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OZET Aragtirma Makalesi
Bu calismada, farkh oranlarda harmanlanmis rezene (Foeniculum
vulgare Mill.) ve defne (Laurus nobilis L.) ucucu yag karisimlarinin Makale Tarihgesi

kimyasal bilesimleri ve P. funerea’ya karsi antifungal etkileri in vitro Gelig Tarthi  :29.03.2021
kogullarda arastirilmigtir. Ugucu yaglarin kimyasal bilesimleri, GC- Kabul Tarihi :06.05.2021
MS analizi kullanarak belirlenmigstir. Ugucu yaglarin buhar fazindaki

farkli konsantrasyonlarin misel gelisimi ve konidi ¢imlenmesinin Anahtar Kelimeler
engellemesi tizerine antifungal etkileri in wvitro kosullarda Ucucu yag karigimi
belirlenmigtir. Ucgucu yag karisimlarimin en etkili oldugu Antifungal etkinlik
konsantrasyonlarda fungus hifi ve konidi morfolojisinde neden oldugu Sinerjik etki

etkileri 151k mikroskobu altinda incelenmigtir. GC-MS ile yapilan Pestalotiopsis funerea

kimyasal analizler sonucunda eucalyptol (%52.88) ve trans-anethole
(%81.55)iin defne ve rezene ucucu yaglarinin ana bilesenleri oldugu
belirlenmigtir. Tek baglarina kullanildiginda rezene ve defne ucgucu
yaglari P. funereamin misel gelisimini 20.0 ve 25.0 pl petri?
konsantrasyonlarinda tamamen engellemistir. Rezene/defne ucucu
yaglarinin harmanlanmasi ile misel geligimi ve konidi ¢gimlenmesinin
engellenmesinde sinerjik antifungal etki gérulmustur. Rezene:defne
ucucu yaglarin 3:1 oraninda harmanlanmasi antifungal etkinligi
onemli diizeyde artirmis olup, nispeten diisiik konsantrasyonda (10 pl
petril) daha yiiksek diizeyde antifungal etkinlik gdstermistir. Isik
mikroskobu ile yapilan gézlemlerde ugucu yag harmanlarinin en etkili
konsantrasyonuna maruz kalan hifler ve konidilerde, sitoplazmik
pihtilagsma, vakuollesme ve protoplazmik icerigin hiicre digina
akintis1  seklinde gerceklesen onemli yapisal deformasyonlari
gozlenmigtir. Sonuglar, sinerjik antifungal etki gosteren rezene ve
defne ugucu yag karigiminin bitki fungal hastalik etmenlerle
miuicadelede etkili bir biyofungisit olarak kullamilabilecegini
gOstermigtir.

Determination of Chemical Composition and Antifungal Activities of Fennel and Laurel Essential Oil
Mixtures Against Pestalotiopsis funereal

ABSTRACT Research Article

In this study, chemical compositions and antifungal activities of

different blended essential oils obtained from fennel (Foeniculum Article History

vulgare Mill.) and laurel (Laurus nobilis L.) were investigated against Received ©29.03.2021
P. funerea in vitro conditions. Chemical compositions of essential oils Accepted - 06.05.2021

were determined using GC-MS analysis. Antifungal volatile phase
effects of different concentrations of essential oils mixtures were
determined on inhibition of mycelial growth and conidial germination
in vitro conditions. The effect of most effective concentrations of
essential oil mixtures on the morphology of fungal hypha and conidia
were also investigated using light microscope. GC-MS analysis of
essential oils revealed that eucalyptol (52.88%) and trans-anethole
(81.55%) were the major components of laurel and fennel essential
oils. Individual use of fennel and laurel essential oils were found to
completely inhibit mycelial growth at 20.0 and 25.0 pl petri?
concentrations, respectively. Dual blending fennel/laurel essential oil
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mixtures showed synergistic antifungal activity on inhibition of
mycelial growth and conidial germination. By blending fennel and
laurel essential oils at proportion of 3:1, antifungal activities were
significantly increased that complete mycelial growth and conidial
inhibition were recorded at relatively lower concentration (10 ul petri
1). Microscopic observations on hyphae, exposed to volatile phase of
the most efficient concentrations of essential oil mixtures, revealed
considerable structural deformations such as cytoplasmic coagulation,
vacuolization and protoplast leakage from fungal hyphae and conidia.
The results showed that blending of fennel and laurel essential oils,
which have synergistic antifungal effects, might be used as an
effective bio fungicide in management of fungal plant disease agents.
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GIRIS Hastaliklarla  kimyasal micadeleye  alternatif

