez ve ark., 2019).

Domates yetistiriciliginde son yillarda farkli/yeni hastalik etmenleri ortaya
cikmistir. Ulkemizde ilk kez 2016 yilinda Dogu Anadolu Bolgeleri’nde Sanlrfa,
Diyarbakir ve Mardin illerinde yetistiriciligi yapilan domateslerde daha onceden
bildirilmemis bir hastalik belirtisi ortaya ¢ikmis bolgedeki iireticileri zor durumda
birakmistir. Bolgede yapilan sorvey calismalarinda tarlada yetisen domates bitkilerinde
yaprak yanikligi ve kok ciirtikliigii seklinde hastalik belirtilerine neden olan fungal
etmenin yapilan molekiiler ve morfolojik tanilama ¢aligsmalar1 sonucunda Neoscytalidium
dimidiatum (Penz.) Crous & Slippers oldugu bildirilmistir (Tiirkolmez ve ark., 2019).
Hastalik etmeninin enfekteli bitkilerin govde, dal, yaprak, petiol, ¢icek ve meyvelerinde
yaniklik sonucu yaprak, ¢icek ve meyvelerinde dokiimlerine, kok ¢uriikliigiine, govde
iclerinde nekroz olusumlaria neden oldugu, hastaligin siddetli oldugu tarlalarda bu tiir
belirti gdsteren bitkilerde kuruma ve oliimlere neden oldugu bildirilmistir (Sekil 1.2).
Hastaligin Dogu Anadolu’da sérvey yapilan illerde yayginhigimin %13.9 oldugu,
hastaligin goriildigli tarlalarda rastlama sikliginin %3 ile %75 arasinda degistigi

bildirilmistir (Tiirk6lmez ve ark., 2019).



Sekil 1.2. (A-C) Sanlwurfa ilinde siddetli enfeksiyonlarin gozlendigi domates tarlalarinda
Neoscytalidium dimidiatum tarafindan enfekteli bitkilerde siddetli kuruma ve élimler.
(D ve F) Hastalik etmeni tarafindan enfekteli bitkilerin gévde, dal ve meyvelerinde
neden oldugu (ok) tipik hastalik belirtileri (Tiirkdlmez, S, 2019)

Botryosphaeriales takimina dahil bir fungal hastalik etmeni olan Neoscytalidium
dimidiatum domates disinda yapilan bir¢ok ¢alismada toprakta serbest olarak, orman
agaclarinda ve odunsu bitkilerin ¢iiriimiis govdelerinden oldugu gibi, insanlarin tirnak,

deri ve siniislerinden izole edilmis ve tanilanmistir (Punithalingam ve Waterston, 1970;



Johnson ve ark., 2002; Bakhshizadeh ve ark., 2014; Crous ve ark., 2006; da Silva ve
ark., 2016). Hastalik etmenin yayginligi ve tanilanmasi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda
Turunggiller, incir, s6giit, tath patates, ceviz, fistik, nar ve asma gibi oldukc¢a genis
konukgu dizilimine sahip oldugu bildirilmistir (Von Arx, 1987; Farr ve Rossman, 2019).
Ulkemizde yapilan survey calismalarinda ise hastalik etmenin domates disinda,
Antepfistigi, asma, incir, ceviz, seftali ve ¢am agaclarinda da hastaliga neden oldugu
tespit edilmistir (Dervis ve ark., 2019ab; Tiirkdlmez ve ark., 2019; Oksal ve ark., 2019).
tilkelerde de s6z konusu etmenin domates lizerindeki zararinin 6nlenmesi (miicadelesi)
lizerine yapilmis ¢alismaya rastlanilmamistir. Hastalik etmeninin Irak’da yetistiriciligi
yapilan orman agaglarinda sorun oldugu ve miicadelesinde bazi fungisitlerin etkinligi
tizerine yapilmis oldukca kisitli sayida galismaya rastlanilmistir (Murad ve Al-Dabagh,
2014; Al-Tememe ve ark., 2019).

Bitkilerde sorun olan fungal ve bakteriyel hastalik etmenleri ile miicadelede
genelde kimyasal miicadele yoluna gidilmekte olup son yillarda pestisitlerin kullanildig:
kimyasal miicadelenin insan sagligi ile ¢evre iizerine olan olumsuz etkileri, hastalik
etmenlerinin kullanilan kimyasallara kars1 diren¢ kazanmalar1 ve pestisitlerin kullanilan
iriinlerdeki kalintilar1 nedenleri hastaliklarla miicadelede bilim insanlarini alternatif
miicadele yollarinin arastirilmasima ydnlendirmistir. Ulkemizde ve diinyada bitkilerde
sorun olan fungal ve bakteriyel hastaliklarla, (i) bakteriyel ve fungal biyokontrol
etmenlerinin kullanildigi biyolojik miicadele; (ii) biyotik ve abiyotik uyaricilarin
kullanildigr tesvik edilmis dayaniklilik; (iii) bitkisel (bitki ekstrakt ve ugucu yaglar) ve
hayvansal kokenli (propolis vb) antimikrobiyal bilesenler hastaliklarla ile miicadelede
pestisitlere alternatif miicadele yontemleri olarak kullanilmakta olan temel miicadele
yontemleridir. Bu baglamda dogal bitki ugucu yag ve ekstraktlarin yanisira Brassica
(lahanagiller) bitki tiirlerinden elde edilen “isothiocyanate (ITC)” gibi dogal ugucu
bilesenlerin gida, insan ve hayvan patojeni bir ¢cok fungal, bakteriyel ve viral hastalik
etmenlerine karsi antimikrobiyal etkinligi yapilan c¢alismalar ile ortaya konulmustur
(Jones ve Dangl, 2006; Kordali ve Demirci, 1998; Askun ve ark., 2008; Tyagi ve Malik,
2011; Bisht ve ark., 2011; Kurt ve ark., 2011; Nguefacka ve ark., 2012; da Silva ve ark.,
2012; Nega, 2014; Otoni ve ark., 2014; Bomfim ve ark., 2015; Kara, 2015; Lopez-



Meneses ve ark., 2015; Hossain ve ark., 2016; Tracz ve ark., 2017; Nazareth ve ark.,
2018; Aktan, 2019; Atay, 2019; Kara ve Soylu, 2020).

Bu uygulamalar arasinda son yillarda ¢evreye ve insan sagligina zarar vermeyecek,
kalint1 siiresi uzun olmayan, kolay elde edilebilen, tibbi ve baharat niteligi tasiyan
bitkilerdeki antimikrobiyal, insektisidal ve herbisidal aktiviteye sahip ugucu yag ve bitki
ekstraktlarinin  bitki hastalik, zarali ve yabanci otlar1 ile miicadelede kullanim
potansiyellerinin belirlemeye yonelik ¢alismalara agirlik verilmistir (Benjilali ve ark.,
1984; Balandrin, 1985; Locke ve ark., 1993; 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; Kara ve ark., 2020; Bozkurt ve ark., 2020).

Hastalik etmenin Turuncgiller, incir, s6giit, tatli patates, ceviz, fistik, nar ve asma
gibi olduk¢a genis konukgu dizilimine sahip bildirilmistir. Yapilan literatiir
aragtirmasinda iilkemizde oldugu kadar hastaligin bildirildigi diger iilkelerde de so6z
konusu etmenin domates bitkisindeki izolati ile miicadelesi tizerine yapilmis ¢alismaya
rastlanilmamistir. Ugucu yag ve bitki ekstraktlarin antifungal etkinligi bir¢ok toprak,
yaprak, tohum kokenli bitki hastalik etmenlerine karsi ¢alisilmig olup, Neoscytalidium
dimidiatum iizerine antifungal etkinligi konusunda herhangi bir c¢alismaya
rastlanilmamastir.

Yapilan bu calisma ile iilkemizin farkli bolgeleri ile Hatay ili florasinda dogal
olarak yetisen karabas kekik (Thymbra spicata var. spicata L.), kaba kekik (Thymus
serpyllum L.), Izmir kekigi (Origanum onites L.), Suriye Kekigi (Origanum syriacum L.
var. bevanii), mercankosk (Origanum majorana L.), lavander (Lavandula x intermedia),
adacay1 (Salvia officinalis L.), biberiye (Rosmarinus officinalis L.) limon otu (Lippia
citriodora L.) okaliptiis (Eucalyptus camaldulensis Dehnh.), rezene (Foeniculum vulgare
Mill.), defne (Laurus nobilis L.) ve ardi¢ (Juniperus communis L.) gibi tibbi ve aromatik
bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri Gaz Kromotografisi ve
Kiitle Spektroskopi (GC-MS) yontemiyle tespit edilmis, ugucu yaglar ile ugucu 6zellige
sahip Brassica (lahanagiller) bitki tiirlerinden elde edilen farkli isothiocyanate (ITC)
bilesenlerinin Neoscytalidium dimidiatum’un in vitro kosullarda misel gelisiminin
engellenmesi tizerine antifungal etkinlikleri ilk kez bu ¢alisma ile belirlenmistir. Ugucu

yaglarin misel gelisimini engelleyen minimum fungisidal konsantrasyonlarda fungus



hiflerinin morfolojileri {izerinde neden olduklar1 yapisal degisiklikler 151k mikroskopu

altinda karakterize edilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Son 20 yilda gelistirilen ugucu yag formiilasyonlari, bitki patojeni fungal hastalik
etmenleri ile miicadelede yiiksek antifungal etkinlik gdstererek, ¢evreye, insana zarar
vermemeleri nedeniyle gida iiriinlerini fungus kontaminasyon olusumundan korumak
i¢in, basarili bir sekilde sentetik koruyucularin yerini alabilecegi diistiniilmektedir. Bitki
ucucu yaglarin etken madde olarak kullanildigi SporanTM, PromaxTM, ‘DMC Base
Natural’, EcoPCOR, EcoTrol gibi ticari formiilasyonlarin bir¢ok iilkede ‘genelde
giivenilir olarak tanmimlanmig® (GRS, Generally Recognized as Safe) kategorisinde yer
fungisitler oldugu bildirilmistir (Dwivedy ve ark. 2016).

Yapilan literatiir aragtirmalarinda bitki ugucu yaglar ve bazi 6nemli ITC
bilesiklerinin toprak kokenli ve depolanmis iiriinlerde sorun olan fitopatojen fungal
hastalik etmenlerine karsit antifungal etkinliklerinin arastirildigi bircok c¢alisma
bulunmaktadir. Calismamizda kullanilan domateslerde sorun N. dimidiatum’a karsi
ucucu yag ve ITC bilesiklerinin antifungal etkinligi konusu yapilmis bir c¢alisma
bulunmamaktadir. Caligmalarimizda kullanilan ugucu yag ve ITC bilesikleri farkl
patojenlere kars1 yapilmis antifungal etkinliklerinin arastirildigi 6nceki ¢aligmalar asagida
Ozetlenmistir.

Arras ve Usai (2001), Tibbi bitkilerden elde ettikleri 12 ugucu yagin Alternaria
citri, B. cinerea, P. italicum ve P. digitatum’a kars1 antifungal etkilerini belirmek
amactyla yaptiklari in vitro ¢aligmada, T. capitatus (kekik)’un 250 ppm gibi oldukg¢a
diisiik konsantrasyonda dort fungal etmenin gelisimini engelledigini belirlemislerdir.
Taramal1 elektron mikroskobu ile yapilan gézlemlerinde, kekik ugucu yagimin buhar
etkisinin P.digitatum hif ve konidinilerinin morfolojisinde degisiklige sebep oldugunu
gozlemlemlemislerdir. Carvacrol’un, kekik ucucu yag bilesenleri arasinda en yliksek
antifungal bilesik oldugu belirlenmistir.

Singh ve ark. (2006), GC-MS analiz yontemiyle Foeniculum vulgare (rezene)
ucucu yaginin ana bileseninin %70.1 oraninda bulunan trans-anethole bilesiginin
oldugunu belirlemiglerdir. Yapilan in vitro antifungal etkinlik ¢alismasinda, rezene ugucu
yaginin 6 ml/petri konsantrasyonunda Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium
moniliforme ve Fusarium graminearum etmenlerin misel gelisimlerini tiimiiyle

engellendigi tespit edilmistir.



Soylu ve ark. (2006), Hatay ili genelinde dogal olarak yetisen origanum (Origanum
syriacum), kekik (Thymbra spicata subsp. spicata ), lavanta (Lavandula stoechas),
biberiye (Rosmarinus officinalis), rezene (Foeniculum vulgare ) ve defne (Laurus
nobilis) gibi tibbi ve aromatik bitkilerden elde ettikleri ugucu yaglarin GC-MS ile ana
bilesenlerini belirledikleri g¢alismalarinda ayn1 zamanda ugucu yaglarin antifungal
etkinliklerini domates mildiyd hastalik etmeni Phytophthora infestans'a karsi
arastirmiglardir. Antifungal etkinliginin belirlendigi ¢alismalarinda test edilen origanum
(Origanum syriacum), kekik (Thymbra spicata subsp. spicata ), lavanta (Lavandula
stoechas), biberiye (Rosmarinus officinalis), rezene (Foeniculum vulgare ) ve defne
(Laurus nobilis) ugucu yaglarin ana bilesenlerinin sirayla carvacrol (%37.9), carvacrol
(%79.8), borneol (%20.4), camphor (%20.2), anethole (%82.8) ve 1,8-cineole (%35.5)
oldugu belirlemiglerdir. Test edilen ugucu yaglarin doza bagl sekilde P. infestans'in misel
gelisimini engelledigi bildirmiglerdir. Ugucu yaglar ile yapilan antifungal etkinlik
calismasinda, kekik ve origanum ugucu yaglart 0.3 pg/ml dozunda P.infestans ‘in misel
gelisimin tamamen engelleyen en etkili uygulamalar olmustur. Rezene, biberiye, lavanta
ve defne ugucu yaglart da hastalik etmenin misel gelismini 0.4-2.0 pg/ml dozunda,
biberiye, lavanta ve defne ugucu yaglarina nispeten daha yiiksek (sirastyla, 12.8, 25.6,
51.2 pg/ml) konsantrasyonlarinda gézlemlenmistir. Isik ve taramali elektron mikroskop
(SEM) go6zlemleri sonucunda, ugucu yaglarin buhar ve kontakt fazina maruz kalan hifler
tizerinde sitoplazmik pihtilagma, biiziilme ve protoplast sizintis1 gibi onemli morfolojik
degisikliklerin olustugu bildirilmistir.

Faria ve ark. (2006), yabani feslegen (Ocimum gratissimum) ugucu yagi ve ethanol
ekstraktinin fitopatojen etmenlerden Botryosphaeria rhodina, Rhizoctonia sp. ve
Alternaria sp. kars1 antifungal etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, ugucu yagin ana
bilesenin GC-MS analizler sonucu eugenol’iin oldugunu, ucucu yagin énemli diizeyde
antifungal etkinlige sahip iken, ethanol ekstraktinin bu tiirlere karsi antifungal etkinlik
gosteremedigini belirlemislerdir. Ana bilesen eugenol’lin ise domateslerden izole edilmis
hastalik etmenlerinden Alternaria sp. ve Penicillium chrysogenum’a karsi antifungal
etkinlik gosterdigini, bu etmenlere karst minimum engelleme konsantrasyonlarin sirastyla
0.16 ve 0.31 mg/disk oldugu belirlenmistir.

Feng ve Zheng (2007), kekik, adagayi, hindistan cevizi ve sinameki bitki ugucu

yaglarin antifungal etkinliklerini fungal hastalik etmeni Alternaria alternata’a karsi

10



degerlendirmislerdir. Yapilan ¢aligsmalar sonucunda sinameki ve kekik ugucu yaglarinin
A. alternata’ya kars1 antifungal etki gosterdikleri, sinemaki ugucu yagi 300 ppm dozda
fungus gelismesini biiyiik oranda durdururken, kekik ugucu yaginin fungus gelisimini 500
ppm’de kismen (%62) engelledigini belirlemislerdir.

Oh ve ark. (2008), E. darlympleana, E. globules, E. gunnii ve E. unigera ugucu
yaglarin kivilerde hasat sonrasi fungal hastalik etmenlerinden Botrytis cinerea,
Botryosphaeria dothidea ve Diaporthe actinidiae ile kimyasal fungisitlere alternatif
olarak antifungal etkinliklerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, test edilen ugucu yaglarin
hastalik etmenine karsi giiclii antifungal aktiviteye sahip oldugunu goézlemlemislerdir.
Ugucu yaglar arasinda E. unigera ve E. darlympleana’nin hastalik etmenlerin misel
gelisimin etkili bir sekilde engelledigini bildirmislerdir. B. cinerea’min miselyal
gelismesinde sadece gallik asidin etkili oldugu bulunmustur. Sonuglar, gallik asidin, hasat
sonrast depolama sirasinda kivinin yumusak ¢iirlimesini kontrol eden mevcut sentetik
fungisitlere gore daha giivenli ve daha kabul edilebilir bir alternatif olabilecegini
gostermektedirler.