Monteri servi’si olarakta bilinen limoni servi agaci
(Cupressus macrocarpa L..) Cupressaceae (Servigiller)
familyasinda yer alan Kuzey Amerika orijinli,
yapraklar1 limon  kokusuna sahip, Akdeniz
Bolgesin’den Himalaya’lara kadar olan bolgede dogal
olarak yetisen bir orman agacidir. Son yillarda, park
bah¢e diizenlemelerinde kozalakli agac¢ tilrlerinin
onem kazanmasiyla limoni servi agaclarinin sehir
park, bahce, refiij diizenlemelerinin yanisira, yazlik
siteler, tatil  koyleri ve  otellerin  peyzaj
diizenlenmelerinde de kullanimi ciddi diizeyde artis
gostermistir (Salem ve ark., 2018). Kiiltiir bitkilerinde
oldugu gibi orman agaclarinda yaprak, kok, kok bogazi
ve giévdelerde farkh fungal turler tarafindan cesitli
hastaliklar olusturulmaktadir (Gordon ve ark., 2015).
Bu hastaliklardan biride Pestalotiopsis spp.’nin sebep
oldugu yapraklarda ve sturgun uclarinda kurumalara
neden olan fungal hastaliktir (Uysal ve ark., 2021). Soz
konusu hastaliklar, 6zellikle orman fidanlhiklarinda
kozalaklhi agac¢ tlrleri ve servi agaci uretimini
sinirlayan faktorlerin basinda gelir. Pestalotiopsis spp.
arasinda yer alan Pestalotiopsis funerea, konukcusu
oldugu kozalakli agac¢ turlerinde kok curiklagi,
slirglin ya da stirgiin ug yanikligi, geriye dogru 6lim ve
govde kanseri olarak adlandirilan hastaliklara sebep
olmaktadir (Sinclair ve ark., 1993; Bajo ve ark., 2008).
Hastalik etmeninin kompleks yapisinin yanisira,
farkli fungal turler ile etkilesime girmesi nedeniyle
hastaligin goriildiigi iilkelerde hastalikla miicadelede
etkili olabilecek herhangi bir fungisit tavsiyesi
bulunmamaktadir. Orman agaglarinda sorun olan
diger hastalik etmenlerinin miicadelesinde kullanilan
fungisitlerin sinirli etkinligi, kullanilan fungusitlere
karg1 etmenlerin dayanikli izolatlarinin geligimi,
fungisitlerin hedef dis1 yararli mikroorganizmalara
olan yan etkileri bu tiir hastaliklarla kimyasal
micadeleye alternatif yontemlerin arastirilmasi
gerekliligini ortaya koymaktadir (Staub, 1991).
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yontemlerden biride antifungal etkinlik gésteren bitki
ekstrakt ve ucucu yaglarinin kullamilmasidir (Bakkali
ve ark., 2008; Nazzaro ve ark., 2017). Giiniimiizde bu
konuda yapilan calismalar daha ¢ok ugucu yaglarin
kimyasal bilesenleri ve antimikrobiyal etkinliklerinin
arastirilmasi1 lzerine kurgulanmigtir. Farkh tiirlere
ait ucucu yaglarin antimikrobiyal etkinlikleri farklilik
gosterebilir. Bazi1 bitkilerden elde edilen ugucu yag
verimleri (birim miktardaki bitki materyalinden elde
edilen ucucu yag miktar)) yiiksek olmasina ragmen
ucucu yaglarin antimikrobiyal etkinlikleri dusik
olabilirken, bazi bitkilerin ucgucu yaglarinin yuksek
antimikrobiyal etkinliklerine kiyasla wucucu yag
verimleri  olduk¢a dusiik olabilir. Lauraceae
familyasina dahil olan defne (Laurus nobilis L.) her
daim yesil kalan, yaprak ve meyveleri ila¢ ve
parfimeri sanayisinde yogun olarak kullanilan bir
agac tiird olup (Chahal ve ark., 2017), iilke genelinde
ozellikle Akdeniz, Ege ve Karadeniz sahil kesimlerinde
yogun sekilde yetismektedir (Demir ve ark., 2004).
Rezene (Foeniculum vulgare Mill.) Umbellifera
famiyasina dahil tibbi, aromatik ve mutfaklarda
baharat olarak yogun sekilde kullanilan bitkidir.
Yakin zamanda yapilmis olan ¢alismada, rezene ve
defne ugucu yaglarnmin  kimyasal bilesenleri
belirlenmig olup, ugucu yaglarin hastalik etmeni P.
funereaZnmin misel gelisiminin engellenmesi lzerine
olan etkinlikleri arasinda 6nemli farkhiligin oldugu
ortaya konulmustur (Kara ve ark., 2020). Ugucu yaglar
veya ana Dbilegsenleri tek basina kullanmildig
durumlarda test edildikleri mikroorganizmalara karsi
disik antimikrobiyal etkinlik gosterirken, baska
ucucu yaglar veya bilesenler ile karigim seklinde
kullanildiklarinda etkinliklerinde biiyiikk oranda
farklilik  goriilebilir.  Antimikrobiyal etkinlikte
gézlenen bu degisim genellikle etkinligi diisiik olan
bilesen(ler)in baska bir bilesen(ler)le birlikte sinerjik
etkilesime girmesinden kaynaklandigi bilinir. Yapilan
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literatiir arastirmasinda ugucu yaglarin karigsim
halinde kullanilmasi durumunda antimikrobiyal
etkinliklerinde olas1 degisimlerin belirlenmesi izerine
olduk¢ca kisith sayida c¢alismanin  bulundugu
gorilmistir. Ugucu yaglarin karigstirnlmalariyla elde
edilen bilegiklerin sinerjik etkilegsimleri sonucunda
hastalik etmenlerinin fungisitlere kargi olan direncin
onlendigi, maliyet ve/veya toksik yan etkilerinin
azaldigi, farkli mikrobiyal tiirlere karg: antifungal etki
ve etki spektrumlarimin arttigi, yapilan sinirh
sayidaki calismalarla bildirilmistir (Nazzaro ve ark.,
2013; Turkmen, 2015, Swamy ve ark., 2016;
Hongratanaworakit ve ark., 2017). Rezene ve defne
ucucu yaglarinin birgok bitki fungal ve bakteriyel
hastalik etmenlerine karsi antimikrobiyal etkinligi
onceden yapilmig olan ¢alismalarda bildirilmis olup,
bitkilerden karisim geklinde elde edilmis ugucu
yaglarin limoni servi agacinda sorun hastalik etmeni

P.  funereaya  kargi  antifungal etkinliginin
belirlenmesine yonelik yapilmig calisma
bulunmamaktadir.

Bu calismada, defne (L. nobilis) ve rezene (F. vulgare)
bitkilerinden farkli yontemler kullanilmak suretiyle
elde edilen ugucu yag karigimlarinin kimyasal
bilegsenleri belirlenmis ve in vitro kogullarda limoni
servi surgun u¢ yamklik hastaligt etmeni P
funereanin misel gelisimi ve konidi ¢imlenmesi
uzerine olan antifungal etkinligi arastirilmigtir. Ugucu
yaglarin fungal etmenin konidi ve misellerinde sebep
oldugu morfolojik ve sitoyapisal degisiklikler ayrica
151k mikroskobu altinda arastirilmigtir.

MATERYAL ve METOD
Ucucu Yaglarin Elde Edilmesi

Calismalarda kullanilan rezene tohumlar1 Antakya
ilgesindeki aktarlardan satin alinmis olup, defne
yapraklar1 Samandag ilgesinde (36°07°56"N 35°56'48E)
dogal olarak yetigsen bitkilerden 2019 yili Haziran
ayinda toplanmigstir. Her iki bitki materyali oda
sicakliginda kurutulduktan sonra 200 gr tartilarak
500 ml damitilmis su (¢éziici) iceren cam balonlar
icerisine ayri ayri konulmus ve yaklagik 3-4 saat
kaynatilarak Neo-Clevenger aparat1 sistemin yan
kolunda ugucu yagin toplanmasi saglanmagtir
(Tirkmen ve Mert, 2020). Elde edilen ucucu yag koyu
renkli (amber) cam siselere konularak; GC-MS
analizine kadar buzdolabinda (+4 °C) muhafaza
edilmigtir.

Ucucu Yag Karisimlarinin Hazirlanmasi

Su buhari distilasyon yonteminin kullanildigi ugucu
yag karisimlarinda elde edilmesinde iki farkli yontem
uygulanmigtar. Ik yontemde (Mix-1), rezene tohumlari
ve defne yapraklar1 tartilarak sirasiyla % 75:25, %
50:50 ve % 25:75 oranlarinda karigtirillmis ve cam
balon igerisinde birlikte kaynatilarak ugucu yaglar
cikarlmigtir. Tkinci yéntemde (Mix-2), ayr1 ayri elde
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edilen rezene ve defne ugucu yaglar1 sirasiyla % 75:25,
% 50:50 ve % 25:75 oranlarinda Eppendorf tiipler
icinde dogrudan karigtirnlmak suretiyle ayri ayri
hazirlanmigtir.

Ucucu Yag ve Karigimlarinin Kimyasal Bilegenlerinin
Belirlenmesi

Ucgucu yaglar Gaz Kromatografisi-Kiitle
Spektrometresinde (Thermo Scientific Focus) otomatik
ornekleyici (TR-5MS, 5% phenyl-
polisilfenilenesiloxan, 60 m x 0.25 mm i¢ ¢api, film
kalinlig1 0.25) kullanilarak analiz edilmistir. Tasiyic
gaz olarak 1 ml./dakika akis hizina sahip Helyum
(99.9%) kullanilmis; iyonlasma enerjisi 70 eV ve kiitle
aralign m/z 50-650 amu olarak belirlenmistir. Kiitle
spektrometresinin transfer hatt1 ve enjeksiyon blogu
girig sicakligr 220 °C olarak belirlenmis ve 6rneklerin
enjeksiyonu 250 split oram ile gercgeklestirilmigtir.
Orneklerin enjeksiyon hacmi 1 pL’dir. Firin sicaklig: 3
°C dak.? artigla 50 °C’den 220 °C’ye kadar artacak
sekilde programlanmigtir. Her bir bilesenin
olusturdugu spektrumlar, GC-MSte Wiley 9
kiitiphanesi ile eglestirilmeleri sonucu tanimlanmigtir
(Adam, 2007). Veriler Xcalibur yazilimi kullanilarak
iglenmigtir.