Askun ve ark. (2008), Thymbra spicata L. Satureja hortensis L., Origanum onites
L., O. vulgare L. subsp. hirtum, O. vulgare L. subsp vulgare, O. minutiflorum ugucu
yaglarinin Aspergillus flavus, A. niger, A. ochraceus ve Fusarium proliferatum
etmenlerine kars1 antifungal etkinligini belirledikleri ¢alismalarinda, O. vulgare subsp.
hirtum, O. minutiflorum ve T. spicata’nin metanol ekstraktlarinin, galismalarda kullanilan
fungal hastalik etmenlerine karsi, en diisik doz olarak kullanilan 1.6 mg/ml
konsantrasyonunda dahi fungal etmenlerin misel gelisimini Onemli diizeyde
durdurduklarini bildirilmislerdir.

Chang ve ark. (2008), su sedirinden elde edilen ugucu yagin bitki hastalik
etmenlerine karsi onemli bir antifungal potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan GC-MS kimyasal analizi sonucunda, a-pinen (% 44.2), limonen (% 21.6), B-
mirsen (% 8.9), B-karyofilen (% 8.2), karyofilen oksit (% 2.4), a. -cadinol (% 1.6), B-pinen
(% 1.2) ve T-muurolol (% 1.1)’un su sediri bitki ugucu yaginin ana bilesenleri oldugu
belirlenmistir. Ugucu yagin in vitro antifungal etkinlik ¢alismalarinda basta Rhizoctonia
solani ve Fusarium oxysporum etmenleri olmak iizere Colletotrichum gloeosporioides,
Ganoderma australe, F. solani ve P. funerea'nin misel gelisimini etkili bir sekilde

engelledigini bildirmislerdir.
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Regnier ve ark. (2008), Lippia scaberrima ugucu yaginin antifungal etkinligini
mango meyvesinden izole edilen fungal hastalik etmenlerinden Botryosphaeria parva ve
Colletotrichum gloeosporioides'e karst in vitro ve in vivo kosullarda arastirdiklari
caligmalarinda, ugucu yagin buhar fazina 2- 4 giin siireyle maruz birakilan her iki izolatin
misel gelisiminin etkili bir sekilde engellendigini gdzlemlemislerdir. Bitki ugucu yaginda
ana bilesenler olarak tanimlanan {i¢ terpenoidden limonen, R-carvone ve 1,8-cineol’iin
yani sira S-carvone’nun in-vitro antifungal etkinliginin oldugu bildirilmistir. L.
scaberrima yagi ile birlikte carvone’un iki farkli bilesen tipinini en yiiksek fungistatik
aktiviteye sahip bilesenler oldugunu belirlenmistir.

Vilela ve ark. (2009), Eucalyptus globulus yapraklarindan elde edilen ugucu yagin
ana bilesigi 1,8-cineole’in oldugunu belirledikleri ¢alismalarinda, ugucu yagin antifungal
etkisini hasat sonrasi hastalik etmeni funguslardan Aspergillus flavus ve Aspergillus
parasiticus’a karsi1 arastirmiglardir. Her iki fungal etmenin misel gelisimlerinin
engellemesi ugucu yagin degme ve buhar fazlarinda tespit edilmistir. Ugucu yagin ana
bilesen olarak belirlenen 1,8-cineole ancak yiiksek dozda (1.35 ml/L) kismi antifungal
etkinlik gostermistir. Fungal etmenler tarafindan konuk¢usunda olusturulan aflatoksin B1
isimli mikotoksin iiretimi ugucu yag uygulamalariyla énemli diizeyde azalmis olup,
fungus misel gelisiminin ugucu yagin 200 ml/L dozunda kismi olarak engellenebildigi
bildirilmistir.

Abdolahi ve ark. (2010), domates meyvelerinde hasat sonrasi verim ve kalite
kayiplarina neden olan hastalik etmenlerinden Alternaria alternata ve Penicillium
digitatum’a kars1 anason, rezene ve kimyon ugucu yaglarinin antifungal aktivitesini in
vitro ve in vivo kosullarda arastirmislardir. Anason ve rezene yaglar1 A.alternata ve
P.digitatum etmenlerine kars1 antifungal aktivite sergilesmistir. Test edilen ugucu yaglar
arasinda kimyon ugucu yagi her iki fungus tiirline karsi zayif antifungal aktivitesi
sergilemistir. Anason, rezene ve kimyonun ana bilesenleri gaz kromatografisi-kiitle
spektrometresi (GC-MS) analizi sonucu, sirasiyla thymol (%63), trans-anethole (%64) ve
2-caren-10-al (%34)"' in oldugunu ortaya koymuslardir. Elde edilen sonuglar, ugucu
yaglarin hasat sonrasi fitopatojenik fungal tiirlerle miicadelenin yanisira gidalarin raf
Omriinii uzatmak icin sentetik kimyasallara alternatif olarak kullanilabilecegini ortaya

konmustur.
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Morcia ve ark. (2012), dogal ugucu yaglardan elde edilen bes farkli dogal bilesigin
antifungal etkinligini, Fusarium subglutinans, Fusarium cerealis, Fusarium
verticillioides, Fusarium proliferatum, Fusarium oxysporum, Fusarium sporotrichioides,
Aspergillus tubingensis, Aspergillus carbonarius, Alternaria alternata ve Penicillium sp.
gibi cesitli bitkilerde hastaliklara neden olan 10 farkli mikotoksijenik fungus tiirii
tizerinde arasgtirmislardir. Test edilen dogal bilesikler, tiim fungus tiirlerinin misel
gelisiminin  engellenmesi lizerinde farkli ECso degerlerinde antifungal etkiler
gostermislerdir. Sonuglar, bu ugucu yag bilesenlerinin bitki antifungal aktivitelerinin
daha fazla aragtirilmasi i¢in cesaret verici oldugunu yapilan c¢aligmalarla
gbzlemlemislerdir.

Amri ve ark. (2012), Pinus pinea Linn agaglarinin igne yapraklarindan
hidrodistilasyon ile izole ettikleri ugucu yaglarin kimyasal bilesenlerini GC-MS ile analiz
etmisler sonugta ugucu yagin %98.5'ini temsil eden altmisalti farkli bilesik
tanimlanmistir. Yapilan GC-Ms analizler ugucu yagin genelde monoterpen hidrokarbon
(%73.1) yapisindaki bilesenlerden olustugu, ugucu yagin ana bilesenlerinin ise limonene
(%54.1), alfa-pinen (%7.7) ve beta-pinen (%3.4) oldugu belirlenmistir. Ugucu yagin
antifungal etkinliklerin arastirildigr in vitro ¢alismalar sonuglari, P. pinea yaginin, on
farkl bitki fungal hastalik etmeninin misel gelismini 6nemli 6l¢iide engellemistir. Ugucu
yagin antifungal etkinliklerinin yanisira, Onemli yabanci ot tiirlerinden Sinapis
arvensis L., Lolium ve Raphanus raphanistrum iizerinde herbisidal 6zellik gosterdigini,
ucucu yagin yliksek konsantrasyonda yabanci otlarin tohum ¢imlenmesini tamamen
engelledigini, diisiik dozlarda ise herbisitten farkli olarak test edilen tiim yabanci otlarin
¢imlenmesini azaltarak, geciktirerek ve fide biiylimesini baskilayarak etkinlik
gosterdigini bildirmislerdir. Elde edilen sonuglar P. pinea ugucu yagimin yabanci ot ve
fungal hastaliklarimin  biyolojik  miicadelesinde  biyokontrol  {iriinii  olarak
degerlendirilebilecegini ortaya koymustur.

Lopez ve ark. (2013), tarafindan yapilan calismada, bitkisel ugucu yaglarin
antifungal etkinligi sert ¢ekirdekli meyvelerde Monilinia laxa ve Botrytis cinerea'nin
neden oldugu kahverengi ¢iiriikliik ve gri kiif hastaligina kars1 “hasat sonras’” muamelesi
olarak arastirilmistir. Feslegen (Ocimum basilicum), rezene (Foeniculum sativum),
lavanta (Lavandula officinalis), mercankosk (Origanum majorana), kekik (Origanum

vulgare), nane (Mentha piperita), biberiye (Rosmarinus officinalis), adagay: (Salvia)
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bolero sater (Satureja montana), kekik (Thymus vulgaris) ve yabani nane (Mentha
arvensis) ugucu yaglari kayisi, nektarin ve erik meyveleri lizerinde iki farkli
konsantrasyonda test edilmistir. Test edilen ugucu yaglarin ugucu ana bilesenleri, GC-MS
analizi ile belirlenmistir. Ugucu yaglarin %1 uygulama dozunda erik meyvelerinde B.
cinerea ve M. laxa'nin hastalik gelisimini kontrol ederken, aynt muamelelerin nektarin
meyvelerinin dis yiizeylerinde fitotoksik etki gostermistir. Ugucu yaglarin %10 uygulama
dozlarinda, test edilen hastalik etmenlerine kars1 yiiksek etkinliklerine ragmen oldukca
fitotoksik etki goriilmiistiir. Ana bilesenleri olan a-pinen, para-cymen, carvacrol ve
thymol, sert ¢ekirdekli meyvelerde benzer fitotoksite gostermis olmasi, bu bilesenlerin
antimikrobiyal aktivitesi ve ortaya c¢ikan fitotoksitenin ana bilesiklerinin
konsantrasyonuna ve birbirleri ile olan sinerjik aktivitelerine bagli olabilecegini
gostermistir. Ugucu yag muamelelerinin hasat sonrasi fungal hastalik etmeninin kontrolii
tizerindeki etkinligi, meyve c¢esidine, uygulanan ugucu yagin bilesimi ve
konsantrasyonunun yanisira ve depolama siiresine bagli oldugunu yapilan ¢alisma ile
ortaya konulmustur.

Kog ve Kara (2014), yaptiklar1 ¢calismada kekik (Thymus vulgaris L.), biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) ve defne (Laurus nobilis L.) ugucu yaglarinin antifungal
etkinliklerini, gida maddelerinde bozulmalara ve mikotoksin birikimine sebep olan fungal
tirlerden Aspergillus flavus ve Aspergillus parasiticus’a karsi arastirmiglardir. Ugucu
yaglarin antifungal etkinliklerinin belirlenmesinde agar seyreltme yontemi kullanilmistir.
Antifungal etkinlikleri arastirilan ugucu yaglar, test edildikleri her iki fungus tiiriinde de
engelleyici etkiler gostermistir. Fungal etmenlerin gelisimi tizerinde en yiiksek antifungal
etkinlik kekik ugucu yagi tarafindan gosterilmis olup, bu yagi sirasiyla biberiye ve defne
ucucu yaglar izlemistir. Arastiricilar elde ettikleri sonuglara gore, kekik ucucu yaginin
depolanmis mahsiillerde zarara yol agan funguslara kars1 sahip olduklar1 antifungal
etkinliklerinden dolay1, ugucu yaglarin gidalarda yaygin olarak kullanilan koruyucu katki
maddelerinden potasyum sorbat’a alternatif olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Tiirk6lmez ve Soylu (2014), yapmis olduklar1 ¢calismalarinda Hatay ilinde dogal
olarak yetisen tibbi bitkilerden Suriye kekigi (Origanum syriacum), rezene (Foeniculum
vulgare) ve defne (Laurus nobilis) bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarin ana
bilesenlerinin (carvacrol, trans-anethole ve 1,8-cineole) fasulye bakteriyel hastalik

etmenleri Pseudomonas syringae pv. phaseolicola ve Curtobacterium flaccumfaciens pv.
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flaccumfaciens ile toprak kokenli fungal hastalik etmelerinden Sclerotum rolfsii,
Rhizoctonia solani ve Macrophomina phaseolina'ya karsi antimikrobiyal etkinlikleri in
vitro kosullarda arastirmislardir. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin kontakt ve buhar
fazlar fungal etmenlerin misel gelisimlerinin konsantrasyonlarina bagli olarak degisik
oranlarda engelledigini bildirmislerdir. O. syriacum ve F. vulgare ugucu yaglar1 160 ile
320 pg/ml kontakt konsantrasyonlarda fungal etmenlerin misel gelisimini tamamen
engellerken, L. nobilis ugucu yagi nispeten daha yiiksek konsantrasyonlarda (1440-2880
ng/ml) antifungal etkinlik gosterdigini belirlemislerdir. Ugucu yaglarin buhar etkinligine
bakildiginda 20 ile 200 pg/ml hava konsantrasyonlarda funguslarin misel gelisiminin
tamamen engellendigi belirlenmistir. O. syriacum ve F. vulgare ugucu yaglarinin ana
bilesenlerinden carvacrol ve trans-anethole fungal etmenleri 130 ile 440 pg/ml
konsantrasyonda tamamen engellerken, L. nobilis ugucu yagmin ana bileseni olan 1,8-
cineole fungal etmenler i¢inde sadece M. phaseolina karsi kullanilan en yiiksek
konsantrasyonda (3000 pg/ml) antifungal etkinlik gostermistir. Bitki ugucu yag ve ana
bilesenlerin gdstermis oldugu antimikrobiyal etkinlikler, bu tiir dogal bilesiklerin
ekonomik dneme sahip bitkilerin fungal ve bakteriyel hastalik etmenlerine kars1 kimyasal
miicadeleye alternatif yeni miicadele yontemleri olarak kullanilabilme potansiyellerine
sahip oldugunu gostermistirlerdir.

Bomfim ve ark. (2015), Rosmarinus officinalis L. ugucu yaginin antifungal
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, Fusarium verticillioides’in misel gelisiminin
ucucu yagm 150 mg/mL dozunda onemli o6l¢iide azaldigimi, 300 mg/mL doz
uygulanmasiyla, fungusun hiicre duvarinin bozulmasi ve sitoplazmik sizintilar gibi
belirgin mikroskobik ve morfolojik degisikliklere neden oldugunu bildirmislerdir. Ugucu
yagin 300 mg/mL’ deki konsantrasyonlar1 fumonosin ve ergosterol liretimini etkilemek
suretiyle antifungal etkinlik gdstermistir. Sonug¢ olarak ugucu yagin, hiicre duvarmin
yapisini1 bozarak, hiicre bilesenlerde zarara yol agtig1 boylece fumonisin ve ergosterol
iiretimini engelleyerek ederek F. verticillioides e kars1 etkin oldugu bildirilmistir.

Lopez-Meneses ve ark. (2015), okaliptiis (Eucalyptus globulus L.), kekik (Thymus
capitatus L.), yalancit karabiber (Schinus molle L.) ucucu yaglarinin Aspergillus
parasiticus ve Fusarium moniliforme'nin misel gelisimini engellemeleri iizerine olan
potansiyellerinin yani1 sira ugucu yaglarin funguslar tarafindan mikotoksin iiretme

yeteneklerini kontrol etme potansiyelleri yoniinden de degerlendirmislerdir. Ugucu
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yaglarin yar1t maksimum engelleme konsantrasyonunu elde etmek i¢in kinetik yarigcap
biiyiime verileri kullanilmistir. Tiim ugucu yaglar, her iki tiiriin misel yaricap biiyiimesi
tizerinde 6nemli diizeyde etki gostermistir. Fungal etmenlerin 96 saatlik inkiibasyondan
sonra kekik ugucu yagi, 1000 ve 2500 upL/L konsantrasyonlarinda sirasiyla, F.
moniliforme ve A. parasiticus'un gelisimini tamamen engellemistir. Okaliptiis ve kekik
ucucu yaglarr, A. parasiticus'un spor ¢imlenmesini onemli Olgiide azaltmistir. F.
moniliforme'nin spor ¢imlenmesi okaliptiis, yalanci karabiber ve kekik ugucu yaglarina
maruz kaldiginda %84.6, %34.0 ve % 30.6 oranlarinda engellendigi saptanmistir. Kekik
ve okaliptiis ugucu yaglart iiriinlerde aflatoksin olusumunu %4 fumonis birikimini ise
%31 oranlarinda azaltmistir. Ugucu yag konsantrasyonlarinin artirilmasi ile fungal
etmenlerin spor canliligi 6nemli oranda etkilenmis, kekik ugucu yagi her iki fungusun
spor ¢imlenmesini baskilamistir. Kekik ugucu yagi F. moniliforme ve A.parasiticus'un
gelisimini ve mikotoksin tiretimini ciddi oranda etkiledigi bildirilmistir.

Perina ve ark. (2015), Thymus vulgaris ugucu yaginin A. alternata'ya karsi ticari
fungusitin etkinligine esdeger bir oranda antifungal etkinlige sahip oldugunu
belirledikleri caligmalarinda, ugucu yagin misel gelisimini engelleyen MIC degerinin 500
pug/ml, ana bileseni olan thymol’un ise 250 pg/ml oldugunu bildirmislerdir. Yapilan
mikroskop c¢alismasinda fenolik yapidaki ana bilesen thymol’un fungus gelisimini
engelleme mekanizmasinin fungusun hif sitoplazmasindaki organellerde ve hiicre
mebraninda ciddi bozulmalardan kaynaklandigini bildirmislerdir. Hem ugucu yag hem de
ana bileseni thymol’iin, Alternaria alternata'nin neden oldugu Alternaria kahverengi leke
hastaliginin engellenmesinde rol oynayan etken oldugu, thymol’iin hastaligin
kontroliinde rol oynayacak yeni fenolik bilesiklerin gelistirilmesinde rol oynayabilecek
potansiyele sahip bir bilesik oldugunu bildirmislerdir.

de Lima ve ark. (2016), yapmis olduklar1 ¢alismalarinda sarimsak, biber ve kisnis
bitki ekstraktinin yani sira tespih agaci ve portakal kabugu ugucu yaglarinin Alternaria
alternata ve Alternaria dauci'nin kontrol edilmesindeki antifungal aktiviteleri ile havug
tohumlarinin ¢imlenmesine olan etkilerini aragtirmiglardir. Sarimsak ekstresi ve portakal
ucucu yaglar fungus misel gelisimini oldukga diisiik konsatrasyonlarda etkili sekilde
engellemelerinin yanisira, havug¢ tohumlarinin ¢imlenmesini ve ekim sonrasi ¢ikislarini
etkilemediklerini, bu nedenlerden dolay1 s6z konusu ugucu yaglarin havug bitkisinde A.

dauci ve A. alternata ile miicadelede kullanilma potansiyelinin bulundugu belirtilmistir.
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Farah ve ark. (2016), feslegen, tar¢in, okaliptiis, mandalina, origanum, nane, ¢ay ve
kekik gibi bitkilerden elde edilen sekiz farkli ugucu yagin antifungal aktivitelerini
Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus ve Penicillium
chrysogenum’a kars1 arastirmislardir. Test edilen ugucu yaglardan en yiiksek antifungal
etkinlik, test edilen tiim funguslara kars1 en diisiik engelleme dozu sergileyen kekik ve
origanum ugucu yaglarinda goriilmiistiir. Diger ucucu yaglarin antifungal aktivitesi ise
azalan sekilde tar¢in, nane, ¢ay ve feslegen bitkilerinden elde edilen yaglar olarak
siralanmistir. Yaglar arasinda okaliptiis ve mandarin ucgucu yaglar1 10.000 ppm gibi
yiiksek dozda dahi fungus gelisimini herhangi bir sekilde engelleyemediklerinden en
diisiik etkili ugucu yaglar olarak kaydedilmistir. S6z konusu bu iki ugucu yagin karigimi
da test edilen tiirler iizerinde antifungal etki gostermemistir. Kekik ve keklik otu karigimi
A. flavus, A. parasiticus ve P. chrysogenum’a karsi, nane ve ¢ay karigimlari ise A. niger'e
kars1 yiiksek sinerjik etki gosterdigi bildirilmistir.

Cisarova ve ark. (2016), yaptiklar1 ¢aligmalarinda 15 ugucu yagin antifungal ve
anti-toksinogenik aktivitesini Aspergillus cinsine dahil ii¢ fungus izolatina (A.
parasiticus, A. parasiticus ve A. flavus) karsi aragtirmislardir. Test edilen ugucu yaglarin
en diisik engelleme konsantrasyonu (MIC) mikro atmosfer yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Antifungal etkinlik c¢aligmalarinda Jasminum officinale L., Thymus
vulgaris L., Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry, Rosmarinus officinalis L.,
Ocimum basilicum L., Eucalyptus globulus Labill., Salvia officinalis L., Citrus limon (L.)
Burm, Origanum vulgare L., Lavandula angustifolia Mill., Carum carvi L., Citrus
sinensis (L.) Osbeck., Zingiber officinalis Rosc., Mentha piperita L. ve Cinnamomum
zeylanicum Nees. (syn. C. verum J.S.Presl.) bitkilerinden elde edilen ticari ugucu yaglar
kullanilmistir. Biitiin ugucu yaglar, test edilen tiim fungus tiirlerine karst antifungal
aktivite gostermislerdir. Inkiibasyondan 14 giin sonra A. flavus (KMi-202-LR) misel
gelisimi C. limon tarafindan  %18.70, C. sinensis tarafindan %5.92 oranlarinda
engellenirken, A. parasiticus (KMi-220-LR) izolat1 R. officinalis tarafindan % 20.56
oraninda engellenmistir. Mikro-atmosfer yontemi kullanarak test edilen tiim funguslara
karst en iyi antifungal aktivite sirasiyla S. aromaticum, T. vulgaris ve O. vulgare
tarafindan gosterilmistir. Ugucu yaglardan C. carvi, R. officinalis, S. officinalis,
Eucalyptus globulus ve O. basilicum uygulamalarindan sonra AFB1 ve AFGI1

mikotoksinlerinin iiretimlerinin engellendigi belirtilmistir.
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Yilmaz ve ark. (2016), Adacayr (Salvia officinalis), biberiye (Rosmarinus
officinalis), kekik (Origanum vulgare), okaliptiis sp. ve rezene (Foeniculum vulgare),
ucucu yaglarinin kimyasal bilesenleri GC-Ms ile, in vitro ve in vivo antifungal etkinlikleri
ise elma meyvelerinde sorun olan Penicillium expansum, Colletotrichum gloeosporioides
ve Botrytis cinerea'ya karsi gold elma g¢esitinde arastirmiglardir. Biberiye, adagayi,
rezene, okaliptiis ve kekik yaglarinda ana bilesenleri sirastyla camphor (%26.25), ao-
thujone (%14.95) ve 1.8-cineole (%13.40), trans anethole (%80.73), cymene (%24.90)
ve carvacrol (%81.25) olarak belirlenmistir. Yapilan in vitro ve in vivo antifungal
denemeleri sonucunda fungus tiirlerine karst kekik ugucu yagmnin en etkili ugucu yag
oldugu bildirilmistir. Okaliptiis, rezene, adagay1 ve biberiye ucucu yaglar1 antifungal
etkinlik agisindan etkili diger ugucu yaglar olarak siralanmistir. Kekik ucucu yagi fungus
gelisimlerini tamamen durdurmadigi, B. cinerea, P. expansum ve C. gloeosproioides i¢in
in vitro antifungal denemelerde fungistatik etkinlik gosterdigi, misel gelisimini sirasiyla
80-15 mm, 19-4 mm ve 50-9 mm engellendigini belirlemislerdir.

Hafie ve ark. (2016), Tunus'ta yetisen Schinus terebinthifolius'un (yabani kara biber
agac1) meyvelerinden ve yapraklarindan elde edilen {i¢ ugucu yagin kimyasal bilesimini,
GC-MS ile incelemislerdir. Terpen, a-pinen, a-phellandrene ve d-limonen’nin s6z konusu
ucucu yaglarin ana bilesenlerinden oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda ugucu
yaglarin hem antibakteriyel hemde antifungal aktiviteleri incelenmistir. Ugucu yaglarin
antibakteriyel etkinligi, ti¢ Gram-pozitif bakteri izolatlarma (Bacillus megaterium,
Bacillus mojavensis ve Clavibacter michiganensis) ve dort Gram-negatif bakteri
izolatlarina (Escherichia coli, Xanthomonas campestris, Pseudomonas savastanoi ve
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola) karsi, antifungal etkinligi ise fungal
etmenlerden C. acutatum ve B. cinerea'ya kars1 degerlendirilmistir. Arastirilan ugucu
yaglarin tiimii, kullanildiklar diisiik konsantrasyonlarda C. acutatum (250-1000 ppm) ve
B. cinerea'ya (2000-8000 ppm) misel gelisimini basarili bir sekilde engellemistir. Test
edilen ugucu yaglar bakterilerin gelisiminide 6nemli 6l¢iide engellemistir. Bakteriler
arasinda E. coli ugucu yaglara kars1 diistik bir direng sergilerken test edilen diger iki ugucu
yaglara kars1 yiiksek bir direng gdsterdigini belirlenmistir. Diger bakteri izolatlarindan P.
savastanoi ve P. syringae pv. phaseolicola, test edilen tiim ugucu yaglara kars1 yiiksek

diizeyde direng gosterdigi (diisiik 6l¢iide engelleme zonu ile) bildirmislerdir.
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Gill ve ark. (2016), bugdayda basak yaniklik hastaligi etmeni Fusarium
graminearum hastalik etmenine karsi thymol emiilsiyonunun antifungal etkinligini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, yag bileseni olan ve olmayan thymol emiilsiyonlar1 i¢in
fungisidal konsantrasyon %0.02 olarak tespit edilmstir. Thymol emiilsiyonun %0.01
dozunda bitkiye piiskiirtme seklinde yapilan uygulmasinda hastalik ¢ikisi ciddi diizeyde
baskilanirken, yapilan Transmission ve Scanning Elektron mikroskobu gozlemleri
sonucunda uygulamanin fungus konidi ve misellerin ultrayapisinda énemli morfolojik
bozulmalara neden olmustur. Yapilan denemeler sonucunda thymol emiilsiyonlarinin
%0.06'n1n tizerindeki konsantrasyonlarina 10 saniye gibi kisa bir siire maruz birakilan F.
graminearum'un etkisiz hale geldigi belirlenmistir. Caligmalardan elde edilen sonuglar,
thymol emiilsiyonlarinin bugdayda Fusarium basak yanikligi hastaliginin iyilestirmede
kimyasal fungisitlere alternatif dogal olarak tiiretilmis uygulama olabilecegini
gostermistir.

Hu ve ark. (2017), Aspergillus flavus’a kars1 zerdecal (Curcuma longa L.) ugucu
yaginin, in vitro sartlarinda antifungal aktivitesi ve potansiyel mekanizmasini ek olarak
in vivo kosullarindada anti-aflatoksijenik etkinligini arastirmiglardir. Bu ugucu yagin
antifungal aktivitesinin, misel gelisimi, spor ¢imlenmesi ve aflatoksin iiretimi {lizerine
etkisinin doza bagl bir sekilde arttigi gozlemlenmistir. Yapilan detayli gdézlemler
sonucunda, zerdegal ugucu yagmin sahip oldugu antifungal etki mekanizmasinin,
fungusun plazma membrani ile hiicre endomembran sistemini bozmasi, ergosterol
sentezinin engellenmesi, mitokondriyal ATPaz, malat dehidrogenaz ve siiksinat
dehidrogenaz aktivitelerinin bozulmasi suretiyle gerceklestirildigini belirlenmistir. Sonug
olarak, misirdaki fungus kontaminasyonu baskilayabilme yeteneginden dolay1 zerdecal
ucucu yagmin g¢evre dostu bir antifungal madde olma potansiyeline sahip oldugu
bildirilmistir.

Alam ve ark. (2017), Ac1 kekik (Thymus capitatus) ve servi agaci (Tetraclinis
articulata) ugucu yaglari ile ana bilesenleri olan carvacrol ve a-pinene antifungal ve
insektisidal aktiviteleri acisindan degerlendirilmistir. Bu yaglar Fusarium oxysporum,
Aspergillus niger, Penicillium sp., Alternaria alternata ve Botrytis cinerea'ya karsi
oldukga yiiksek in vitro antifungal aktivite gostermislerdir. Alternaria alternata ve B.
cinerea tarafindan neden olunan hastalik ¢ikist Thymus capitatus ugucu yagi ve saf

carvacrol uygulamalari ile ortalama %55 ile %80 oranlarinda azaltilmigtir. Tetraclinis
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articulata (servi agaci ) ugucu yagi 0.41/l hava dozunda, Alternaria alternata tarafindan
neden olunan hastalik ¢ikisini %55 Botrytis cinerea tarafindan neden olunan hastalik
cikisini ise %25 oraninda azaltmistir. Aci kekik ve servi agact ugucu yaglarinin insektisit
olarak 1yi bir bocek oldiiriicii etkinlige sahip oldugu belirlenmistir. Ugucu yaglarin
0.21/ml hava konsantrasyonda domates giivesi Tuta absoluta'nin tim dénem larvalarinda
%80 oraninda 6liimlere neden olurken, 1. donem larvalarinin yalnizca 1.5 saat ugucu yaga
maruz kalmalar1 sonucunda %100 6liime neden oldugunu belirlenmistir. Uygulamalar
arasinda a-pinene ana bileseninin, ac1 kekik ve servi agaci ucucu yag ile saf carvacrol’a
kiyasla daha diisiik insektisidal ve antifungal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Elde
edilen sonucglar ugucu yaglarin, domates bitkisinin bazi ana zararlilar1 ve fungal
hastaliklar1 ile miicadelede potansiyel dogal bir kaynak olarak kullanilabilecegini
gostermistir.

Zhang ve ark. (2018), yapmis olduklar1 c¢aligmada 20 farkli monoterpen ana
bileseninin 400 pg/ml konsantrasyonundaki antifungal etkinliklerini Botryosphaeria
dothidea’ya kars1 arastirmislardir. Test edilen bilesenler arasinda cuminaldehyde, -
citronellol, nerol, geraniol, citral ve alpha-terpineol bilesenlerin en yiiksek antifungal
etkinlik gosteren ana bilesenler oldugunu gdzlemlerdikleri calismalarinda,
cuminaldehyde, B-citronellol, ve geraniol B. dothidea kars1t LC50 degerlerinin sirasiyla
105.15, 135.73 ve 132.69 pg/mL olarak belirlemiglerdir. Calisma sonucunda arastiricilar
cuminaldehyde, geraniol, ve B-citronellol’un yiiksek antifungal etkinliklerinden dolay1
gelecekte B. dothidea 'ya kars1 dogal fungusit olarak in vivo kosullarda kullanilabilecegini
belirlemislerdir.

Ammad ve ark. (2018), Asma agacinda 3 farkli fungal hastalik etmeni Eutypa sp.,
Botryosphaeria dothidea ve Fomitiporia mediterranea’ya karsi limon (Citrus limon L.)
ugucu yagiin in vitro antifungal etkinliklerini aragtirdiklari ¢alismalarinda, ugucu yagin
toplamda % 99.9°’nu limonen, neral, B-pinen ve gama-terpinen olmak iizere dort ana
bilesen tanimlamislardir. Yapilan antifungal etkinlik calismalarinda ugucu yaga karsi
hastalik etmenleri arasinda en duyarli etmenin Eutypa sp. olarak belirlenmistir.

Sarkhosh ve ark. (2018), sekiz bitki tiirlinden elde edilen ugucu yaglarin meyve
clirimelerini kontrol etmek icin 100, 250, 500, 1000 ve 2000 ng/ml dozlar1 denenmistir.
Kekik ugucu yaglar1 kullanilan tim konsantrasyonlarda Colletotrichum, Fusarium,

Phytophthora, Botryosphaeria'nin misel gelisimini %100 oraninda engellemistir. Nane
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ve tarcin yaglari 1000 veya 2000 pl/ml'lik uygulama dozlarinda bes izolatin misel
gelisimini etkili bir sekilde engellemistir. Cay agaci, lavanta, mersin ve okaliptiis yaglari,
test edilen fungal tlirlerinin misel gelisimini kontrol etmede kismen etkili oldugu
belirtilmistir. Test edilen ugucu yaglar arasida en biiyiik antifungal potansiyeli %71.2
oraninda carvacrol ve %73.3 oraninda thymol ana bilesenini i¢eren kekik ugucu yaglari
gostermistir.

Obianom ve ark. (2018), Lasiodiplodia theobromae sap ucu ¢iiriikliigii olarak
bilinen hasat sonrasi goriilen hastalik etmenidir. Arastiricilar yapmis olduklari
caligmalarinda, meyvenin raf dmriinii uzatmak ve pazar kalitesini arttirmak i¢in dogal
bitki ugucu yag bilesenlerinden citral, octanal, hexanal ve thymol’in avakado da goriilen
hastalik etmeni L. theobromae'ye karsi in vitro ve in vivo antifungal aktiviteleri
arastirmiglardir.  Uygulamalardan hexenal olduk¢a diisiik antifungal etkinlik
gostermisken, citral 4 pl/L konsantrasyondaki yiiksek diizeyde fungisidal aktivite
gostererek spor cimlenmesini tamamen engellemistir. Citral uygulamast in vivo
kosullarda hastalik ¢ikisint %75 oraninda azaltmis olup, uygulanan meyvelerde phenol
icerigi, phenylalanine ammonia-lyase (PAL), chitinase ve B-1.3 glucanase enzim
aktivitelerinin tesvik edildigi, uygulama yapilan meyvelerin tiikketime hazir bir sekilde
korundugu, bu nedenlerden dolay: citral’in hastalikla miicadelede fungusit prochloraz’a
alternatif olabilecek nitelikte dogal bir biyofungusit olabailecegi 6nerilmistir.