Fungal Hastalik Etmeninin Izolasyonu

Fungal hastalik etmeni P. funerea, Hatay orman
fidaliklarinda yetisen enfekteli C. macrocarpa
fidanlarinin govdelerinden izole edilmigtir.
Kurumalarin gozlendigi dallarda saghkli/hastalikl
noktalardan alinan siirglin dokular1 éncelikle sodyum
hipoklorit (NaOCl) ile 2 dakika siireyle yiizey
dezenfeksiyon iglemine tabi tutulmustur. Dezenfekte
edilen bu doku pargalar, steril saf suda birka¢ dakika
durulandiktan sonra steril kurutma kagitlarinda
kurumaya birakilmigtir. Dezenfekte edilen bitki
dokular1, streptomisin siilfat (100 mg mL7) iceren
Patates Dekstroz Agar (PDA) iceren petri kaplarina
aktarilmig, daha sonra 25 °C’de 5 giin siireyle inkiibe
edilerek gelisen kolonilerden PDA’ya saflagtirma
igslemleri yapilmigtir. Tir teghisi, koloni ve sporlarinin
morfolojik &zelliklerine goére yapilmistir (Mordue,
1976). Denemelerde tek spordan gelistirimis fungus
izolat1 kullanmilmagtir.

Ucucu Yaglarin P. funereamn Misel Gelisimi ve
Konidi Cimlenmesi Uzerine Antifungal Etkisi

Defne ve rezene ucgucu yag karigimlarimin P
funereaZmin misel gelisimi iizerine buhar fazinda
antifungal etkileri in vitro kogullarda arastirilmigtir
(Soylu ve ark., 2010). Etmeninin tek spor kiiltiiri, 3—5
giin boyunca 25°C’de Potato Dextrose Agar (PDA)
ortaminda geligtirilmigtir. PDA besi ortamlari, steril
90 mm’lik cam petri kaplarmma (20 ml petril)
dokiulmusgtir. Ugucu yag karisgimlarinin farkl
konsantrasyonlar1 (0.0, 5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0 pl
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petri') her bir petri kapaginin ic kismina mikropipet
yardimiyla konulmustur. Hastalik etmeninin 5 giinluk
kiiltiirtinden diskler (6 mm) alinarak PDA besi yeri
iceren her bir petri kapinin ortasina yerlestirilmigtir.
Kontrol olarak ugucu yag uygulanmayan PDA igeren
petri kaplar: kullanilmigtir.

Ucucu yag ve karigimlarin fungal konidilerin
c¢imlenmeleri Uzerine olan etkinligi benzer sekilde
yapilmigstir. PDA besi ortamlari tzerine fungusun
steril  distile su icerinde 104 konidi ml!
konsantrasyonunda hazirlanmisg spor
stspansiyonlarindan 100 pl alinarak PDA besi yeri
uzerine steril cam baget ile yayilmistir. Ugucu yag
karisimlarinin farkl konsantrasyonlar: (0.0, 5.0, 10.0,
15.0, 20.0, 25.0 pl petri) her bir petri kapagimnin ic
kismina mikropipet yardimiyla konulmustur. Kontrol
olarak ucgucu yag uygulanmayan PDA iceren petri
kaplari kullanilmagtir.

Gerek misel gelisimi gerekse konidi ¢imlenmesinin
engellenmesi uzerine olan etkinlik c¢alismalarinda
uygulama yapilan petri kaplarinin etrafi parafilm ile
sarilarak inkiibatorde 25°C’de inkiibe edilmigtir. Her
bir ugucu yag ve karisgimlarin farkl
konsantrasyonlarinin bulundugu petrilerde misel
gelisimi gunlik takip edilmis, misel gelisim c¢aplar:
Olcilmiis ve kontrol uygulamasina gore misel
gelisiminin  engellenme oram1 MGI (%)=((MGc-
MGt)/MGe)x100 formiiliiyle belirlenmistir. Ucucu yag
ve karigimlarinin misel geligsimi tizerine olan etkinligi
uygulamadan 4-5 giin sonra, konidi c¢imlenmeleri
uzerine olan etkinlikleri uygulamadan 24 saat sonra
yapilan gozlemlerle degerlendirilmistir. Her
uygulamada 100 adet konidi, ¢im borucugu olusturup
olusturmamas: yoniinden degerlendirilmistir. Konidi
boyu kadar ¢im borucugu olusturan konidilerin
¢imlendigi kabul edilmigtir.

Ugucu Yag Kangimlarinin Misel ve Konidi
Morfolojileri Uzerine Etkisi
Ucucu yag karigimlariin en etkili

konsantrasyonlarinin hif morfolojisi tizerindeki etkisi
de 151k mikroskobu kullanilarak belirlenmistir (Soylu
ve ark., 2010; Kara ve ark., 2020). Taze kiiltiirden
alinan misel diskleri PDA besi yerine yerlegtirildikten
sonra herhangi bir yag karisitm uygulamasi
yapilmaksizin 2-3 giin 6n gelisime birakilmis ve
misellerin 20-30 mm c¢apinda gelisimi saglanmagtir.
Benzer sekilde inkiibasyondan 24 saat sonra ¢gimlenen
konidilerin yer aldigi petrilerle, 2-3 giin 6n gelisime
birakilmig misellerin yer aldigi1 petrilere, in wvitro
etkinlik caligmalarinda fungus gelismini tamamen

engelleyen ucucu yag karisimlarina ait
konsantrasyonlar = mikropipet yardimiyla petri
kapaklarina konulmus ve kapaklar parafilm ile

sarildiktan sonra tekrar 2 giin 25°C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkibasyon sonunda PDA besi yerleri
tuzerinde daha oOnceden gelismis olan misel ve
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cimlenmis konidiler uzerindeki morfolojik
degisiklikler Nomarski/DIC atagmanl 151k

mikrsokobu (Olympus BX-51, Tokyo, Japonya) altinda
degerlendirilmigtir.

Istatistik Analiz

In vitro kogullarda yapilan antifungal etkinlik
calismalarinda, her bir ugucu yag ve Kkarisim
konsantrasyonunun antifungal etkinlikleri tg¢ farklh
petride ol¢uilmustir. Denemeler 2 farkli zamanda
tekrar edilmistir. Antifungal etkinliginin belirlendigi
petrilerdeki misel gelisim ¢aplar1 ve ¢imlenen konidi
sayillari % engellenme oranlarina cevrilmeden SPSS
istatistik programi (Versiyon 17.0, SPSS Inc., Chicago,
IL, USA) kullanilarak tek yénli ANOVA ile varyans
analizi yapilmis ve uygulamalar ve konsantrasyonlar
arasindaki farklilik Duncan Coklu Karsilastirma Testi
ile karsilastirilmistir (P<0.05). Ugucu yaglarin farklh
konsantrasyonlarda misel gelisimini ve konidi
¢imlenmesini %50 diizeyinde engelleyen etkili
konsantrasyonlar1 (ECs0) SPSS istatistik programi
(Versiyon 17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimi
ile Probit analizi yapilarak belirlenmigtir.

BULGULAR ve TARTISMA

Ucucu Yag ve Karigimlarimin Kimyasal Bilegenlerinin
Belirlenmesi

Defne yapraklarindan ve rezene tohumlarindan elde
edilen ucucu yaglar1 ile bu bitkilerden elde edilen
ucucu yag karisimlarinin (Mix-1 ve Mix-2) kimyasal
bilegsenleri GC-MS ile belirlenmig, elde edilen sonuglar
Cizelge 1 ve Cizelge 2'de gosterilmistir. Defne yaprag:
ucucu yaginda toplam 41 bilesen belirlenmis olup, en
yiiksek oranda bulunan ana (temel) bilesenlerin
sirasiyla ayni zamanda 1,8 cineole olarakta bilinen
eucalyptol (%52.88), a-terpinyl acetate (%11.77) ve
sabinene (%8.05) oldugu belirlenmistir. Rezene ucucu
yvaginda toplam 14 farklh kimyasal bilesen belirlenmig
olup, en yuksek oranda tespit edilen ana bilesenler
sirasiyla transanethole (%81.55), estragole (%4.75) ve
limonene (%5.88) olarak belirlenmistir (Sekil 1).
Calismada kullanilan defne ve rezene wugucu
yaglarinda belirlenen ana bilesenler daha o6nceden
yapilmis bir ¢ok farkl ¢alismalarda da bildirilmigtir.
Elkiran ve ark. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada
defne tohum ve yapraklarindan elde edilen ugucu yag
iceriginin ana bilegenlerinin eucalyptol ve a-terpinyl
acetate oldugu bildirilmistir. Benzer ana bilegenlerin
Tirkiyenin farklh bélgelerinde yetisen defne ugucu
yaginda bulunduguna dair yapilmis bir¢ok calisma
bulunmaktadir (Ozcan ve Chalchat, 2005; Soylu ve
ark., 2006; Tirkmen, 2015; Yilmaz ve Deniz, 2017;
Taban ve ark., 2018; Kara ve ark., 2020). Onceden
yapilmis olan ¢aligmalarla bu calismada elde edilen
sonuglar kargilastirildiginda, bilesenlerin oranlarinda
kicik degisiklikler goériillmekle birlikte biiyiik oranda
benzerligin oldugu gorilmiistir. Diger ana bilesen
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Cizelge 1. Mix-1 karisumlarina ait ucucu yaglarda belirlenen kimyasal bilesenlerin oranlar: (%)
Table 1. Chemical compounds (%) determined in Mix-1 essential oil mixtures

Ucucu Yag Mix-1
. Rezene* Defne* R75D25 Rs0Ds0 RasDrs

RT Bilegenler % % % % %
3.87 a-Pinene 0.53 5.32 2.22 3.30 4.10
4.64 Camphene - 0.22 0.10 0.14 0.18
5.49 B-Pinene 0.16 3.65 1.40 2.28 3.05
5.8 Sabinene 0.20 8.05 3.63 5.54 7.98
6.91 B-Myrcene - 0.67 0.30 0.49 -
7.33 a-Terpinene - 0.35 0.14 0.32 0.29
7.59 1.8-Epoxy-p-menth-2-ene - 0.29 0.06 0.10 0.12
7.88 Limonene 5.88 1.33 3.26 2.45 2.39
8.08 Eucalyptol 0.30 52.88 15.25 34.15 42.33
9.35 y-Terpinene 0.09 0.31 0.27 0.54 0.49
9.59 cis-Ocimene 0.26 0.09 0.11 - -
10.21  o-Cymene 0.26 1.99 0.46 0.67 0.80
10.58  a-Terpinolene - 0.14 - - 0.23
14.65  Fenchone 1.53 - 0.84 0.46 0.26
17.26 trans Sabinene hydrate - 0.28 0.24 0.31 0.58
20.45  cis-Sabinene hydrate - 0.19 0.18 0.20 0.40
20.6 Linalool - 0.79 0.52 0.75 1.34
21.03  Terpineol - 0.15 0.08 0.09 0.13
21.15 Pinocarvone - 0.12 0.06 0.06 -
21.62  Endobornyl acetate - 0.15 0.07 0.09 0.14
21.99  B-Elemene - 0.58 0.15 0.19 0.28
22.12 trans-Caryophyllene - 0.92 0.07 0.10 0.17
22.54  Terpinen-4-ol 0.05 2.83 0.68 1.71 1.46
23.43  Myrtenal - 0.20 - - -
23.55  Verbenol - 0.28 0.19 0.20 0.36
24.31  B-Fenchyl alcohol - 0.55 0.21 - 0.37
24.46 trans-Pinocarveol - 0.20 0.06 0.09 0.10
25.23  Estragole 4.75 - 2.87 1.80 -
26.03  a-Terpinyl acetate - 11.77 4.38 6.95 9.44
26.3 Germacrene -D - 0.29 - - -
26.64  B-Chamigrene - 0.15
26.85  a-Selinene - 0.11 - -
27.22  y-Elemene - 0.38 0.07 0.09 -
27.38  Carvone 0.94 - 0.59 0.37 0.17
27.5 Limonene oxide - 0.14 - 0.08 0.17
28.22 Germacrene A - 0.56 - - -
28.84  a-Humulene - 0.23 -
29.51  Myrtenol - 0.13 - - 0.08
30.9 trans-Anethole 81.55 - 59.32 34.42 18.36
35.72  Caryophyllene oxide - 0.28 0.09 0.11 0.18
37.24 Methyleugenol - 0.71 0.46 0.54 1.22
37.51  P-Anisaldehyde 1.76 - 0.26 0.55 -
40.4 Spathulenol - 0.13 0.08 0.15 0.20
41.49  Cinnamyl Acetate - 0.08 0.1 - 0.21
41.99  Eugenol - 0.32 0.23 0.28 -
43.56  B-Eudesmol - 0.13 0.13 0.11 0.15

Toplam bilesen sayis1 14 41 37 35 33

Toplam bilesen % 98.26 97.94 99.13 99.68 97.73

RT: alikonma zamamni (dak.), *: Kara ve ark., (2020)
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Cizelge 2. Mix-2 karisumlarina ait ucucu yaglarda belirlenen kimyasal bilesenler (%)
Table 2. Chemical compounds (%) determined in Mix-2 essential oil mixtures