Ji ve ark. (2018), sogan depolama sirasinda fungal hastaliklara maruz kalan
mahsullerin raf dmriinii uzatmak amaciyla thymol bilesenini kullanarak ortaya ¢ikan
sorunun Oniine gegmek i¢in ¢aligmalar yapmuslardir. Botrytis aclada hastalik etmenine
kars1 sprey seklinde thymol ile muamele edilen soganlarda depo kosullarinda hastalik
c¢ikisinin 16 haftaya kadar onemli 6l¢iide engellendigi bildirilmisdir. Thymol ¢dzeltisinin
fiimigasyonu ile sogan yumrularinda hastalik siddetinin %96'ya kadar azaldigini
dogrulanmisdir. Mevcut calisma sonuglart neticesinde, thymol ¢ozeltisinin soganlarda
dogal koruyucu bir fungisit olarak {riinlerin uzun vadeli depolanmasinda hastalikla
miicadelede mevcut yontemlere kiyasla daha c¢evre dostu bir ¢oziim olarak
kullanilabilecegini 6nermektedirler.

Zhou ve ark. (2018), ucucu yag ana bilesenlerinden carvacrol ve eugenol’iin seftali
meyvelerinde hasat sonrasi Rhizopus stolonifer kokenli yas ¢iiriikliik hastalik ¢ikiginin

engellenmesi ve patojen gelisiminin engellenmesinde ana rol oynayan etki
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mekanizmalarimin belirlenmesine yonelik yaptiklar1 calismalarinda, carvacrol 2 pl
eugenol ise 4 pl konsantrasyonda in vitro antifungal etkinlik gostermek suretiyle fungal
gelisimi tamamen engellemistir. Iki ugucu yag ana bileseninde fungus hifinin hiicre zar1
gecirgenligini bozarak morfolojisini modifiye ettigi, hiicre plazma zarinin pargaladigi
sonucta protein igeriginin hiicre disina sizmasina neden oldugunu taramali elektron
mikroskobu ve floresan mikroskobu kullanilarak gézlemlemislerdir. Ana bilesenelerin in
vivo hastalik ¢ikisini engelleme dozlari, carvacrol i¢in 0.5 ul/L, eugenol i¢in 1 ul/L olarak
belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, carvacrol ve eugenol'iin R. stolonifer etmenine karsi
etkili antifungal etkiye sahip oldugu, in vitro ve in vivo kosullarda misel gelisimini ve
hastalik ¢ikisini etkili bir sekilde engellemesi nedeniyle ve seftaliler de yumusak ¢tiriikliik
hastaligi ile miicadelede kimyasallara alternatif olarak basarili bir sekilde
kullanilabileceginin gostermisdir.

Weisany ve ark. (2019), kekik (Thymus daenensis L.) ve dereotu (Anethum
graveolens L.) ugucu yaglarinin sahip olduklar1 antimikrobiyal potansiyelin nanopartikiil
teknolojisi kullanilarak dahada yiikseltilebilir oldugunu belirtmislerdir. Kekik ve dereotu
ucucu yaginin nanopartikiil seviyesinde kapsiillennen formiilasyonunda, bir¢ok bahce
bitkisinde antraknoza hastaligina neden olan Colletotrichum nymphaeae'ye karst olan
antifungal etkinliginin %80 > diizeylerinde oldugunu gézlemlemislerdir. Yapilan in vitro
antifungal etkinlik calismalarinda, nano kapsiillenmis ucucu yaglar fungusun misel
gelisiminin  engellenmesinin  yanisira konidi ¢imlenmesinide etkili bir sekilde
engelledigini gozlemlemiglerdir. GC-MS analizini sonucunda, p-cymene, thymol,
carvacrol and (E)-caryophyllene’nin kekik ugucu yaginin, limonene, cis-dihydrocarvone,
cyclohexanon ve carvone’nun ise dereotu ugucu yaginin ana ugucu bilesenleri oldugu
bildirilmistir. Nano-kapsiillenmis ucucu yaglar uygulandigr fungus hifinde 6nemli
morfolojik degisiklikler gbzlenmistir. Bu ¢alisma, kapsiillenmis ugucu yaglarin géstermis
olduklar ytiiksek antifungal etkinliklerinden dolay:r hastalik etmenlerini kontrol etmede
dogal biyofungisit olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermistir.

Suleiman ve ark. (2019), yapmis olduklari ¢alismalarinda patates ve domateste
hasat sonrasi hastalik etmenlerinden Geotrichum candidum, Alternaria alternata,
Fusarium oxysporum ve Mucor hiemalis kars1 karanfil ekstraktinin antifungal aktivitesini
degerlendirmislerdir. Bitki ekstrakt: test edildikleri fungal etmenlerin tamamini degisen

oranlarda engellerken, en yiiksek antifungal etkinlik karanfil ekstraktinin %2.5 dozunda
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M. hiemalis A. alternata, G. candidum’a kars1 gosterilmistir. F. oxysporum i¢in gosterilen
antifungal etkinlik nispeten daha yiiksek konsantrasyonda (% 12.5) gerceklesmistir.
Yapilan GC-MS analizi sonucu bitki ekstraktinin kimyasal bileseninde 18 farkli bilesik
tespit edilmistir. Baslica bilesikler eugenol (% 17.27), trans- caryophyllene (% 0.50),
humulene (% 3.33), anthracenedione (% 3.35), cedran-diol (% 0.61), citroflex A (% 5.45)
ve lucenin 2 (% 8.25) oldugunu bildirmislerdir.

Salehi ve ark. (2019), yapmis olduklar1 derlemede okaliptiis ve tiirlerinin sahip
olduklar1 kozmetik, farmasotik, nutrasotik ve antibakteriyel, antiviral, antifungal,
antienflamatuar ve bocek kovucu amagli 6zellikleri nedeniyle diinya ¢apinda biiyiik ilgi
gordiigiini, bitkilerinin botanik ve etnofarmakolojik yonlerinin yani sira in vitro ve in
vivo antifungal aktiviteye sahip oldugunu derlemislerdir. Kimyasal analizler sonucunda
eucalyptol (1,8-cineole)’iin okaliptiis yaglarinda bulunan ana bilesen oldugu
bildirilmistir.

Pedrotti ve ark. (2019), yapmis olduklar1 c¢alismada  Eucalyptus
staigeriana ve Eucalyptus globulus ugucu yaglarinin kimyasal bilesimini ve baglarda
ciddi sorunlar olusturan Botrytis cinerea ve Colletotrichum acutatum'a karsi in vitro ve in
vivo antifungal etkinliklerini belirlemislerdir. E. staigeriana ugucu yagmin ana
bileseni citral (%30.91), 1, 8-cineole (% 24.59) ve limonen (% 19.47) iken, E. globulus
ucucu yaginin ana bilesenin % 68.26 orani ile 1,8-cineole oldugu belirlemislerdir. Her
iki bitki ugucu yaginin test edildikleri hastalik etmenine karst in vitro antifungal
aktivite gosterdigi, Eucalyptus staigeriana 0.5 pL/mL dozunda misel gelisimini ve spor
cimlenmesi engellemede diger ucucu yaga gore daha ytliksek aktivite sergiledigini tespit
etmislerdir. S6z konusu ugucu yagin in vitro etkinliklerinin yanisira B. cinerea tarafindan
neden oldugu gri kiif hastalik siddetini ve Colletotrichum acutatum tarafindan neden
oldugu hastalik belirtilerini azaltabildigini gézlemlemislerdir. Arastiricilar, sonuglarin
umut verici oldugunu ve E. staigeriana ugucu yaginin saraplik tiziimlerdeki fungal
clriiklerinin  kontrolii i¢in kimyasallara alternatif dogal biyofungusit olarak
kullanilabilecegini tavsiye etmislerdir.

Ajayi-Moses ve ark. (2019), Nijerya’da yerel marketlerden rastgele secilen
meyvelerden izole edilen mikroorganizmalara kars1 turunggil yaglarinin antimikrobiyal
potansiyelleri ile turunggil ugucu yagindaki biyoaktif bilesikleri GC-MS kullanilarak

aragtirmiglardir. Turunggil ugucu yaglarimin 100 mg/ml konsantrasyonda test edilen
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mikroorganizmalara karsi ¢ap1 3.3 mm ila 26.8 mm arasinda degisen engelleme bolgeleri
olusturmustur. Test edilen tiim izolatlara kars1 minimum engelleme konsantrasyon (MIC)
12.5-100 mg/ml arasinda degisirken, minimum bakterisidal ve fungisidal
konsantrasyonlar 25-100 mg/ml arasinda degistigi belirlemisdir. Lime ve limon ugucu
yaglarinin 1:1 karisimlar sinerjik etki gostermis olup, ugucu yaglarin karisim seklinde
uygulamanin tek tek kullanim ile karsilagtirildiginda daha yiiksek antifungal etkiye sahi
oldugu goriilmistiir. Yapilan GC-MS analizler sonucu limon ve lime ugucu yaglarinin
ana bilesenlerinin limonen, B-pinen, a-phellandren, terpinen-4-ol, a-terpineol ve geraniol
oldugu belirlenmistir.

Khan ve ark. (2020), yapmis olduklar1 calismada neem bitki ekstraktinin ugucu
bilesenlerinden propyl disulphide’in antifungal etkinliklerini mango meyvesinde hasat
sonrast meyve u¢ ¢lriiklik hastaligi etmenleri olan Lasiodiplodia theobromae ve
Neofusicoccum parvum’a karst arastirdiklart caligmada, bitki ekstraktlarinin
kullanildiklart dozlarda fungal etmenlerin misel gelisimlerini in vitro kosullarda 6nemli
diizeyde engellediklerini bildirmislerdir.

Scariot ve ark. (2020), yaptiklar1 ¢alismalarinda yirmi farkli monoterpenoidin
Colletotrichum fructicola ve C. acutatum iizerindeki antifungal etkinliklerini ve etki
mekanizmalarini incelemislerdir. Sonug olarak oksijenli monoterpenoidlerin (alkoller ve
aldehitler) hidrokarbonlar, esterler ve halkali benzerlerinden daha yiiksek antifungal
aktivite sergiledigini belirtmislerdir. Bu anlamda, secilen monoterpenoidler (citral,
citronellol, geraniol, carvacrol ve thymol), C. acutatum'un konidiyal ¢imlenmesini doza
bagimli bir sekilde engelledigini bildirmislerdir.

Da silva ve ark. (2020), ¢ilekte hasat sonrasi1 gozlenen Rhizopus stolonifera ve
Botrytis cinerea kokenli hastaliklarin Kontrolleri igin, Eucalyptus staigeriana ve
Eucalyptus urograndis'in yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin, sentetik fungisitlere
1yi bir alternatif olabilecegini bildirmislerdir. Yapilan ¢caligmada her iki okaliptus yaglari
Rhizopus stolonifera ve Botrytis cinerea’ya karsi in vitro antifungal etkinlikleri
degerlendirilmistir. Yapilan in vitro antifungal etkinlik ¢alismalarinda E. staigeriana
ucucu yaginin her iki fungal etmene kars1 kars1 diger ucucu yaga kiyasla daha yiiksek
etkinlik gosterdigi belirlenmistir. In vitro antifungal kosulda yiiksek aktivite gosteren
okaliptiis ucucu yagin ana limonen olarak belirlenmis olup, limonen’in fungusun hiicre

duvart ve memebrani iizerinde ciddi morfolojik deformasyonlara sebep oldugu
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bildirilmistir. Yapilan in vivo ¢alismalarda ugucu yagin carboxymethylcellulose (CMC)
ile uygulandigi meyvelerde Rhizopus stolonifera tarafindan neden olan ¢iirtikligii etkili
bir sekilde engellerken Botrytis cinerea’ya karsi etkinlikte basarili olamamustir. Elde
edilen sonuglara dayanilarak E. staigeriana ugucu yaginin CMC ile kaplanarak meyveye
uygulanmas1 Rhizopus stolonifera tarafindan neden olan ¢iiriikliige karst kullanilan
fungusitlere alternatif olabilecegi bildirilmisdir.

Bomfim ve ark. (2020), biberiye (Rosmarinus officinalis L.) ugucu yagmin
mikotoksin tireten fungal hastalik etmeni Aspergillus flavus'a karsi antifungal ve
antiaflatoksigenik etkinliginin arastirdikar1 ¢alismalarinda, ugucu yagin ana bilesenleri
eucalyptol (% 52.2), camphor (% 15.2) ve a-pinene (% 12.4) olarak belirlenmistir. Ugucu
yagin fungus misel gelisimini engelleyen en diisiik engelleme (MIC) ve en diisiik
fungisidal (MFC) dozun 500 pg/ml oldugunu belirlemislerdir. Yapilan calismalar
sonucunda Rosmarinus officinalis ‘un gidalarda mikotoksin iireten fungal hastalik
etmenleri ile miicadelede sentetik fungisitlere alternatif olarak kullanilabilecegini
gostermislerdir.

Mohamed ve ark. (2020), Origanum majorana ugucu yag veriminin arttirilmasi
tizerine askorbik asit (AA), triptofan (Trp) ve Moringa oleifera yaparak 6ziitiiniin (MLE)
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda ayni zamanda ugucu yaglarin antifungal
etkinliklerini piring tanelerinden (Oryzae sativa) izole edilmis dort farkli tohum kaynakli
fungal hastalik etmenine (Bipolaris orzyae, Curvularia lunata, Fusarium verticilliodies
ve F. graminearum) karsida test edilmistir. Her iki mevsimde AA, Trp ve MLE
uygulamalarinin bitkisel biiylime parametreleri ve ugucu yag {liretimimin artigi1 lizerine
etkisinin oldugu, GC-MS analizler sonucunda ucucu yaglarin ana kimyasal bilesenlerinin
terpineol, terpinen-4-ol, 4-thujanol (sabinene hydrate), a-terpineol, cymene ve sabinene
oldugunu belirlenmistir. F. verticilliodies'e karsi en yiiksek antifungal etkinligin % 94.57
ila % 92.63 engellemenin kayit edildigi, % 5 ve % 10 MLE uygulamasi yapilmis
bitkilerden elde edilen ugucu yaglar tarafindan gosterilmistir. Sonug olarak, Trp, AA ve
MLE ile muamele edilmis O. majorana bitki yapraklarindan elde edilen ugucu yaglarin
kimyasal icerigi ve antifungal etkinli§inde gbzlenen artis, bu tiir ugucu yaglarin gelecekte
tohum kaynakli fungal etmenlere karsi bir biyofungusit olarak faydali olabilecegini

tavsiye etmistir.
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Kara ve ark. (2020), Hatay ilinde dogal olarak yetisen rezene (Foeniculum vulgare)
ve defne (Laurus nobilis) ugucu yaglarinin GC-MS ile kimyasal bilesimlerini analiz
etmigler, limoni servi agaglarinda kok ciriikliigii ve solgunluk hastalik etmenleri F.
oxysporum ve P. funerea’ye karsi antifungal aktivitelerini in vitro kosullarda
belirlemiglerdir. Ugucu yaglarin fungisidal dozlarda fungus hiflerinin morfolojisi
tizerindeki etkisi 151k mikroskobu kullanilarak belirlenmistir. Yapilan GC-MS analizler
sonucunda, eucalyptol (%52.88) ve a-terpinyl acetate (%11.77) defne ugucu yagimnin,
trans-anethole (%81.55) ve limonen (%5.88) ise rezene ugucu yaginin ana bilesenleri
oldugu belirlenmistir. Rezene ve defne ugucu yaglarmin buhar fazinda F. oxysporum’un
miselyal gelisimini tamamen engelleyen konsantrasyonlari sirastyla 30.0 ve 50.0 ul/petri
olarak belirlenmistir. Rezene ve defne ugucu yaglarin P. funerea'nin misel gelisimi ise
nispeten daha diisiik konsantrasyonlarda (sirasiyla 20.0 ve 25.0 pl/petri) tamamen
durduruldugu gozlenmistir. Ugucu yaglarin buhar fazinda en etkili konsantrasyonuna
maruz kalan hifler lizerinde yapilan 151k mikroskobu gozlemleri sonucunda sitoplazmik
pihtilasma, vakuollesme ve protoplazma akintis1 gibi énemli yapisal deformasyonlar
goriilmiistiir. Sonu¢ olarak ugucu yaglarin kozalakli bitkilerin fungal hastaliklarinin

kontroliinde kullanim potansiyeli bulundugunu ortaya koymuslardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismanin temel arastirma materyallerini; Sanlurfa ilinde yetistirilen hastalikli
domates bitki 6rneklerinden izole edilen fungal patojen Neoscytalidium dimidiatum
izolati, cesitli laboratuar malzemeleri, besi yerleri, ucucu yag ve ITC bilesenleri

olusturmustur.

3.1.1. Cahsmada Kullanilan Hastallk Etmeni, Ucucu Yaglar, ITC Bilesenleri,

Kimyasallar ve Aletler

Calismalarda domates bitkisinden izole edilmis ve tanilamasi yapilmis fungal
hastalik etmeni Neoscytalidium dimidiatum, bitki ugucu yaglar, saf ana bilesenler (ITC),
besi yerleri, plastik ve cam laboratuvar malzemeleri ana materyaller olarak kullanilmistir.

Bitki ugucu yaglari ve ana bilesenlerin antifungal etkinliklerinin arastirildigi fungal
etmen N. dimiatum ND122 izolati, Sanlurfa ili domates ekim alanlarindaki hastalikli
bitkilerden (Sekil 1.2) izole edilip molekiiler olarak kesin tiir tanisi yapilmigtir
(Turkolmez ve ark., 2019a). Fungal izolat in vitro denemeleri siiresince standart fungal
genel besi yeri Patates Dekstroz Agar (PDA, Merck, Darmstad, Germany) tizerinde +4
°C de muhafaza edilmistir.

Calismanin bir diger 6nemli ana materyallerinden bitki ugucu yaglar, daha 6nceden
farkli bitki fungal etmenlere karsi etkinligi arastirilmis olan Hatay ilinin farkl: ilgelerinde
dogal olarak yetisen bitkilerden hidrodistilasyon yontemi ile elde edilmistir. Caligmanin
bir diger 6nemli ana materyallerinden farkli kimyasal yapilardaki Isothiocyanate
(ITC)’lardan; 2-propenyl (Allyl) isothiocyanate (AITC), methyl isothiocyanate
(MITC), ethyl isothiocyanate (EITC), phenyl ethyl isothiocyanate (PEITC)’lar saf
olarak ticari firmadan (Sigma-Aldrich) satin alinmstir.

Calismanin diger materyallerini mikoloji laboratuari alet-ekipmanlari, gesitli cam
ve plastik laboratuvar malzemeleri ve kimyasal maddeler olusturmustur. Calismada

kullanilan besi ortamlar1 kullanilmadan 6nce 121°C’de 15 dk. otoklav edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Ucucu Yaglarin Ekstraksiyonu

Caligmalarda kullanilan ugucu yaglar Hatay ilinin farkli ilge ve kdylerinden temin
edilen, laboratuvar kosullarinda kurutulan karabas kekik (T. spicata var. spicata L.), kaba
kekik (T. serpyllum L.), Izmir kekigi (O. onites L.), Suriye kekigi (O. syriacum L. var.
bevanii), mercankosk (O. majorana L.), lavander (Lavandula x intermedia), adacayi (S.
officinalis L.), biberiye (R. officinalis L.), limon otu (L. citriodora L.), okaliptiis (E.
camaldulensis Dehnh.), defne (L. nobilis L.) ve ardi¢ (J. communis L.) bitkilerin
yapraklarindan, rezene bitkisinin (F. vulgare) ise tohumlarindan “Clevenger” ugucu yag
cikartma aletinin (Sekil 3.1) kullanildig1 3 saatlik buhar distilasyonu yontemi ile elde
edilmistir (Soylu ve ark., 2010). Elde edilen ugucu yaglar icerisinde anhydrous sodyum

stilfat bulunan koyu renkli cam siselerde 4 °C de korunmustur.

Sekil 3.1. Ugucu yaglarin ¢ikartilmasinda kullanilan Clevenger tipi yag ¢ikarma
aleti (Ildam, Ankara, Tirkiye) ve petri ¢alismalari. Ok ile gosterilen yer bitki ugucu
yaginin toplandig1 kismi gostermektedir.
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3.2.2. Ucucu Yaglarin Kimyasal Bilesenlerin Belirlenmesi

Denemelerde etkinligi arastirilan ugucu yaglarin ana bilesikleri ve % oranlar1 Gaz
Kromotografi (GS) (Thermo Scientific Trace Ultra) cihazi ve bu cihaza entegre olmus
kiitle spektroskopi (MS) (Thermo Scientific 1SQ) ile onceden bildirildigi sekilde
belirlenmistir (Daferera ve ark., 2000). GS-MS cihazi {izerinde %5-Phenyl Methyl
Siloxane (TR FAME MS) capillary kolon (60 m x 0.25 mm x 0.25 um film kalinliginda)
bulunmaktadir. Denemelerde tasiyici gaz olarak %99 saflikta helyum gazi 1.0 ml/dak.
akis hizinda kullanilmigtir. Kromotagrafinin firin sicakligi 50 °C de 2 dak. bekletildikten
sonra 3 °C/dak. artisla 210 °C’ye ve en son bu sicaklikta 5 dak. bekletilecek sekilde
programlanmustir. Iyonizasyon voltaji 70 eV ve i¢ sicaklik 250 °C olarak ayarlanmustir.
Yaglarin bilesiminde bulunan bilesikler % olarak ve kolonda alikonma zamanlari
(Retention time, RT) MS iizerindeki Wiley 275.L kiitiiphanesi yardimiyla belirlenmistir
(Adams, 2001). Alinkonma indis degerleri (Retention index, RI) n-alkan serisi (Cg-C20)
karistminin ayni sicaklik programinda gosterdigi MS degerleri ile karsilastirilarak

hesaplanmustir.

3.2.3. Fungal Etmenin Misel Gelisimi Uzerine Bitki Ucucu Yaglar ve ITC

Bilesiklerin in vitro Antifungal Etkilerinin Belirlenmesi

Bitki ugucu yaglarin ve farkli kimyasal i¢erikteki buhar fazindaki ITC’lerin fungal
etmen N. dimiatum’un misel gelisiminin engellenmesi lizerine antifungal etkinligi, 90 mm
capindaki steril petri kaplarinda genel fungus besiyeri PDA ortami {izerinde arastirilmigtir
(Soylu ve ark., 2010). Antifungal etkinligin belirlendigi petri kaplar1 100 ml hava
hacmine sahip olup, 20 ml besi yeri eklenmesinden sonra toplam kapag1 kapali petride
kalan hava miktar1 toplam 80 ml olarak belirlenmistir. PDA igeren (20 ml/petri) petri
kabinin merkezine mantar delici ile alinan 5 giinliik fungal kiiltiirlerinin 6 mm ¢apindaki
diskleri miselli yiizeyi PDA ile temas edecek sekilde yerlestirilmistir.

Test edilen ugucu yaglardan Thymbra spicata, Origanum syriacum, Origanum
onites, Thymus serpyllus, Laurus nobilis, Eucalyptus camaldulensis, Lippia citridora,
Salvia officinalis, O. marjorona, Rosmarinus officinalis ve Lavandula intermedia igin

0.25-26.0 pl/petri dozu kullanilmis olup (3.125-325.0 pg/ml hava dozuna esdeger),
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Juniperus communis ve Laurus nobilis ugucu yaglari nispeten daha yiiksek 5.0-180.0
ul/petri dozu araliginda (62.5-225.0 pg/ml hava dozuna esdeger) kullanilmistir. ITC
bilesenleri ise 2.0-26.0 ul/petri dozu araliginda (25.0-325.0 ug/ml hava dozuna esdeger)
kullanilmustir.

Ucucu yag ve ITC’lerin farkli konsantrasyonlari petri kabinin kapaginin merkezine
mikro pipet yardimi ile damlatildiktan sonra petri kabinin kenarlar1 parafilm (2-3 kez) ile
kapatilip, ters ¢evrilerek (kapak altta kalacak sekilde) 25 °C de inkiibasyona birakilmustir.
Kontrol olarak kabul edilen ayni sekilde inokiile edilmis petri kapaklarina 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 6l¢iilmesiyle yapilmistir. Her bir ugucu
yagm farkli konsantrasyonlarinda engelleme orani, (%) Abbott formiiline gore;
Engelleme (%)= [(Kre-Urc)/Krc] X 100 formiilii ile hesaplanmustir.

Krc = Kontrol petrilerdeki fungal gelisim (mm)

Urc = Ugucu yag/ITC uygulamalari yapilmis petrilerdeki fungal gelisim (mm)

Denemelerde her petri 1 tekerriir ve her konsantrasyon 3 tekerriir olacak sekilde
Tesadiif Parselleri Deneme Desenine gore kurulmustur. Her deneme 2 farkli zamanda

tekrar edilmistir.

3.2.3.1 Bitki Ucucu Yaglari ve ITC Bilesenlerinin Fungal Etmenin Misel Gelisimini
Engelleyen Minimum Engelleme Konsantrasyonlarimmin (MIC) Fungisidal

ve Fungistatik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Ucgucu yag ve ITC’lerin MIC’lerde misel canliligi iizerine olan fungisidal veya
fungistatik etkinligi gelismelerin gozlenmedigi ugucu yag/ITC damlatilmis petrilerin
kapag: steril bagka kapakla degistirildikten sonra parafilm sarmadan 25°C” de tekrar 3-4
giin inkiibasyona birakilmistir.

Gelisme gostermeyen misel diskleri kapak degisimini miiteakiben PDA besiyeri
izerinde, misel gelisiminin hala goriilmedigi konsantrasyonlarda ugucu yag ve ITC’lerin
MIC antifungal etkisi fungisidal (tamamen engeleyen, 6ldiiriicii), misel gelisiminin
tekrar bagladigi konsantrasyonlarda ise Ugucu yag ve ITC’lerin MIC antifungal etkisi

fungistatik (gegici) olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 3.2. Rezene (F.vulgare) ugucu yagmin buhar fazinda Neoscytalidium
dimidiatum’un misel gelisimini tamamen durduran dozlardaki antifungal etkinligi. (A)
Ugucu yagm 6.0 ul/petri dozda fungisidal (yeniden misel gelisiminin goriillmedigi), (B)

4.0 ul/petri dozda fungistatik (yeniden misel gelismenin goriildiigii) etkinlik (ok).

3.2.3.2 Bitki Ucucu Yaglarinin Misel Gelisimini Engelleyen Etkili Konsantrasyon

Degerlerinin Belirlenmesi

Test edilen ugucu yaglar ve ITC bilesiklerin  kullanildigi  farkl
konsantrasyonlarinda fungal etmenin misel gelisimini %50 ve %90 oraninda engelleyen
etkili konsantrasyon (ECso ve ECg0) her bir kimyasal igin farkli konsantrasyonlarda elde
edilen degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) yardimui ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir. Denemelerde ugucu
yagin ve ITC bilsenlerin her konsantrasyondaki misel g¢aplari Ol¢iilmiis, ortalama
degerleri kontroldeki gelismeyle kiyaslanarak suretiyle istatistik programi yardimiyla

Probit analizi yapilarak tahmin edilmistir.

3.2.3.3 Bitki Ucucu Yaglarinin Fungus Misellerinde Neden Oldugu Morfolojik

Degisiklerin Belirlenmesi

Calismalarda fungusun misel gelisimini engelleyen dozlarin bulundugu petrilerde

gelistirilen funguslarin miselleri iizerinde meydana gelen morfolojik degisiklikler,
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Nomarski DIC atagmanli 1s1k mikroskobu (OLYMPUS BX — 51) altinda dnceden
bildirildigi sekilde belirlenmistir (Soylu ve ark., 2010).

Saglikli fungus kiiltiirlerinden alinan diskler, oncelikle ugucu yaglar olmaksizin
petrilere aktarildiktan sonra 2 giin 6n gelismeye birakilmistir. Fungus miselleri diskten
yaklasik 2-3 cm gelistiginde, in vitro antifungal etkinlik ¢alismalarinda misel gelisimini
%100 engelleyen ve fungisidal etkinlik gosteren dozlari, onceden belirtildigi sekilde
kapaklara eklenmis, parafilmlenmis ve tekrar inkiibasyona birakilmistir. Ugucu yaglarin
etkinligi, petrilere eklenmesinden 1, 2, 4 ve 7 giin sonra dogrudan besi ortami iizerinde
gelisen miseller iizerinde mikroskobik gozlemler yapilmistir. Ugucu yaglarin misellerin
morfolojik yapilarinda olas1 etkilerini gorselllemek icin, u¢ kisimlarindan alinan PDA
kesitlerinden %50 glycerol i¢inde yari-preparatlar hazirlanmis ve yapisal degisiklikleri

151k mikroskobu altinda belirlenmistir.

3.2.4. Deneme Deseni ve istatistik Analizler

Tim in vitro antifungal etkinlik denemeleri tesadiif parselleri deneme desenine gore
planlanmuis, her bir ugucu yag/ITC konsantrasyonunun antifungal etkinligi 3 farkli petride
olacak sekilde kurulmustur. Farkli ITC ve ugucu yag konsantrasyonlar1 antifungal
etkinliginin belirlendigi petrilerdeki misel gelisiminin engellenme oranlar1 % oranlarina
cevrilmeden SPSS istatistik programi (SPSS Statistics 17.0) kullanilarak tek yonlii
ANOVA ile varyans analizi yapilmis ve uygulamalar arasindaki farklilik Duncan Coklu

Karsilastirma Testi ile analiz edilmistir (P<0.05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Bitki Ucucu Yaglarindaki Kimyasal Bilesenler

Antifungal o6zellikteki bitki ugucu yaglarinin kimyasal bilesenleri, Gaz
Kromatografi/kiitle spektrometresi (GC-MS) ile belirlenmistir. GC-MS analizine gore, E.
camadulensis ugucu yaginda 39, F. vulgare ugucu yaginda 44, L. nobilis ugucu yaginda
45, 0. majorana ugucu yaginda 45, O. syriacum ugucu yaginda 37, O. onites ugucu
yaginda 37, R. officinalis ugucu yaginda 45, S. officinalis u¢ucu yaginda 39, T. serpyllus
ucucu yagida 39, L. nobilis ugucu yaginda 45, T. spicata spicata ugucu yaginda 34, J.
communis ugucu yaginda 41, L.intermedia ugucu yaginda 47, L. citridora ugucu yaginda
ise toplam 35 ana bilesen belirlenmistir (Cizelge 4.1, Cizelge 4.2).

Tespit edilen ana bilesenler arasinda; carvacrol (%61.3) ve y-terpinene (%28.5) T.
spicata spicata ucucu yaginda, thymol (%15.0) ve cymene (%15.0) T. serpyllus ugucu
yaginda, carvacrol (%23.9), y-terpinene (%21.3) ve thymol (%20.6) O. syriacum ugucu
yaginda, carvacrol (%75.9) ve p-cymene (%7.6) O. onites ugucu yaginda, terpinen-4-ol
(%21.6) ve trans-sabinene hydrate (%8.7) O. majorana ugucu yaginda, linalyl acetate
(%31.1) ve linalool (%29.8) Lavandula x intermedia ugucu yaginda, limonene (%24.6)
ve e-citral (%23.1) L. citridora ucucu yaginda, eucalyptol (%14.6) ve a-pinene (%14.1)
R. officinalis ugucu yaginda, trans-caryophyllene (%19.0) ve ve camphor (%18.4) S.
officinalis ugucu yaginda, ayn1 zamanda 1,8-cineole olarakta bilinen eucalyptol (%75.7)
ve limonene (%5.5) E. camadulensis ugucu yaginda, trans-anethole (%67.2) ve estragole
(%10.3) F. vulgare ugucu yaginda, eucalyptol (%32.4) ve a-terpinyl acetate (%16.9) L.
nobilis ugucu yaginda, a-pinene (%78.1) ve p-myrcene (%3.9) ise J. communis ugucu
yaginda en yiiksek oranda bulunan ilk 2 ana bilegenler olarak belirlenmistir (Cizelge 4.1

ve Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.1. Antifungal etkinlikleri belirlenen bitki ugucu yaglar ve ana bilesenleri

Ugucu yag le;eyslz:' GC-MS ile belirlenen ana bilesenler?