Ugucu Yag Mix-2
. Rezene*  Defne* R7:D2s Rs0Ds0 RasDs

RT Bilegenler % % % % %
3.87 a-Pinene 0.53 5.32 1.49 2.10 4.22
4.64 Camphene - 0.22 0.10 - 0.16
5.49 B-Pinene 0.16 3.65 1.02 1.59 2.64
5.8 Sabinene 0.20 8.05 1.82 3.15 4.15
6.91 B-Myrcene - 0.67 - 0.32 0.52
7.33 a-Terpinene - 0.35 0.11 0.13 0.25
7.59 1.8-Epoxy-p-menth-2-ene - 0.29 0.10 - -
7.88 Limonene 5.88 1.33 4.97 3.27 2.72
8.08 Eucalyptol 0.30 52.88 11.58 25.23 38.50
9.35 y-Terpinene 0.09 0.31 0.22 0.26 0.41
9.59 cis-Ocimene 0.26 0.09 0.22 0.14 -
10.21  o-Cymene 0.26 1.99 0.63 1.03 1.52
10.58  a-Terpinolene - 0.14 - - -
14.65  Fenchone 1.53 - 1.19 0.87 0.45
17.26  trans Sabinene hydrate - 0.28 0.08 0.10 0.20
20.45  ci1s-Sabinene hydrate - 0.19 - - -
20.6 Linalool - 0.79 0.19 0.37 0.58
21.03  Terpineol - 0.15 0.60 - 0.08
21.15  Pinocarvone - 0.12 - - -
21.62  Endobornyl acetate - 0.15 - - -
21.99  B-Elemene - 0.58 0.16 0.25 0.41
22.12  trans Caryophyllene - 0.92 0.18 0.42 0.64
22.54  Terpinen-4-ol 0.05 2.83 - 1.23 1.66
23.43  Myrtenal - 0.20 0.07 - -
23.55  Verbenol - 0.28 0.11 0.14 0.19
24.31  B-Fenchyl alcohol - 0.55 0.14 0.25 0.41
24.46  trans Pinocarveol - 0.20 0.07 0.08 0.18
25.23 Estragole 4.75 - 2.80 2.08 1.57
26.03  a-Terpineneyl acetate - 11.77 2.43 6.57 9.24
26.3 Germacrene -D - 0.29 0.08 0.17 0.22
26.64  B-Chamigrene - 0.15 0.06 - -
26.85  a-Selinene - 0.11 - - -
27.22  y-Elemene - 0.38 - 0.16 0.23
27.38  Carvone 0.94 - 0.73 0.51 0.25
27.5 Limonene oxide - 0.14 - - -
28.22  Germacrene A - 0.56 - - -
28.84  a-Humulene - 0.23 0.07 0.12 0.17
29.51  Myrtenol - 0.13 - - -
30.9 trans-Anethole 81.55 - 66.86 47.80 26.56
35.72  Caryophyllene oxide - 0.28 - 0.13 0.19
37.24  Methyleugenol - 0.71 0.16 0.34 0.50
37.561  P-Anisaldehyde 1.76 - 1.38 0.97 0.50
40.4 Spathulenol - 0.13 - - -
41.49  Cinnamyl Acetate - 0.08 - - -
41.99  Eugenol - 0.32 - - 0.23
43.56  B-Eudesmol - 0.13 - - -

Toplam bilegen sayis1 14 41 30 29 31

Toplam bilegsen % 98.26 97.94 99.62 99.78 99.55

RT: alikonma zamamn (dak.), *: Kara ve ark., (2020)
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Sekil 1. Defne ve rezene bitki ucucu yaglarinda tespit edilen temel bilesenler (%)
Figure 1. Major compounds (%) determined in fennel and laurel essential oils

olan trans-anethole’iin rezene, yildiz anason ve anason
gibi tibbi, baharat ve aromatik bitkilerin ana bileseni
oldugu 6nceden yapilmis calismalarda da bildirilmistir
(Mimica-Dukic ve ark., 2003; Soylu ve ark., 2006;
Acimovic ve ark., 2015; Ahmed ve ark., 2019; Wodnicka
ve ark., 2019; Kara ve ark., 2020). Calismada elde
edilen ugucu yaglar i¢inde yer alan kimyasal bilesenler
ve % oranlarinda tespit edilen farkliliklarin, ug¢ucu
yagin ¢ikartildigi bitkilerin genetik 6zelliklerinin yani
sira, bu bitkilerin yetistigi bolge ve iklim kosullari,
ekstraksiyon yontemleri ve bitki materyallerinin
toplandig1 zaman ile bitkinin fenolojik déneminin
énemli diizeyde rol oynadig1 bildirilmistir (Woolf, 1999;
Tirkmen ve ark., 2021).
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Aymi cam balon igerisinde farkli oranlarda (%)
karigtirilip birlikte kaynatilmak suretiyle elde edilen
rezene (R) ve defne (D) ucucu yag (R75:Dss, Rso:Dso,
R25'D7s) karisimlardaki (Mix-1) kimyasal bilesenler
benzer gsekilde GC-MS’te belirlenmis olup elde edilen
sonuglar Cizelge 1’de gésterilmistir. Yapilan GC-MS
analiz sonucunda Mix-1 karigimlar: icerisinde toplam
33-37 farklh kimyasal bilesen belirlenmigtir. Farkl
oranda hazirlanan (R75:Dss, Rs0:Dso, Res:D7s ) Mix-1
karigimlar: igerisinde rezene ve defne ugucu yaglarin
ana bilesenlerinden olan  fransanethole ve
eucalyptolun % bulunus oranlari; R75:D2s igin
%59.32:15.25, Rs0:'Dso icin %34.42:34.15, Res:D7s i¢in
%18.36:42.33 olarak tespit edilmistir (Cizelge 1, Sekil
2).

% trans-Anethole

& Eucalyptol

Mix1-R25D75

Sekil 2. Mix-1 ugucu yag karigiminda belirlenen ana bilegenler
Figure 2. Major compounds determined in Mix-1 essential oil mixtures

Ucucu yaglarin ayr1 ayri ¢ikartilarak, farkl oranlarda
(R75:D2s, Rs0:Dso, Re5:D7s) karistirilmasiyla elde edilen
karisimlarinin (Mix-2) GC-MS ile analizi sonucu
belirlenen bilegenleri Cizelge 2’de verilmigtir. Yapilan
GC-MS analiz sonucunda Mix-2 karigimlar: igerisinde
toplam 29-31 farkli kimyasal bilegen belirlenmistir.

119

Farkli oranda hazirlanan (R75:Dss, Rs0:Dso, Res:Drs)
Mix-2 karigimlar: igerisinde rezene ve defne ugucu
yaglarin ana bilesenlerinden olan trans-anethole ve
eucalyptolun % bulunus oranlari; R7s:Dss  igin
%66.86:11.58, Rs0:Dso igin %47.80:25.23, Res5:D7s icin
%26.56:38.50 olarak tespit edilmistir (Cizelge 2, Sekil
3).
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Sekil 3. Mix-2 u¢ucu yag karigiminda belirlenen ana bilesenler
Figure 3. Major compounds determined in Mix-2 essential o1l mixtures

Farkli yontemlerle hazirlanan karisimlar igerisinde
tespit edilen kimyasal bilesenler ve bulunus oranlari
birlikte degerlendirildiginde, Mix-1 karisiminda
bulunan bilesen sayisinin Mix-2 karisimina kiyasla
daha fazla oldugu belirlenmistir. Birlikte kaynatilarak
elde edilen Mix-1 karigim yaginda rezene ugucu
yaginin ana bilegeni olan trans-anethole %18.36-59.32
oranlar1 arasinda bulunurken, elle karistirilarak elde
edilen Mix-2 karisim yaginda transanethole’un
%26.56-66.86 arasinda degisen nispeten daha yiksek
oranlarda oldugu tespit edilmistir. Defne yaginin ana
bileseni olan eucalyptol’un Mix-1 deki bulunus oram
%15.25-42.33 oraninda degisirken, Mix-2 karisiminda
eucalyptol'un bulunus orami %11.58-38.50 arasinda
degismistir. Mix-2 yaginda trans-anethole orani Mix-1
yagina kiyasla daha yiksek duzeyde bulunurken,
eucalyptol oran1 Mix-1 karisitminda Mix-2 karisimina
kiyasla biraz daha ylksek oranda tespit edilmigtir.
Karigimlar igerisinde bulunan bilegenlerin say1 ve
oranlarinda tespit edilen farklihklarin karigim
esnasinda kimyasallar arasinda ortaya c¢ikan
reaksiyonlarin yani sira, oldukca dugsik oranlarda
(<%0.6) bulunan bazi minér bilesenlerin karigim
oranlarindaki miktarlarinda olan azalmalar
sonucunda GC-MS yontemi ile belirlenebilme sinirlar
altinda kalabildigi dugtiintilmektedir.