Thymbra spicata var. spicata L. 34 carvacrol (%61.32), y-terpinene (%28.53),
0-cymene (%5.2)

Thymus serpyllum L. 39 thymol (%14.99), cymene (%14.98),
y-terpinene (%12.71),

Origanum syriacum L. var. bevanii 37 carvacrol (%23.93), y-Terpinene (%21.33),
thymol (%20.64)

Origanum onites L. 37 carvacrol (%75.94), p-cymene (%7.62),
y-terpinene (%4.06)

Origanum majorana L. 45 terpinen-4-ol (%21.58), trans-sabinene
hydrate (%8.65), y-terpinene (%8.36)

Lavandula x intermedia 47 linalyl acetate (%31.04), linalool (%29.77),
camphor (%7.89)

Lippia citriodora L. 35 limonene (%24.64), e-citral (%23.09),
z-citral (%18.63)

Rosmarinus officinalis L. 45 eucalyptol (%14.62), a-pinene (%14.1),
camphor (%13.93)

Salvia officinalis L. 39 trans-caryophyllene (%19.0), camphor
(%18.37), eucalyptol (%14.37)

Eucalyptus camaldulensis Dehnh. 39 Eucalyptol (%75.69), limonene (%5.49),
a-pinene (%5.16)

Foeniculum vulgare Mill. 44 trans-anethole (%67.2), estragole (%10.3),
limonene (%9.1)

Laurus nobilis L. 45 eucalyptol (%32.42), a-terpineyl acetate
(%16.88), sabinene (%8.42)

Juniperus communis L. 41 a-pinene (%78.05), B-myrcene (%3.88),

cedrol (%3.17)
8 GC-MS tarafindan belirlenen toplam bilesen sayis1 ve en fazla % oranda belirlenen ilk 3 ana

bilesenler.
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Cizelge 4.2. Antifungal etkinlikleri belirlenen bitki ugucu yaglarda GC-MS analizler sonucu belirlenen kimyasal bilesenler (%)

RT Bilesen Tss Os Oo Lc Fv Tsrp So Li Ec Ro Om Ln Jc
6.6 a-Thujene 2.52 1.99

6.63 a-Pinene 1.30 0.78 0.81 3.92 4.40 0.42 5.24 14.54 6.64 81.06
7.71 Camphene 0.12 0.24 0.03 1.86 4.35 0.25 4.20 0.16 0.54
8.52 B-Pinene 0.08 0.13 0.08 0.26 1.95 0.17 0.12 0.11 2.75 2.46
8.83 Sabinene 0.08 0.10 5.75 8.82

9.01 0-Cymene 4.20 3.59 6.20

9.08 B-Myrcene 0.80 0.23 0.22 0.38 3.15 3.98
9.08 Myrcene 2.93 0.63 1.46 1.91 0.18 2.30 1.54 0.35

9.54  a-Phellandrene 0.11 0.49 0.10 0.25 0.25 0.44 0.28 0.07
9.95 a-Terpinene 2.03 6.33 0.85 0.29 3.33 0.17 0.36 6.67 0.04
10.17  Limonene 0.14 0.12 0.07 25.45 9.06 0.29 2.48 0.77 5.57 4.57 1.04 1.82 2.72
10.76  cis-Ocimene 0.02 1.18 0.15 0.85 0.36 0.07
11.31  y-Terpinene 27.10 2154 411 0.20 12.71 0.42 0.26 0.93 8.70 0.58 1.35
11.49  a-Ocimene 0.91 0.10 1.55 0.12
12.11  a-Terpinolene 0.59 5.34 2.01
12.18  Eucalyptol 0.43 14.47 5.98 76.82 17.14 33.96
12.79  Cymene 13.91 7.72 0.36 14.98 2.37 0.10 7.34 1.27
17.14  1-Octen-3-ol 0.79 0.34 2.40 0.14
18.84  Butanoic acid 4.28
19.75  cis Sabinene hydrate 0.67 0.50 0.34 0.07 0.07 3.73 0.37
20.75  Linalool 0.19 0.68 0.43 0.32 32.14 0.10 5.46 3.68 1.51 0.05
21.02  Fenchone 3.45
22.00 trans-Caryophyllene 1.26 2.25 6.26 0.04 19.14 0.28
22.48  d-Isothujone 8.20 0.17
225 Linalyl acetate 33.04 2.30
22.67  Thymol methyl ether 16.56
23.05 trans Sabinene hydr. 0.19 0.16 0.09 0.07 0.29 9.00 0.14
24.48  Terpinen-4-ol 0.11 2.82 0.12 3.42 0.56 2.98 22.46 6.05
24.88  Terpinenol 0.02 2.76 0.09
25.13  4-Terpinenyl acetate 1.84
25.48  Fenchyl acetate 2.92 2.77
25.68  cis-Piperitol 1.18
26.11  pB-Bisabolene 3.11
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Cizelge 4.2. (Devam) Antifungal etkinlikleri belirlenen bitki ugucu yaglarda GC-MS analizler sonucu belirlenen kimyasal bilesenler (%)

26.12  Camphor 0.06 18.50 8.24 0.14 14.37 0.14
26.23  Estragole 10.33
26.37  Zingiberene 1.66
26.61  Isopinocamphone 2.10
26.67  Humulene 0.20 0.12 0.41 2.51 2.16 0.28
27.1 B-Selinene 1.55
27.11  o-Terpineol 0.21 0.22 0.04 1.30 0.07 3.87 6.86 4.28
27.67  Borneol 0.27 1.27 5.84 3.92 5.30 0.12 8.22 0.16
21.7 a-Terpinyl acetate 17.68
27.98  cis-Piperitol 0.11 1.57
28.16  a-Curcumene 3.63
28.71  Elemene 1.38 2.07
29.06  Neryl acetate 5.15 3.57
30.65 Z-Citral 19.27
32.09 trans-Anethole 0.25 0.05 67.50 0.06
32.31  Dihydrocarveol 1.04
32.62 E-Citral 23.89
33.65  Verbenone 9.24
38.02  Methyleugenol 0.20 2.44
38.91 Thymol 0.12 20.84 1.57 14.99 1.25 0.08 0.33
38.99  Veridiflorol 0.18 3.50
40.03  Carvacrol 61.32 24.17 76.97 8.73 1.94 1.39 0.31 0.80
40.33  Caryophyllene oxide 0.28 6.47 0.62 0.68 0.32 0.10 0.61 0.50
40.55  Spathulenol 0.23 0.22 1.37 0.35
40.55  o-Cadinol
40.81  p-Anisaldehyde 3.91
40.94  Junipene 6.33
41.47  Cedrol 0.11 3.28
52.74  Manool 1.41
Toplam Bilesen Sayist 14 21 22 13 16 26 24 20 17 24 28 22 14
Toplam Bilesen % 99.08 9864 9879 99.83 98.03 9832 9711 9891 9658 99.02 9931 97.17  99.14




Calismada kullanilan ugucu yaglarin ana bilesenleri ve yag igerisinde bulunma
miktarlart daha 6nce ayni bitki tiirleri i¢in belirlenen sonuglarla biiylik oranda benzerlik
gostermis olup, toplam belirlenen kimyasal sayisi ve oranlarinda kismen farkliliklarda
bildirilmistir (Cavanagh ve Wilkinson, 2002; Khan ve Saeed, 2002; Minija ve Thoppil,
2002; Bouzouita ve ark. 2005; Soylu ve ark. 2006).

Her ne kadar oranlar1 farkli olsa da, gerek calismalarimizda gerekse farkli
arastirmacilarin yapmis oldugu calismalarda carvacrol, camphor, 1,8-cineole, thymol,
Lamiaceae familyasina dahil bitkilerin ugucu yaglarinda yiiksek diizeylerde bulundugu
konusunda benzerlik goriilmiistiir. Ulkemizin farkli bolgelerinde yetisen benzer bitkilerle
yapilan ¢aligmalarda Topal ve ark. (2008) Melissa officinalis, Rosmarinus officinalis,
Thymus serpyllum ve Lavandula stoechas bitki ugucu yaglarinin; Tabanca ve ark. (2004),
O. majorana bitki u¢ucu yagimin; Arslan ve Dervis (2010), T. serpyllum, R. officinalis,
Salvia officinalis ve O. majorana bitki ugucu yaglarinin kimyasal bilesenlerinin tiirlere
bagli olarak farklilik gosterdigini, her tiirlin icerdigi ana bilesenleri ve oranlarini
caligmalarimizda belirlenen sonuglara benzer sekilde GC-MS ile belirlemislerdir.

Calismalarimizda kullanilan ugucu yaglarin kimyasal analizlerinden elde edilen
sonuclara benzer sonuglar 6nceden yapilan pek ¢ok ¢alismalarla benzerlik gostermistir.
Yapilan bu ¢alismalarda Thymus serpyllum’un ana bileseninin thymol oldugu (Arslan ve
Dervis, 2010), Origanum majorana’nin ana bileseninin terpinene-4-ol oldugu (Tabanca
ve ark., 2004; Hussain ve ark., 2011), Rosmarinus officinalis’in ana bileseninin eucalyptol
(1,8-cineole) oldugu (Kadri ve ark., 2011; Wang ve ark., 2012), Salvia officinalis’in ana
bileseninin camphor oldugu (Sokovic ve ark., 2010; Khalil and Li, 2011) bildirilmistir.

Ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlarindaki farkliliklarin nedeni olarak,
bitkinin yetistigi iilke, toprak, cografi yapisi, bitki yas1 ve ¢ikarildig: bitki kismina bagh
olarak degisiklik gdsterdigi onceden yapilmis bir¢ok ¢alismada rapor edilmistir.

4.2. Bitki Ugucu Yaglarmm Fungal Etmenin Misel Gelisimi Uzerine in vitro

Antifungal Etkilerinin ve Minimum Inhibe Edici Konsantrasyonlar

Farkli ugucu yaglarin buhar fazinda Neoscytalidium dimidiatum’un misel gelisimini
engellemesi iizerine olan antifungal etkinlik sonuglar1 Cizelge 4.2, Cizelge 4.4 ile Sekil
3.2 ve Sekil 3.3°de verilmistir. Elde edilen minimum engelleme konsantrasyon (MIC)

degerlerine bakildiginda en etkili ugucu yagin, 1.0 ul/petri dozla T.spicata ugucu yaginin
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oldugu, bunu sirastyla 2.0 pl/petri dozla O. syriacum ugucu yagi, 4.0 pl/petri dozla O.
onites ugucu yagi, 4.0 pl/petri dozla F. vulgare ve L. citridora ugucu yaglari, 10.0 pl/petri
dozla T. serpyllus ve S. officinalis ugucu yaglari, 14.0 ul/petri dozla L. intermedia ugucu
yagi, 16.0 ul/petri dozla E. camaldulensis ugucu yagi, 18.0 ul/petri dozla R. officinalis
ucucu yagi ile 26.0 ul/petri dozla O. majorana ugucu yagi izlemistir.

Denemelerde kullanilan L. nobilis ve J. communis ugucu yaglarinin antifungal
etkinlikleri diger yaglara kiyasla daha yiiksek konsantrasyonlarda gézlenmistir (Cizelge
4.2 ve Cizelge 4.4). Elde edilen minimum engelleme konsantrasyon (MIC) degerlerine
bakildiginda L. nobilis yagi 50.0 pl/petri dozunda antifungal etkinlik gosterirken, J.
communis ugucu yagi ise nispeten en yiiksek doz olan 160.0 pl/petri dozunda fungal
etmenin misel gelisimini tamamen durdurmustur.

Yapilan istatistik analiz sonucunda ayn1 yaga ait farkli ugucu yag konsantrasyonlar

arasinda farkin 6nemli oldugu gibi, ayn1 dozda kullanilan farkli ugucu yaglar arasindaki

farkinda istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.4)

Sekil 4.1. Farkli ugucu yaglarin buhar fazinda Neoscytalidium dimidiatum’un misel
gelisimini engellemesi iizerine olan antifungal etkinlikleri. (A) O. onites, (B) F. vulgare,
(C) E. camandulensis, (D) L. nobilis ugucu yaglarin farkli dozlarinin uygulandigi
petrilerde misel gelisiminin (ok) engellenmesi seklinde tespit edilen antifungal
etkinlikler.
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Sekil 4.2. Farkli ugucu yaglarin buhar fazinda Neoscytalidium dimidiatum’un misel
gelisimini engellemesi tizerine olan antifungal etkinlikleri. (A) L.citridora, (B) O.
syriacum, (C) L. nobilis, (D) S.officinalis, (E) L.intermedia, (F) O. majorona ugucu
yaglarinin farkli dozlarinin uygulandig petrilerde misel gelisiminin (ok) engellenmesi
seklinde tespit edilen antifungal etkinlikler.

Denemelerde etkinliginin arastirildigi  fungal hastalik etmeni N. dimiatum
Ulkemizde ilk kez 2016 yilinda Dogu Anadolu bolgelerinde Sanliurfa, Diyarbakir ve
Mardin illerinde yetistiriciligi yapilan domateslerde ortaya ¢ikmak suretiyle bolgede
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tireticileri zor durumda birakmustir. Hastalik, sérvey yapilmis alanlarin %13.9'unda tespit
edilmis olup, sorvey alanlarinda rastlama sikligi %3-75 (ortalama %21.2) arasinda
degismistir. Bolgede yapilan sorvey ¢alismalarinda tarlada yetisen domates bitkilerinde
yaprak yanikligi ve kok ciiriikliigii seklinde hastalik belirtilerine neden olan fungal
etmenin yapilan molekiiler ve morfolojik tanimlama c¢alismalar1 sonucunda
Neoscytalidium dimidiatum (Penz.) Crous & Slippers oldugu bildirilmistir (Tiirkdlmez ve
ark., 2016).

Yapilan literatiir arastirmasinda iilkemizde oldugu kadar hastaligin bildirildigi diger
iilkelerde de s6z konusu etmenin domates miicadelesi iizerine yapilmis ¢alismaya
rastlanilmamigtir. Bildigimiz kadari ile denemelerde kullanilan ugucu yag ve Brassica
(lahanagiller) bitki tiirlerinin ana bileseni olan isothiocyanate (ITC)’larin antifungal
etkinlikleri domateste sorun olan fungal hastalik etmeni Neoscytalidium dimidiatum’un

misel gelisiminin engellenmesi {izerine ilk kez bu ¢aligsma ile belirlenmistir.

4.3. Bitki Ucucu Yaglarimin MIC Degerlerinde Fungal Etmenin Misel Gelisimi

Uzerine Antifungal Ozelliginin Belirlenmesi

Ugucu yaglarin misel gelisimlerini engelleyen MIC degerlerinin antifungal
etkinliginin fungisidal/fungistatik 6zelligi, fungus misellerinin hi¢ gelismedigi
konsantrasyonlarin (MIC) bulundugu petrilerdeki kapaklarin yeni kapaklar ile
degistirildikten sonra yeniden inkiibasyona birakilmasi ile belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, T. spicata spicata, O. onites, O. syriacum, L. citridora, O. majorana, R.
officinalis ve L. intermedia ucgucu yaglarinin ilk dozlarda gostermis oldugu antifungal
etkinliginin MIC etkinliklerinin fungisidal, F. vulgare, T. serpyllus, E. camaldulensis, S.
officinalis, L. nobilis ve J. communis ugucu yaglarinin ilk dozlarda géstermis oldugu MIC
etkinliklerinin ise fungistatik 6zellikte oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.4,
Sekil 3.4).
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Sekil 4.3. Rezene (F.vulgare) ugucu yaginin buhar fazinda Neoscytalidium
dimidiatum’un misel gelisimini tamamen durduran dozlardaki antifungal etkinligi. (A)
Ucgucu yagi 6.0 pl/petri dozda fungisidal (yeniden misel gelisiminin goriilmedigi), (B)

4.0 ul/petri dozda fungistatik (yeniden misel gelismenin gorildigii) etkinlik (0k).

4.4, Bitki Ucucu Yaglarnmn Misel Gelisimini Engelleyen Etkili Konsantrasyon

Degerlerinin Belirlenmesi

Test edilen ugucu yaglarin kullanildig1 farkli konsantrasyonlarindaki antifungal
etkinlik degerlerine gore her birinin fungal misel gelisimini %50 ve %90 oraninda
engelleyen etkili konsantrasyon (ECso ve ECg) degerleri Probit analizi ile tahmin
edilmistir (Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.4). Probit analizler sonucunda belirlenen en diisiik
ECso ve ECgo degerleri O. onites ugucu yagi igin (0.03 ve 0.0520 pl/petri), en yiiksek ECsp
ve ECgo degerleri ise J. communis ugucu yagi igin (53.61 ve 137.84 ul/petri)

belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Farkli ugucu yag konsantrasyonlarmin fungal hastalik etmeni N. dimiatum 'un misel gelisimi (mm) tizerine in vitro kosullarda
olan antifungal etkinligi*

Dozlar Farkh bitki ucucu yaglari iceren petrilerde fungusun misel gelisimi (mm)
(ng/ml petri) Tss Os Oo Lc Fv Tsr So Li Ec Ro Om

0.0 86.00e 90.00e 89.00g 90.00g 85.00g 80.00i 90.00f 90.00h 90.00i 90.00k 90.00k

0.25 14.67dA  90.00eE  12.33fA 66.67f 73.67fC  61.67hB  90.00fE  90.00hE  90.00iE  85.00jD  73.33jC
0.5 10.67cA  79.67dD 10.67eA  50.67eB  62.67eC  50.00gB  90.00fH  85.00hE  90.00iH  85.00jJE  62.33iC
0.8 8.33bA  52.67cE  7.67dA  42.00dD  37.00dC  32.33fB 90.00f1  75.679G  90.00il 85.00jH  58.00hF
1.0 0.00aA  22.67bD  5.33cB 33.33cE  20.33cCD 18.67eC  90.00fH  68.00fF  90.00iH  85.00jG  33.33gE
2.0 0.00aA 0.00aA 4.00bB 14.00bD 9.67bC 15.00dD  85.00eH  59.33eF 85.00hH  81.67iG  30.00fgE
4.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00a 0.00aA 10.67cB  38.67dC  30.67dC  78.33g  67.67hD  30.00fgC
6.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 8.67cB  27.67cD  16.67cC  72.33fF 42.67gE  30.00fgD
8.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 5.33bB  13.00bC 13.33cC  62.33eF 27.67fD  30.00fgE
10.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA  10.00bcB 22.67dC  22.00eC  30.00fgD
12.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA  5.00abB  12.67cC  13.67dD  30.00fgE
14.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 7.00bB 7.67cB  30.00fgC
16.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 3.67bB 29.67fC
18.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA  24.00eB
20.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA  19.67dB
22.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA  12.33cB
240 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA 4.67bB

26.0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a

Tss: Thymbra spicata spicata, Os: Origanum syriacum, Oo: Origanum onites, Lc: Lippia citridora, Fv: Foeniculum vulgare, Tsr: Thymus serpyllus, So: Salvia

officinalis, Li: Lavandula intermedia, Ec: Eucalyptus camaldulensis, Ro: Rosmarinus officinalis, Om: O. Marjorona

* Siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik harfler ile satir i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli biiytik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak Duncan Coklu Kargsilagtirma Testine gore onemli oldugunu gosterir (P<0.05). Koyu renkli engelleme degerleri test edilen dozda
ugucu yagin fungisidal etkinlik gosterdigini belirtir.
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Cizelge 4.4. Farkli ugucu yag konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni N. dimiatum 'un misel gelisiminin % engellenmesi iizerine in vitro
kosullarda olan antifungal etkinligi*

Dozlar Farkh bitki ugucu yaglari iceren petrilerde fungusun misel gelisiminin % engellenmesi

(ng/ml petri) Tss Os Oo Lc Fv Tsr So Li Ec Ro Om

0.0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 82.95 0.00 86.14 25.93 13.33 22.92 0.00 0.00 0.00 5.56 18.52
0.5 87.60 11.48 88.01 43.70 26.27 37.50 0.00 5.56 0.00 5.56 30.74
0.75 90.31 41.48 91.39 53.33 56.47 59.58 0.00 15.93 0.00 5.56 35.56
1.0 100.00 74.81 94.01 62.96 76.08 76.67 0.00 24.44 0.00 5.56 62.96
2.0 100.00 100.00 95,51 84.44 88.63 81.25 5.56 34.07 5.56 9.26 66.67
4.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 86.67 57.04 65.93 12.96 24.81 66.67
6.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 89.17 69.26 81.48 19.63 52.59 66.67
8.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 93.33 85.56 85.19 30.74 69.26 66.67
10.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 88.89 74.81 75.56 66.67
12.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 94.44 85.93 84.81 66.67
14.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 92.22 91.48 66.67
16.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 95.93 67.04
18.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 73.33
20.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 78.15
22.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 86.30
24.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 94.81
26.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00

ECso 0.07 0.79 0.03 0.61 0.67 0.61 4.18 247 7.61 4.55 1.58
ECq 0.53 1.27 0.52 2.61 1.90 451 8.16 9.73 14.58 17.14 64.50

Tss: Thymbra spicata spicata, Os: Origanum syriacum, Oo: Origanum onites, Lc: Lippia citridora, Fv: Foeniculum vulgare, Tsr: Thymus serpyllus, So: Salvia
officinalis, Li: Lavandula intermedia, Ec: Eucalyptus camaldulensis, Ro: Rosmarinus officinalis, Om: O. marjorona

ECso ve ECgo: Probit analiz sonucunda fungusun misel gelisimini %50 ve %90 oraninda engelleyen etkili konsantrasyon (ECso ve ECgg) degerleri

Cizelge 4.5. Farkli ugucu yag konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni N. dimiatum 'un misel gelisimi (mm) {izerine in vitro kosullarda

olan antifungal etkinligi*
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Dozlar Farkh bitki ucucu yaglari iceren petrilerde fungusun misel gelisimi (mm) ve % engellenmesi

(ng/ml petri) Laurus nobilis % Engellenmesi Juniperus communis %Eng
0.0 90.00i 0.00 90.000 0.00
5.0 90.00i 0.00 90.000 0.00
10.0 90.00i 0.00 90.000 0.00
15.0 85.67h 4.81 85.00n 5.56
20.0 75.00g 16.67 80.67m 10.37
25.0 48.00f 46.67 76.67I 14.81
30.0 25.67e 71.48 69.67k 22.59
35.0 15.67d 82.59 64.00j 28.89
40.0 10.33c 88.52 58.33i 35.19
45.0 7.67b 91.48 52.33h 41.85
50.0 0.00a 100.00 45.67g 49.26
60.0 0.00a 100.00 41.33f 54.07
80.0 0.00a 100.00 33.33e 62.96

100.0 0.00a 100.00 22.67d 74.81
120.0 0.00a 100.00 14.33c 84.07
140.0 0.00a 100.00 7.67b 91.48
160.0 0.00a 100.00 0.00a 100.00
180.0 0.00a 100.00 0.00a 100.00
ECso 26.14 53.61

ECgo 40.29 137.84

* Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak Duncan Coklu Karsilagtirma Testine gore
6nemli oldugunu gosterir (P<0.05). Koyu renkli engelleme degerleri test edilen dozda ugucu yagin fungisidal etkinlik gésterdigini belirtir.



4.5.  Farkh Kimyasal Yapidaki ITC Bilesiklerinin Fungal Etmenin Misel Gelisimi

Uzerine in vitro Antifungal Etkileri

Calismanin bir diger 6nemli ana materyallerinden olan farkli ITC bilesiklerinin
buhar fazinda N. dimiatum’un in vitro kosullarda misel gelisimini engellemesi iizerine
olan antifungal etkinlikleri ¢alismalar1 sonucu elde edilen degerler Cizelge 4.5 ve Sekil
4.2 de verilmistir. Elde edilen minimum engelleme konsantrasyon (MIC) degerine
bakildiginda en etkili ITC bileseninin, 10.0 pl/petri dozla methyl isothiocyanate (MITC)
olurken, bunu sirasiyla 14.0 ul/petri dozla 2-propenyl (Allyl) isothiocyanate (AITC), 20.0
ul/petri dozlar ile ethyl isothiocyanate (EITC) ve 24.0 pg/petri dozu ile phenyl ethyl
isothiocyanate (PEITC) bilesiklerinin gdsterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.5). Yapilan
istatistik analiz sonucunda farkli kimyasal yapidaki ITC konsantrasyonlar arasinda farkin
onemli oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.5).

Farkli kimyasal yapilardaki ITC’lerin hastalik etmeninin misel gelisimini
engelleyen MIC degerlerinin antifungal etkinligin fungisidal/fungistatik 6zellikte olup
olmadiginin  arastirildigt  calismada, fungus misellerinin  hi¢  gelismedigi
konsantrasyonlarin (MIC) bulundugu petrilerin kapaklar1 yeni kapaklarla degistirilip
yeniden inkiibasyona birakildiginda, biitin ITC’lerin minimum engelleme
konsantrasyonlardaki antifungal etkinliginin fungisidal 6zellikte oldugu tespit edilmistir.

Probit analiz sonucunda fungal misel gelisimini %50 ve %90 oraninda engelleyen
etkili konsantrasyon (ECso ve ECqo) degerleri, MITC igin 6.34-12.72 ul/petri, AITC igin
6.81-13.68 ul/petri, PEITC i¢in 8.61-19.1 ul/petri olarak hesaplanirken, en yiiksek ECso
ve ECgo degerleri EITC igin 11.32-21.34 pl/petri olarak belirlenmistir (Cizelge 4.5).
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Cizelge 4.6. Farkli kimyasal yapidaki ITC konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeni N. dimiatum 'un misel gelisimi iizerine in vitro
kosullarda olan antifungal etkinligi*

Dozlar ITC ve Misel gelisimi (mm) ITC ve Misel gelisiminin engellenmesi (%)
(ng/ml petri) MITC AITC EITC PEITC MITC AITC EITC PEITC
0.0 90.00f 90.00h 90.00g 90.00j 0.00 0.00 0.00 0.00
2.0 85.33e 85.00g 85.00g 85.00i 5.19 5.56 5.56 5.56
4.0 74.00d 76.67F 85.679 85.00i 17.78 14.81 481 5.56
6.0 52.33c 60.00e 86.00g 71.67h 41.85 33.33 4.44 20.37
8.0 48.67b 40.00d 85.339 55.339 45.93 55.56 5.19 38.52
10.0 0.00a 27.00c 65.00f 34.00f 100.00 70.00 27.78 62.22
12.0 0.00a 10.67b 46.67e 20.67e 100.00 88.15 48.15 77.04
14.0 0.00a 0.00a 33.33d 18.67¢e 100.00 100.00 62.96 79.26
16.0 0.00a 0.00a 17.67c 14.33d 100.00 100.00 80.37 84.07
18.0 0.00a 0.00a 5.67b 10.33c 100.00 100.00 93.70 88.52
20.0 0.00a 0.00a 0.00a 7.33bc 100.00 100.00 100.00 91.85
22.0 0.00a 0.00a 0.00a 6.00b 100.00 100.00 100.00 93.33
24.0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 100.00 100.00 100.00 100.00
26.0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 100.00 100.00 100.00 100.00
ECso 6.34 6.81 11.32 8.61
ECoao 12.72 13.68 21.34 19.10

MITC: methyl ITC; AITC: allyl ITC; EITC: ethyl ITC; PEITC: phenyl ethyl ITC
* Siitun iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kii¢iik harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak Duncan Coklu Karsilagtirma Testine gore

o6nemli oldugunu gosterir (P<0.05). Koyu renkli engelleme degerleri test edilen dozda ITC fungisidal etkinlik gosterdigini belirtir.



Sekil 4.4. Farkli kimyasal yapidaki ITC bilesiklerinin buhar fazinda Neoscytalidium
dimidiatum’un misel gelisimini engellemesi iizerine olan antifungal etkinlikleri. (A)
MITC, (B) AITC, (C) EITC, (D) PEITC farkli dozlarda misel gelisiminin engellenmesi
seklinde gostermis oldugu antifungal etkinlikleri (0k).

Farkli konukgu-patojen iliskilerinde ortaya ¢ikan hastaliklara karsi 6nceden
yapilmis pek ¢ok aragtirmalarinda taksonomik agidan farkl: tibbi ve aromatik bitkilerden
elde edilen ugucu yag ve bu bitkilerin degisik organlarindan hazirlanan ekstraktlarinin
antifungal ve antibakteriyal etkinliklerinin daha ¢ok gram pozitif ve gram negatif
insan/hayvan/gida patojenlerine karsi arastirtlmistir. Yapilan literatiir aragtirmasinda
domates disinda son yillarda oldukg¢a farkli bitki ve agaglarda kurumalara neden olan
fungal hastalik etmeni Neoscytalidium dimidiatum’ a kars1 bitki ugucu yaglarin antifungal
etkinligi konusunda yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmamis olup, soz konusu fungal
etmene kars1 bitki ugucu yaglarin etkinligi ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

Elde edilen sonuglara gore ugucu yaglar arasinda en etkili bitki ugucu yaglarinin T.
spicata, O. onites, O. syriacum, T. serpyllum, L. citridora, S. officinalis, R. officinalis,
Lavandula intermedia gibi Lamiaceae familyasina ait bitki tiirlerine ait oldugu, bu bitkiler
arasinda ozellikle kekik tiirleri kullanildiklar diisiik dozlarda fungal etmene karsi yiiksek
diizeylerde antifungal etkinlik gosterdigi belirlenmistir. Yapilan 6nceki caligmalarda

Lamiaceae familyasina ait Thymus serpyllum (Sokolic-Mihalak ve ark., 2012), okaliptiis,
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Origanum sp., Thymbra spp. (Ghaffar ve ark., 2015; Hossain ve ark., 2016), Foeniculum
vulgare (Mota ve ark., 2015), Origanum spp. (Kocic-Tanackov ve ark., 2012), O. vulgare
subsp. hirtum, O. minutriflorum ve T. spicata (Askun ve ark., 2008) gibi bitki ekstrakt ve
ucucu yaglarin farkli konsantrasyonlarda farkli fungal etmenlere karsi gii¢lii diizeyde
antifungal etkinlik gosterdigi bildirilmistir.

Lamiaceae familyasina giren bitki ugucu yaglarinin igerik olarak phenol tiirevi
bilesiklerce zengin oldugu, bu bilesiklerin bir¢ok mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal
etkinlikten sorumlu bilesenlerin basinda geldigi bildirilmistir (Kordali et al., 2008;
Jovanka et al., 2011; Mamadalieva et al., 2017; Kaya et al., 2018; Kachur and Suntres,
2019). Yapilan GC-MS analizleri sonucunda, ugucu yag ana bilesenlerinden carvacrol, y-
terpinene ve thymol gibi phenol tiirevli bilesiklerin, fungal etmene kars1 yiiksek diizeyde
antifungal etkinlik gosteren kekik tiirlerinden O. syriacum, O. onites, T. serpyllus ve T.
spicata spicata bitkilerinden elde edilen ugucu yaglarinin ana bilesenleri oldugu,
dolayisiyla yiliksek antifungal etkinliklerden bu bilesenlerin sorumlu oldugu
diisiiniilmektedir. S6z konusu bilesenlerin daha dnceden yapilan ¢alismalarda farkli bitki
fungal ve bakteriyel hastaliklara karsi antimikrobiyal etkinlikten sorumlu bilesenler
olduguna dair yapilmis bir¢ok ¢aligma bulunmaktadir.

Adam ve ark. (1998), Origanum vulgare ve Lavandula angustifolia bitki ugucu
yaglarinin ana bilesenleri olan carvacrol, linalool, 1,8—cineol, camphor ve a-terpinene
bilesenlerinin antifungal etkinligini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda carvacrol disinda diger
bilesenlerin tek baslarina kullanildiginda oldukca diisiik oranda antifungal ozellik
gosterdigini bildirmislerdir. Benzer sekilde yiiksek diizeyde etkinlik gdsteren bir diger
ucucu yag olan rezene (F. vulgare) bitki ugucu yaginin ana bilesenlerinden olan trans-
anethole’iin bircok fungal etmene kars1 gosterilmis antifungal etkinlikten sorumlu bilesen
oldugu yapilan 6nceki calismalarda da bildirilmistir. Gerek bitki ugucu yaglar gerekse
bunlarin ana bilesenlerinin bitki fungal ve bakteriyel etmenlerin hiicre ve misellerinin
duvar ve membranlarinda geri doOniisiimsiiz zararlanmalara neden olarak hiicre
organellerine zarar vermek suretiyle antimikrobiyal etkinlik gosterdigi bildirilmistir
(Soylu ve ark., 2007; Soylu ve ark., 2010; Lucas et al., 2012; Yong et al., 2015; Kachur
et al., 2019; da Silva et al., 2019)

Bitki ugucu yaglarda oldugu gibi, ITC’lerin bitki patojeni hastalik etmenlerine kars1

antifungal etkinliginin arastirnlldigi olduk¢a kisith sayida c¢alisma bulunurken,
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Neoscytalidium dimidiatum” a karsi1 ITC’lerin antifungal etkinligi ilk kez bu ¢alisma ile
ortaya konulmustur. Daha 6nce 6zellikle hasatsonu depolanmis {iriinlerde sorun olan
Aspergillus spp. (Hontanaya ve ark., 2015), Penicillium spp. (Tung ve ark., 2007) ve
Fusarium spp. (Nazareth ve ark., 2016) gibi farkli hastaliklara kars1 hardal bitkisinin
onemli bilesenlerinden olan AITC giglii antifungal etkinlikler gdsterdigini
bildirmislerdir. Alifatik bir bilesik olan AITC, kara lahana (Brassica nigra) ve kahverengi
hardal (Brassica juncea) bitki ugucu yaglarimin ana bileseni olup, sitoplazmasinin
igerisinde yer alan thiocyanate (-N=C=S) ve siilfiirden (-SH) dolay1 yiiksek diizeyde
ucuculuga ve giiclii bir antifungal etkinlige sahip oldugu ¢esitli gida ve depolanmis
tiriinlerde sorun olan hastalik etmenlerine karsi Onceden yapilmis c¢alismalarla
bildirilmistir (Nadarajah ve ark., 2005; Shin ve ark., 2010; Kara, 2015; Atay, 2019; Kara
ve Soylu, 2020).