Ugucu Yag ve Karigimlarin P. funereamin Misel Gelisi
ve Konidi Cimlenmesi Uzerine Antifungal Etkisi

Ucucu yaglarin teksel ve karigimlarinin farklh
konsantrasyonlarimin buhar fazinda fungal hastalik
etmeni P. funereanin misel gelisimi tUzerine olan
antifungal etkinligi in vitro kogullarda belirlenmig
olup elde edilen sonuglar Sekil 4, Cizelge 3 ve 4’te
verilmigtir. P. funereaya karsi rezene ve defne
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yaglarinin tek baslarina kullanildiklarinda miselyal
gelisimini tamamen engelleyen konsantrasyonlar
sirasiyla 20 ve 25 ul petri! olarak belirlenmigtir. Elde
edilen sonu¢ daha 6nceden yapilmig ¢alisma sonucuna
paralellik gostermistir (Kara ve ark., 2020).

Iki farkll gekilde elde edilen ucgucu yag karigimlari,
kullanilan karigimin icerindeki trans
anethole:eucalyptol oranlari ve konsantrasyonlarina
bagli olarak miselyal gelisimini degisen oranlarda
engellemigtir. Rezene yag tek basina kullanildiginda
fungal etmenin misel gelisimini 20 pl petri?
konsantrasyonda tamamen engellerken, kaynatilarak
hazirlanan Mix-1 olarak adlandirilan karisimdaki
KR75D25 konsantrasyonunda misel geligimi 15 pl petri-
1 konsantrasyonda engellenmigstir. U¢ucu yaglarin elle
karigtirnlmak suretiyle hazirlanan ve Mix-2 olarak
adlandirilan diger karisimda ise %100 engellemenin
gorildigi antifungal etkinligin 10 pl petri! gibi
nispeten daha digiuk konsantrasyonda goézlenmistir
(Cizelge 3 ve Cizelge 4).

Antifungal etkinligin defne ucgucu yag1 yoéninden
degerlendirildiginde daha oOnemli oldugu, defne
yvaginin tek basina uygulandiginda 25 pl petri?!
konsantrasyonunda gosterilen %100 engelleme
etkinliginin karigimlarla 10 ul petrit
konsantrasyonuna cekildigi tespit edilmistir (Cizelge
3). Rezene ve defne ucucu yaglarinin tek bagina
kullanildign uygulamalardaki misel gelisimini %50
engelleyen en diisiik etkili konsantrasyonun (ECso)
yapilan Probit analizinde 5.66 ve 4.31 pl petri! olarak
belirlenmis olup, bu degerlerin en disik oldugu

uygulamanin 4.82 ul petri! ile Mix-2
formiilasyonundaki  R7:D25  karistminin  oldugu
belirlenmigtir.
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Fungal etmenin konidi ¢imlenmesinin engellenmesi
uzerine yapilan ¢alismada misel gelisimi lizerine olan
etkinliklere benzer sonuglar tespit edilmigtir.
Konidilerin ¢cimlenmesini azaltan konsantrasyonlar ile
misel geligimini azaltan konsantrasyonlar

kargilagtirildiginda, ugucu yag ve karigimlarinin spor
¢imlenmesinin engelleyici etkisinin, misel gelisiminin

Rezene ve defne ugucu yaglarinin teksel olarak
kullanildiginda  konidi ¢imlenmesini tamamen

engelleyen konsantrasyonlar sirasiyla 15 ve 20 ul/petri
olarak belirlenmigtir. Rezene ve defne ucucu yaglari
tek bagina kullanildiginda fungal etmenin konidi
¢imlenmesini sirasiyla 15 ul petri! ve 20 ul petri?!
konsantrasyonda tamamen engellerken, Mix-2

engellenmesinde goézlenen degerlere nispeten daha
yiiksek oldugu gozlenmistir (Cizelge 5 ve Cizelge 6).

Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda defne (A) ile rezene (B) ucucu yaglarinin teksel, Mix2-R75D25 (C) ve Mix2-R25D75
(D) karisim uygulamalarinda gériilen misel gelisimlerinin engellenmeleri

Figure 4. Inhibition of mycelial growth by different concentrations of fennel (A), laurel (B), Mix2-R7sDz2s (C) and

Mix2-Rz25D75 (D) blended essential oil treatments

Cizelge 3. Rezene (R) ve Defne (D) ucucu yag ve karisimlarimin P. funereanin misel gelisimi (mm) {izerine
antifungal etkisi
Table 3. Antifungal effect of fennel and laurel essential oils and blended mixtures on mycelial growth (mm) of P.
funerea

Farkli ugucu yag ve karigimlarin misel gelisimi (mm) iizerine etkinligi

Mix-1 Mix-2

Dozlar

.. Rezene Defne R75Dss Rs0Ds0 RasD7s R5Das Rs0Ds0 RasD7s
(ul petrit)
0.0 81.00d 81.00f 80.33d 80.33e 80.33e 79.00c 79.00¢ 79.00c¢
5.0 41.33cB 33.33eA | 56.67cC 70.33dD  66.00dD | 36.00bAB 42.66bB  53.00bC
10.0 21.66bB  20.67dB | 36.33bC  35.33¢cC 52.00cD | 0.00aA 0.00aA 0.00aA
15.0 18.00bB 14.66¢cB 0.00aA 31.00cC 42.33bD 0.00aA 0.00aA 0.00aA
20.0 0.00aA 10.00bB 0.00aA 23.33bC 0.00aA 0.00aA 0.00aA 0.00aA
25.0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
ECso 5.66 4.31 7.25 10.52 10.66 4.82 5.08 5.48
ECoo 16.34 19.96 13.79 26.41 22.79 6.86 6.97 7.44

Elde edilen degerler 3 farkli petride gelisen fungus koloni cap (mm) degerlerinin ortalamasidir. Ayni siitun icinde yer alan
ortalama degerlerin yanindaki benzer kiiciik harfler veya satir i¢erisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiytik
harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli olmadiginm gésterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).
ECs0 ve ECoo, Probit analiz sonucunda fungusun misel gelisimini %50 ve %90 oraninda engelledigi tahmin edilen etkili
konsantrasyon degerini gosterir.
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Cizelge 4. Rezene (R) ve Defne (D) ucucu yag ve karisimlarinin P. funereanin misel gelisiminin engellenmesi (%)
uzerine antifungal etkisi

Table 4. Antifungal effect of fennel and laurel essential oils and blended mixtures on inhibition of mycelial growth
(%) of P. funerea

Farkli ugucu yag ve karigimlarin misel geligiminin engellenmesi (%) iizerine etkinligi

Ucucu Yag Karigimlar:
Ucucu Yaglar Mix-1 Mix-2

Et(l)z;:‘fri'l) Rezene Defne R7sDz2s RsoDso R2sD75 R7sD2s  RsoDso R2sD7s
0.0 - - -