ITC bilesenlerden allyl isothiocyanate’nin (AITC) depolanmis misir danelerinde
Alternaria alternata, Aspergillus parasticus, Fusarium tricinctum, Fusarium
verticillioides ve Gibberela zeae gibi hasatsonu depo hastalik etmenleri tarafindan neden
olunan cliriimelere ve iriin iizerinde toksin olusumu {izerine etkinliginin arastirildigi
calismada kontrol uygulamalarinda mikotoksin olusumunun ortaya ¢iktigini fakat AITC
uygulamalarinda 12 farkli mikotoksinin olusumunun etkili sekilde engellendigini
bildirmislerdir (Tracz ve ark., 2017). Otoni ve ark (2014) tarafindan yapilan bir diger
caligmada, yerfistiginda A. flavus bulasikligi allyl isothiocyanate (AITC) igeren ped
seklinde keselerin yer aldigi saklama kutularinda kontrol uygulamasina gore 10 kat
azalttigini bildirmislerdir. Arastiricilar AITC uygulamasinin {iriin iizerinde hicbir sekilde
olumsuz etkide ve kalinti birakmadigini, bu yiizden AITC’in depolanmis iriinlerde
giivenle ve etkili bir sekilde kullanilabilecek {iriin oldugunu belirlemislerdir. Nitekim
FDA tarafindan AITC kimyasal yap1 bakimmdan “Kanserojenik Olmayan Giivenilir
Kimyasal” siifindan bir bilesik olarak onaylanmistir (Tracz ve ark., 2017). Santos ve
ark. (2010) hermetik kosullarda misir danelerinde toksin olusturan mikroorganizmalara
kars1 300 ul/kg dozunda AITC uygulamasinin misir danelerinde toksin olusumu ve fungal
kontaminasyonun 6nemli diizeyde engellendigini bildirmislerdir.

Troncoso ve ark. (2005) lahana bitkisinden elde ettikleri ekstraktlarin kimyasal
analizleri sonucunda, ekstrakt icerisinde allyl (AITC), benzyl (BITC), 2-phenylethyl
(PEITC) ve phenyl (PITC) isothiocyanate bilesiklerin 1:3.5:5.3:9.6 oraninda bulundugu,
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bu bilesenlerin sentetik saf haldeki bilesiklerinin ayn1 oranda karistirildiklarinda biber
meyvesinde depo patojeni fungal hastalik etmeni A. alternata’ya kars1 0.3 mg/ml dozunda
in vitro antifungal etkinliginin oldukc¢a yiiksek diizeyde oldugu, misel gelisimini %100
engelledigini, paketlenmis biber meyvelerinde A. alternata tarafindan neden olunan
clirimeleri 0.56 mg/ml dozunda ticari fungisite oranla daha basarili bir sekilde
engelledigini, uygulamanin biber meyvelerinin kalitesinde herhangi bir olumsuz

etkinlikte bulunmadigini bildirmistir.

4.6. Bitki Ucucu Yaglarimin Fungus Misel ve Hif Yapilarinda Meydana Getirdigi
Morfolojik Degisikler

Calismada nispeten yiiksek diizeyde antifungal etkinlik gosteren kekik (T. spicata
var. spicata), Suriye kekigi (O. syriacum), limonotu (L. citridora) ve rezene (F. vulgare)
ucucu yaglarin buhar fazinda misel gelisimini tamamen engelledikleri fungisidal MIC
dozlarinda (1.0, 2.0, 4.0 ve 6.0 ul/petri) misel yapilari tizerinde olusturdugu morfolojik
degisiklikler 151k mikroskobu altinda incelenmistir. Yapilan gézlemlerde segilen 3 farkl
ucucu yagin buhar fazinda fungal hif ve sporlari tizerinde kontrol petrilerdeki saglikli hif
gelisimleriyle karsilastirildiginda oldukga siddetli morfolojik bozulmalara neden oldugu
gozlenmistir. Kontrol petrilerinde olduk¢a kalin, pilirtizsiiz hiicre duvarina sahip hifler
dallanarak boyuna uzamaya devam ederken (Sekil 4.5), 2 giin 6n gelismeye birakilmis
misellerin bulundugu petrilere rezene ugucu yagmin fungisidal MIC dozunun (6.0
ul/petri) eklenmesinden 3 giin sonra yapilan gozlemlerde ucucu yag koyulmadan 6nceki
saglikli miseller {izerinde genelde hiflerin biliylime noktalar1 olan u¢ kisimlarinda
bogumlasma, septum aralarinda kisalmalar ve sismeler seklinde ortaya ¢ikan, sonucta
hifin uzamasimni yagm konulmadan Onceki son noktasinda durduran morfolojik
deformasyonlara neden oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.6A-D). Yakin gozlemlerde fungus
hiflerinin sitoplazmasinda kismi koagiilasyon olugumlari da gézlemlenmistir.

T. spicata, O syriacum ve O. onites gibi kekik ve origanum tiirlerin ugucu yaglari
kadar yiiksek antifungal etkinlik gosteren L. citriodora ugucu yagmin fungisidal MIC
dozunun (4 ul/petri) petrilere ilave edildikten 2-3 giin sonra yapilan incelemelerde, fungal
hifler lizerinde kontrol petrilerdeki gelisimlerle karsilastirildiginda oldukca siddetli

morfolojik degisikliklere neden oldugu gozlenmistir. Isik mikroskobu ile yapilan
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gozlemlerde L. citridora ugucu yaginin fungisidal dozuna 2-3 giin siire ile maruz kalmis
N. dimidiatum hiflerinin kontrol petrilerdeki gelisimler (Sekil 4.5) ile karsilastirildiginda,
uygulama gdrmiis petrilerde hiflerde kivrilmalar, sitoplazmalarindaki koaligasyon (Sekil
4.6C) yanu sira, hiflerin en hassas noktasi olan ug kisimlarinda hiicre duvarlarinin erimesi
sonucu sitoplazmik igerigin disariya dogru ¢iktigi daha siddetli morfolojik anormallikler
gozlenmistir.

O. syriacum ugucu yagmin fungisidal MIC dozuna (2.0 pl/petri) maruz kalmig
fungus miselleri lizerinde rezene ugucu yaginda gozlenen belirtilere benzer olarak hiflerin
septumlar1 arasinda kisalma, bogumlasma, sisme, hiflerin kenaralarinda ince ¢ikinti
seklinde olusumlarin goriildiigii yapisal bozulmalar sebebiyle hiflerde biiziismeler oldugu
(Sekil 4.7 A,B) goriilmiistiir. In vitro antifungal etkinligi en yiiksek olarak belirlenen T.
spicata ugucu yaginin fungisidal MIC dozuna (2.0 pl/petri) maruz kalmis fungus miselleri
iizerinde ise L. citridora ugucu yaginda gézlenen morfolojik degisikliklere benzer sekilde
hiflerin septumlar1 arasinda kisalma, bogumlasma, sisme, hiflerin kenaralarinda ince
cikint1 seklinde olusumlarin (Sekil 4.7 C) yanisira hiflerin sitoplazmalarinda
koagiilasyon, hiflerin u¢ kisimlarinda hiicre duvarlarinin erimesi sonucu sitoplazmik
icerigin digartya dogru bosalmasi seklinde karakterize edilmis daha siddetli morfolojik
anormallikler (Sekil 4.7 D) gozlenmistir.

Sekil 4.5. Ugucu yag bulunmayan (kontrol) besi yerleri tizerinde Neoscytalidium
dimidiatum’un tipik saglikli misel geligimi.
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Sekil 4.6. (A-C) PDA besi yeri tizerinde 6n gelismeye birakilan Neoscytalidium
dimidiatum hiflerinin Foeniculum vulgare ugucu yagimin fungisidal konsantrasyonuna
(6.0 ul/petri) maruz birakildiktan 3 giin sonra ortaya ¢ikan bogumlasma ve kiigiik
cikintilar seklinde gozlenen morfolojik degisiklikler (ok). (D-F) Lippia citriodora ugucu
yaginin fungisidal konsantrasyonuna (4.0 pl/petri) maruz birakilmis hiflerde kivrilma,
koagiilasyon, hiflerin ug¢ kisimlarinda goriilen sitoplazmik bosalmalar (ok) seklindeki
siddetli yapisal deformasyonlar.
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Sekil 4.7. (A-D) PDA besi yeri lizerinde 6n gelismeye birakilan Neoscytalidium
dimidiatum hiflerinin O. syriacum ugucu yaginin fungisidal konsantrasyonuna (2.0
ul/petri) maruz birakildiktan 3 giin sonra ortaya ¢ikan bogumlasma ve sitoplazmik

koagiilasyon seklinde gozlenen morfolojik degisiklikler (ok). (E-H) Thymbra spicata
ucucu yagimin fungisidal konsantrasyonuna (1.0 pl/petri) maruz birakilmis hifleri
tizerinde yaptig1 deformasyonlar, bogumlagsma, sitoplazmik koagiilasyon ve hiflerde
sitoplazmik bosalmalar (0k) seklinde gézlenen morfolojik deformasyonlar.
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Isik mikroskobunda elde edilen sonuglara benzer sonuglar farkli bitki ugucu yaglar
ile yapilan calismalarda da gozlenmistir. Taramali elektron mikroskobu ile yaptiklar
gozlemlerinde kekik ugucu yaginin buhar etkisinin P. digitatum hif ve konidi
morfolojisini degisiklige ugrattig1 goriilmiistiir (Aras ve Usai, 2001). Origanum ve rezene
ugucu yaglariin S. sclerotiorum etmeninin gerek hif gerekse sklerot yapisi {izerinde
morfolojik degisiklikleri 151k ve elektron mikroskopu altinda incelemis, sonugta hif
tizerinde hifsel deformasyonlar, sitoplazmik koagiilasyon ve igerigin disar1 ¢ikmasi gibi
benzer belirtilerin oldugunu bildirmislerdir (Soylu ve ark, 2007). Benzer durum
domateslerde sorun olan mildiy6 etmeni P. infestans ile gri kiif hastalik etmeni Botrytis
cinerea miselleri lizerinde yapilan 11k ve taramali elektron mikroskop ¢alismalarinda da
bildirilmistir (Soylu ve ark., 2006; Soylu ve ark., 2010). Perina ve ark. (2015) Thymus
vulgaris ugucu yagi ve ana bileseni thymol’iin Alternaria alternata hiflerinin hiicre duvari
ve mebraninin gecirgenliginde neden oldugu etkinliklerden dolayir ¢aligmalarimizdaki
bulgulara benzer hifler ve konidilerde siddetli organel deformasyonlari, hiflerde erimeler,
sitoplazmik bozulmalara neden oldugunu bildirmistir. Benzer etkinlikler Thymus
eriocalyx ve T. x-porlock tarafindan Aspergillus niger (Rasooli ve ark., 2006), kekik
ucucu yagi tarafindan Geotrichum candida (Liu ve ark., 2009) etmenlerinin miselleri

tizerinde de kayit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Bu calismada, tilkemizde yetistiriciligi yapilan domates bitkilerinde yeni bir
hastalik etmeni olarak bildirilen Neoscytalidium dimidiatum’a kars1 kimyasallara
alternatif ¢cevre dostu miicadele yontemlerinden bitkisel kokenli antimikrobiyal etkinligi
bilinen farkli tibbi-aromatik bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin yanisira, farklh
kimyasal yapidaki isothiocyanate’larin [methyl (MITC), allyl (AITC), ethyl (EITC) ve
phenyl ethyl (PEITC) isothiocyanate] antifungal etkinlikleri in vitro kosullarda
arasgtirtlmistir.  Yapilan literatiir arastirmasi  sonucunda denemede kullanilan
Neoscytalidium dimidiatum etmenine karsi yapilmis herhangi bir antifungal etkinlik
calismasina rastlanilmamistir. Bu baglamda, ¢alisma domates bitkisinden izole edilen
fungal etmenlerine karsi alternatif miicadele olanaklarinin arastirildigi ilk calisma
niteligindedir.

Calismada kullanilan ITC ve bitki ugucu yaglarin tamamu test edilen fungal etmen
Neoscytalidium dimidiatum’un misel gelisimi tizerine ugucu yag ve ITC bilesiklerinin
dozlarin artisina bagli olarak artan oranda antifungal etkinlik gostermistir.

Ugucu yaglar arasinda Lamiaceae famiyasina dahil kekik tiirlerinin (T. spicata,
Origanum spp,) yanisira, L. citridora F. vulgare gibi farkli bitki tiirlerine ait ugucu yaglar
denemede kullanilan defne ve ardi¢ ugucu yaglarina gére daha diisiik dozlarda ve giiclii
diizeyde antifungal etkinlik gOstermis olup, gosterilen etkinligin tespit edilen MIC
degerlerinde fungisidal oldugu belirlenmistir. Her ne kadar ana bilegenlerin antifungal
etkinligi tek baglarina denenmis olmasada, GC-MS analizleri sonucunda yiiksek diizeyde
etkinlik gosteren bitki u¢ucu yaglarinda 6zellikle carvacrol, y-terpinene, thymol, trans-
anethole gibi phenol tiirevli bilesiklerin gosterilen antifungal etkinlikten sorumlu
bilesenler oldugu daha 6nceden teyit edilen ¢alismalarda da bildirilmistir.

Farkli ITC bilesiklerin antifungal etkinlikleri fungal etmenin misel gelisimini
engeleyen MIC (Cizelge 4.4) ve ECso degerleri agisindan degerlendirildiginde fungal
etmenlere karsi en yiiksek antifungal etkinlik, ITC bilesikleri arasinda MITC tarafindan
gosterildigi, bunu sirasiyla AITC, EITC ve PEITC’in takip ettigi belirlenmistir.

Sonug olarak, bitkisel kokenli ugucu yaglar ve ITC bilesiklerin domates bitkisinde
ciddi kurumalara neden olan fungal hastalik etmenine kars1 in vitro antifungal etkinlik
gosterdigi belirlenmistir. Giiglii antifungal etkinlik gdsteren bitkisel kdkenli bilesenlerin

(MITC ile 6zellikle farkli kekik tiirlerinden elde edilen yaglar) ugucu etkinligi goz oniine
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alindiginda bitki ugucu yaglarin ve ITC bilesiklerinin hastalik etmenlerine karsi
pestisitlere alternatif olabilecek c¢evre dostu preparat olarak hastalik yonetiminde
kullanilabilecek miicadele araci olabilecegi degerlendirilmistir. Bitkisel kokenli
bilesiklerin sahip oldugu farkli etki mekanizmalar1 sayesinde antifungal etkinlik
gostermesi, s0z konusu miicadele sekline karsi hastalik etmenlerinin direng
gelistirmesinin oldukga zordur.

Bitki ugucu yaglarin uygulamaya aktarilmasi i¢in bazi g¢alismalarin yapilmasi
gerekmektedir. Bu bitkilerden elde edilecek ugucu yag ve ekstraktlarin dogal dengeye
zarar vermemesi nedeniyle yapilacak preparat c¢alismalart sonucunda gelistirilen
formiilasyonlarin zirai ilaglarin ortamina kullanilabilecegi kuvvetli ihtimaldir. Ozellikle
ucucu yaglarin suda ¢oziiniirligiini saglayip, damla sulama ile bitkilerin kdklerine
verilmesi ile toprak kokenli fungal hastalik etmenlerine karsi miicadelede kullanilabilir.
Benzer sekilde Ozellikle solarizasyon calismalarinda topraga verilmesi ile gerek
fitopatojen bakteriyel fungal etmenlere gerekse nematod ve yabanci ot tohumlari tizerine
olan etkinligi arastirilabilir.

Fungal etmene kars1 giiclii in vitro antifungal etkinlige sahip oldugu belirlenen ITC
bilesiklerin ve ugucu yaglarin teksel ve/veya karisim halinde preparatlart hastalik
etmenine karsi tarla ve sera kosullarindaki etkinliklerinin aragtirilmasi bu konuda yapilan
caligmalarin gelistirilmesi lizerine ve gelistirilen preparatlarin hastaliklarla miicadelede
kullan1lmast sonucunda tarimsal iiretime katkida bulunacagi agik¢a goriilmekte ve dnem
arz etmektedir. Hatay ili ve gevresinde oldugu kadar Ulkemizde antimikrobiyal etkinlige
sahip bitkilerin dogal olarak yetistigi dikkate alinacak olursa, ¢alismalarimiza benzer
konulara yonelik arastirmalarin artmasi muhtemeldir. Artan bilimsel ¢aligmalara paralel
olarak c¢evre halki tarafindan dogadan bilingsizce toplanan bu bitkilerin korunmaya
alinmas1 goz ardi edilmemesi gereken diger Onemli bir konudur. Bu baglamda
antimikrobiyal etkinligi yiiksek olan bu tiirdeki bitkilerin dogrudan dogal ortamalarindan
toplanmasi yerine, bu tiirlerin 6zellikle tarimsal faaliyetlerinin yapilmasina engel yerlerde
(0zellikle daglik, kirag arazilerde) kiiltlir bitkilerine alternatif olarak yetistiriciliginin
tesvik edilmesi, gelecekte bu konu da yapilacak yeni caligmalara temel teskil etmesi

acgisindan énemlidir.
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