5.0 48.98  58.85 29.45 12.45 17.84 54.43 46.00 32.91
10.0 73.26 74.48 54.77 56.02 35.27 100.00  100.00 100.00
15.0 77.78 81.90 100.00 61.41 47.30 100.00  100.00 100.00
20.0 100.00 87.65 100.00 70.96 100.00 100.00  100.00 100.00
25.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00  100.00 100.00

Cizelge 5. Rezene (R) ve Defne (D) ucucu yag ve karisimlarinin P. funereamnin konidi cimlenmesi {izerine antifungal
etkisi

Table 5. Antifungal effect of fennel and laurel essential oils and blended mixtures on conidial germination of P.
funerea

Farkli ugucu yag ve karigimlarin bulundugu petride ¢cimlenen konidi sayis1

Ucucu Yag Karigimlar:

Ucucu Yaglar Mix-1 Mix-2
R?Z;:fri'l) Rezene Defne R7sD2s RsoDso  ResDs R7sD2s RsoDso  RasDis
0.0 94.33d 94.33e 93.67d  93.67f 93.67e 92.33c 92.33c 92.33c
5.0 31.33cC 48.67dD 54.33cD 78.67eE  74.33dE 11.33bA 20.33bB 22.33bB
10.0 14.00bB 34.33cD 21.67bC 32.67dD 36.67cD 0.00aA  0.00aA  0.00aA
15.0 0.00aA 19.33bB 0.00aA  24.67cC 22.00bBC 0.00aA  0.00aA  0.00aA
20.0 0.00aA 0.00aA 0.00aA  13.67bB 0.00aA 0.00aA  0.00aA  0.00aA
25.0 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a 0.00a
ECso 4.02 6.07 5.82 8.94 8.33 3.17 3.76 3.85
ECg 9.60 17.04 11.92 20.45 17.05 5.36 6.16 6.33

Elde edilen degerler 3 farkli petride ¢imlenen konidi sayisinin ortalamasidir. Ayni siitun i¢inde yer alan ortalama degerlerin
yanindaki benzer kii¢iik harfler veya satir igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiytik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).

ECs0 ve ECoo, Probit analizi sonucunda fungusun konidi ¢imlenmesini %50 ve %90 oraninda engelledigi tahmin edilen etkili
konsantrasyon (ul petri') degerini gésterir.

Cizelge 6. Rezene (R) ve Defne (D) ucucu yag ve karisimlarinin P. fiunereanin konidi ¢imlenmesinin engellenmesi
(%) tizerine antifungal etkisi
Table 6. Antifungal effect of fennel and laurel essential oils and blended mixtures on % inhibition of conidial
germination of P. funerea

Farkh ugucu yag ve karisimlarinin konidi ¢imlenmesini % engelleme oranlar:

Ucucu Yag Karigimlan

Ucucu Yaglar Mix-1 Mix-2
Dozlar .. Rezene Defne Rs5D2s Rs0Ds0 RasD7s RDas Rs0Ds0 RasD7s
(ul petrit)
0.0 - - - - - - - -
5.0 66.78 48.41 41.99 16.02 20.64 87.73 77.98 75.81
10.0 85.16 63.60 76.87 65.13 60.86 100.00 100.00 100.00
15.0 100.00 79.50 100.00 73.67 76.51 100.00 100.00 100.00
20.0 100.00 100.00 100.00 85.41 100.00 100.00 100.00 100.00
25.0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
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karisimindaki uygulamalarin tamaminda konidi
¢imlenmesinin engellenmesi 10 ul petril!
konsantrasyonlarinda gériillmiistiir (Cizelge 5 ve
Cizelge 6). Elde edilen sonuclara goére antifungal

etkinligin defne ugucu yagi yoniinden
degerlendirildiginde daha 6nemli oldugu, normalde 20
ul  petril!  konsantrasyonunda gosterilen %100

engelleme etkinliginin karigimlarla 10 pl petri?
konsantrasyonuna ¢ekildigi tespit edilmistir (Cizelge 5
ve Cizelge 6). Rezene ve defne ucucu yaglarimin tek
bagina kullanildig: uygulamalarda konidi
¢imlenmesini %50 engelleyen en disik etkili
konsantrasyonlar (ECs0) rezene icin 4.02 pl petri?,
defne iginse 6.07 pl petril olarak belirlenmistir.
Karigimlar i¢inde en disiik ECso degeri ise 3.17 pul
petril konsantrasyon ile Mix-2 formiilasyonundaki
R75D25 karisgiminda belirlenmistir.

Yapilan literatiir arastirmasinda limoni servi
agacinda sorun olan sirglin ug¢ yaniklik hastalig
etmeni P. funerea'ya karsi bitki ugucu yaglarinin
antifungal etkinliginin arastirildigr olduk¢a sinirh
sayida yapilmig calisma bulunmaktadir. Cheng ve ark.
(2011) servi ailesine dahil bir agac olan Cunninghamia
konishii ugucu yagimin ana bilegenlerini GC-MS
analizleri ile arastirdiklar1 c¢alismalarinda, ugucu
yagin aralarinda Rhizoctonia solani, Fusarium solani
ve Pestalotiopsis funereaninda bulundugu fungal
hastalik etmenlerine karsi olduk¢a yuksek dizeyde
antifungal etkinliginin oldugunu bildirmiglerdir. Ho
ve ark. (2012) Tayvan’a 6zgii endemik bir agac tiiri
olan yalanct servi (Chamaecyparis formosensis
Matsum) ucucu yaginin ana bilesenin B-eudesmol
(%25.1)  oldugunu, ucucu yagin 500 pg ml?!
konsantrasyonunda Fusarium oxysporum,
Pestalotiopsis funerea ve Ganoderma austral, hastalik
etmenlerine kars1 swrasiyla %92.7, 71.1, ve 87.7
engelleme oranlariyla yiiksek diizeyde antifungal
etkinlik  gosterdigini  bildirmiglerdir. Sequoia
sempervirens ugucu yagin antifungal etkinliginin
arastirildigi bir diger c¢alismada ise Pestalotiopsis
funerea  misel  geligimin 0.417 mg  ml!?
konsantrasyonunda %73 oraninda engellendigini
bildirmislerdir (Espinosagarcia ve ark., 1993).

Ucucu yaglarin teksel olarak antifungal
etkinliklerinin arastirildigi bir¢ok g¢alisma olmasina
ragmen, karigimlarin antifungal etkinliklerinin
arastirildigi oldukc¢a sinirhh sayida yapilmis calisma
bulunmaktadir. Tadtong ve ark. (2012) lavanta,
petigrain, misk adagayi, ylang ylang ve yasemin ugucu
yvaglarindan harmanlanmig iki farkli ucgucu yag
karisimlarinin bakteriyel Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, Escherichia coliile fungal etmen Candida

albicansa  kargt  antimikrobiyal etkinliklerinin
arastirildig1 ¢alismalarinda, ugucu yaglarin karigim
halinde kullanildiklarinda teksel olarak

kullanildiklarina kiyasla daha giicli antimikrobiyal
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etkinlik gosterdiklerini belirlemiglerdir. Daha 6nceden
yapilmis olan calismalarda farkli yontemlerle elde
ettigl rezene defne ugucu yag karisimlarinin beyaz
guruklik hastaligi etmeni Sclerotinia sclerotiorunr’un
misel gelisimini tek tek kullanilan dozlarindan %50
daha az dozlarda engelledigini belirlemistir (Tiirkmen,
2015; Tirkmen ve Kaya, 2021). Séz konusu
calismalardan elde edilen sonuglarin mevcut
calismada elde edilen sonuglar1 destekler nitelikte
oldugu gérulmustiir.

Ugucu yaglar igerisinde yer alan ana bilegenlerin,
gosterilen biyoetkinliklerden sorumlu oldugu yaygin
olarak bilinen bir durumdur. Yapilan literatiir
arastirmasinda, defne ve rezene ucucu yaginin ana

bilegenleri olan eucalyptol ve transanethole
bilegsenlerin sinerjik antifungal etkinliginin
arastirildigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu

calismada elde edilen sonuclara gore, karisimlarda
degigsen transanethole ve eucalyptol oranlarinin
ucucu yaglarimin antifungal etkinlikleri tzerinde
onemli diizeyde etkisinin bulundugu acikca
gorulmustur. So6z konusu antifungal etkinligin
artisinda, transanethole’in daha belirgin bir role
sahip oldugu belirlenmigtir. Daha 6nce yapilan
calismalarda transanethole ve eucalyptolin ana
bilesen olarak tek baslarina antifungal etkinlik
gosterdigi bildirilmistir (Mimica-Dukic ve ark., 2003).
Fujita ve ark. (2007) tarafindan yapilan calismada,
trans-anethole’iin polygodial ve (2E)-undecenal’in
fungusitatik olan etkinligini sinerjik olarak artirmak
suretiyle Saccharomyces cerevisiae ve Candida
albicansa kars1 fungusidal etkinlige c¢evirdigini
bildirmiglerdir. Huang ve ark. (2010) star anason
bitkisinin ugucu yagi ve ana bileseni trans-anethole’iin
fungal hastalik etmenlerinden A. solani, B. maydis, F.
graminearum, P. aphanidermatum ve K. solaniye
kars1 yiiksek duzeyde antifungal etkinlik gosterdigini,
ucucu yagin antifungal etkinliginin sahip oldugu
%99.5 gibi yiksek orandaki transanethol’den
kaynaklandigimi bildirmiglerdir. Morcia ve Terzi
(2012) terpinen-4-ol, eugenol, carvone, 1,8-cineole
(eucalyptol) ve thymoliin ana bilesen olarak in vitro
antifungal etkinligini fungal hastalik etmenlerinden
Fusarium subglutinans, Fusarium cerealis, Fusarium
verticillioides, Fusarium proliferatum, Fusarium
oxysporum, Fusarium sporotrichioides, Aspergillus
tubingensis, Aspergillus carbonarius, Alternaria
alternata ve Penicillium sp. kars1 arastirdiklar
¢alismalarinda tim ana bilegenlerin antifungal
etkinlige sahip oldugunu, antifungal etkinlik
siralamasinin thymol > eugenol > carvone > terpinen-
4-0l > 1,8-cineole seklinde gerceklestigini
bildirmiglerdir.

Ucucu Yag Karisimlarinin Misel Konidi
Morfolojileri Uzerine Antifungal Etkisi

Ucgucu yag karigimlari uygulanan petrilerde fungus

ve
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hiflerinde ve konidiler {izerinde yapilan mikroskobik
gozlemler sonucunda, karigimlarin %100 engelleyen
konsantrasyonlarinda fungus hifleri ve konidilerin
morfolojik yapilarinda o6nemli yapisal degisimlere
neden oldugu goérillmistir (Sekil 5). Karigimlar
icerisinde bulunan ucucu bilesik(ler)in plazma
membranina zarar vererek sitoplazmik pihtilagma, hif

capinin daralmasi ve hif ¢eperinin parcalanmasi gibi
deformasyonlara sebep olmustur. Yakin zamanda
yapilmis olan ¢calismada rezene ve defne ugucu yaginin
fungal etmenin misel yapisinda benzer

deformasyonlara neden oldugu belirlenmis olup (Kara
ve ark., 2020), mevcut calismada farkh olarak ucucu
yaglarin teksel kullanimlarinin yanisira ugucu yag

Sekil 5. Fungal etmenin hif ve konidilerin morfolojik yapilar: {izerine ucucu yag karisggtmlarimn etkileri. (A) Kontrol petrisinde

gelisen fungus hifi, (B) karisim (Mix2-R75D2s) uygulamasi yapilan petride gelisen hiflerin sitoplazmalarinda
pihtilagma (ok) seklinde gériilen morfolojik degisiklikler. (C) Ugucu yag karisimi (Mix2-R75D25) konulmadan énce
petride ¢cimlenen saglikli konidiler (ok). (D) Ucucu yag karissmi (Mix2-R75Dz25) eklendikten sonra énceden ¢imlenmig
konidilerde gdzlenen morfolojik degisiklikler ve biiziismeler (ok)

Figure 5. Effect of essential oil mixtures on morphological structures of hyphae and conidia of fungal agent. (A) Hyphae on
control petri. (B) Morphological deformations such as cytoplasmic coagulation (arrow) occurring on hyphae developed
in essential oil blend (Mix2-R75D25) treated petri. (C) Healthy germinated conidia on petri plate before adding
essential oil blend (Mix2-R75D25). (D) Morphological deformations and shrinkage observed in pre-germinated
conidia after the addition of essential oil blend (Mix2-R75D25)

Yapilmis olan onceki c¢alismalarda da o6zellikle
Thymbra spp., Thymus spp., Origanum spp., ve
Foeniculum spp. ait bitki ugucu yaglarin fungal ve

karisimlarininda sadece misel yapisinda degil aym
zamanda konidilerin morfolojisi tizerinde o6nemli
yapisal bozulmalara neden oldugu tespit edilmigtir.
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bakteriyel hastalik etmenlerin morfolojik yapilarinda
bu tir modifikasyonlara neden oldugu, s6z konusu

yapisal bozulmalarin ugucu yaglardaki ana
bilesenlerin mikroorganizmanin hiicre membranina
zarar vermek suretiyle hiicre duvar sentezini

diizenleyen enzimatik reaksiyonlar lizerine etkisiyle
ilgili olabilecegi bildirilmistir (Soylu ve ark., 2007;
Soylu ve ark., 2010; Lucas ve ark., 2012; Yong ve ark.,
2015; da Silva ve ark., 2019; Kachur ve Suntres, 2020,
Tirkmen ve ark., 2021).

SONUC ve ONERILER

Sonug olarak rezene / defne ugucu yag karigimlarinin
teksel kullanilmalarina kiyasla nispeten daha disiik
konsantrasyonlarda daha yiksek antifungal etkinlik
gbstermis olmalari, gelecekte planlanacak olan etkili,
dogal yeni biyofungisit(ler)in tasarlanmasina katk:
saglayacagi stiphesizdir. Calisma sonuglari, bu alanda
calisan arastirmacilara ugucu yaglarin ve/veya ana
bilesenlerinin kombinasyon halinde kullanilmasi
halinde sinerjik etkinlik goésterecegini, uygulamanin
sadece bitki koruma alaninda degil mikrobiyal
kontaminasyonu oOnlemek ic¢in gida alaninda da
kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Aragtirmacilarin Katk: Orani Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamig
olduklarini beyan eder.
Cikar Catigmasi Beyani
Makale yazarlar1 aralarinda herhangi bir cikar

catismasi olmadigini beyan ederler.
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