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Oz

Bu ¢alisma, kekik (Origanum onites L.) ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkilerinden elde edilen
ucucu yaglarin Fusarium solani‘ye karsi antifungal aktivitesini tespit etmek amaciyla laboratuvar ortaminda
yuritilmistir. O. onites ve R. officinalis tirlerinin herba kisimlarindan ugucu yaglar elde edilerek, yaglarin
bilesenleri tanimlanmistir. Elde edilen ugucu yaglar 1, 2 ve 4 pl ml* dozunda otoklav edilen Patates Dekstroz
Agar (PDA) besi yerine ilave edilmistir. Patojenlere ait 8 mm c¢apinda miselyum diskleri PDA besi yerlerine
ekilmistir. Kontrol grubu olarak ugucu yaglardan ari PDA besi yeri kullanilmistir. PDA’l petriler 24+1°C’da 7 giin
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda funguslarin koloni caplari &lgiilerek, kontrol grubuna gére
bitki ugucu yaglarinin % engelleme oranlari hesaplanmistir. Calismadan elde edilen verilere gére, Rosmarinus
officinalis L. ucucu yaginin yiiksek dozu (4 pl ml?) test edilen Fusarium solani’ye karsi %71,72 etki géstermis ve
doz seviyesi arttikca antifungal etkinin de arttig1 belirlenmistir. Origanum onites L. ugucu yagi, uygulanan (g
dozda Fusarium solani'nin misel gelisiminde %78,91-%82,70 oranlari arasinda engelleme gostermistir. Bu
sonuclar bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin sentetik fungisitlere alternatif olabilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Origanum onites, Rosmarinus officinalis, antifungal etki, ugucu yag, Fusarium solani

Determination of Chemical Contents of Origanum onites L. and Rosmarinus officinalis L.
Essential Oils and Determination of Antifungal Activities Against Fusarium solani

Abstract

This study was conducted in vitro to determine the antifungal effect of essential oils obtained from
Origanum onites L. and Rosmarinus officinalis L. plant species on Fusarium solani. Essential oils were obtained
from the herba parts of O. onites and R. officinalis species and the components of the oils were identified.
The essential oils were added to Potato Dextrose Agar (PDA) at a dose of 1, 2 and 4 pl mlIt. 8 mm diameter
mycelium discs belonging to pathogens were planted in PDA media. PDA medium free from essential oils was
used as the control group. PDA petri dishes were incubated at 24 + 1 °C. In the antifungal study, mycelium
diameters in the petri dishes were measured by automatic caliper at the end of the 7t day of incubation
period. As a result, essential oil of Rosmarinus officinalis L. was inhibited mycelial growth of Fusarium solani at
a dose of 4 pl mI™ by 71,72%. The study indicated that Origanum onites L. inhibited the mycelium development
of Fusarium solani between 78.91% and 82.70%. These results showed that essential oils obtained from these
plants can be an alternative control method against pathogens.

Key words: Origanum onites, Rosmarinus officinalis , antifungal, essential oil, Fusarium solani
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Giris

Sarekli artan diinya nifusunun beslenme
talebinin karsilanmasi, tarimsal liretimin
strdurulebilirliginin artisiyla iliskilendirilmektedir.
Sardardalebilirlik; glbreleme, gesit segimi, sulama
gibi kaltlrel islemlere ve bunun yaninda kiltira
yapilan bitkilerin hastalik, zararli ve yabanci
otlardan korunmasina bagl kalmaktadir (Koul ve
ark. 2008). Tarimsal alanlarda sorun olan
hastaliklar, kalite ve verim bakimindan 6nemli
kayiplara neden olmakta ve bu kayiplari azaltmak
icin yogun tarim ilaglari kullaniimaktadir. Bu yogun
ilag kullanimi ise bircok soruna neden olmaktadir.
Bu sebeple, alternatif kontrol yéntemleri gerekli
hale gelmistir.

Tarimsal Uretim fungus, bakteri ve virisler
gibi bitki patojenlerinin varligindan dolayr her
zaman tehlikeye maruz kalmaktadir (Kordali ve ark.
2016). Ayrica su, besin ve 1sik igin kiltur bitkileriyle
rekabete giren yabanci otlarda %34’ e varan ciddi
ekonomik kayiplara neden olmaktadir (Araniti ve
ark. 2015). Her yil bitki hastaliklariyla savasim igin
diinya ¢apinda 2,5 milyon ton pestisit kullanilmakta
ve kullanilan pestisitlerin insan sagligi, toprak ve
cevreye olan olumsuz sonuglari goériilmektedir
(Koul ve ark. 2008). Bu yogun kullanim, biyolojik
cesitlilik kayiplarinin da temel sebeplerinden biri
olarak kabul edilmektedir (Schitte ve ark. 2017).

Meyve, sebze ve tahil gibi Grinler fungal
enfeksiyonlara karsi son derece duyarhdir. Gelisme,
hasat ve depolama sirasinda, tahillardan, en yaygin
olarak izole edilen tiirler Penicillium, Aspergillus ve
Fusarium gibi funguslar olmaktadir. Bu funguslar
kiltar bitkisine verdikleri zararin g¢ogunu kendi
mevcudiyetleri ile saglamaktadir, ancak mikotoksin
Uretme ve biriktirme kapasiteleri nedeniylede Del
Castillo (2007) belirttigi gibi, gidalarin batunligine
yonelik bir tehdit olusturmakta ve tiketiciler igin
onemli bir saglk riskini beraberinde getirmektedir
(Thompson ve Henke 2000).

Bitki patojenlerinin bitkiye olan dogrudan
zararinin yani sira bitkide Gretmis olduklari
mikotoksinlerle de insan sagligina dolayli olarak
olumsuz etkide bulunmaktadir. Bitkilerden temin
edilen ekstraktlarin, tarimsal miicadelede
¢ogunlukla kullanilan ve olumsuz etkilere sahip
pestisitlere  karsi  alternatif potansiyel etki
barindirmasi bu yéndeki ¢calismalari hizlandirmistir.
Bitkisel pestisit olarak adlandirilan bu maddeler
biyolojik acidan etkili ve glivenlidir (Macias ve ark.
1997; Duke ve ark. 2000; Alvarez-Castellanos ve
ark. 2001).

Ugucu vyaglar, igerdigi antimikrobiyal
maddelerle, enfeksiyona sebep olan organizmalara
karsi alternatif bir potansiyel olmaktadir. Tarimsal
hastaliklarin kontroliinde, cevre ve insan sagligi
icin daha glvenli oldugu tim dinya tarafindan
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kabul edilmektedir (Lee ve ark. 2007). Ayrica ugucu
yaglarin hem in vitro hem de in vivo kosullarda
cesitli patojenlere karsi antifungal aktiviteler
sergiledigi bildirilmektedir (Baruah ve ark. 1996).
Bitkilerden elde edilen ucgucu yaglar, oda
sicakhginda sivi halde bulunan bazi durumlarda
donabilen, kuvvetli kokuya sahip, ugucu 6zellikte ve
yagimsi karigimlardir. Esansiyel yag uygulamasi
uzun yillardir bitki hastaliklarini  kontrol altina
almak igin umut verici bir uygulama olarak
gorialmektedir. Bitkiler tarafindan ugucu yaglarin
Uretimi, esas olarak patojenlere ve zararllara karsi
bir savunma araci olarak kabul edilmekte ve
yaglarin ¢ogunun antimikrobiyal ve antifungal
ozelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Calikoglu ve
ark. 2006).

Yapilan bir ¢alismada O. onites ugucu yagi 0
(kontrol), 0.5, 0.7, 1, 1.5, 2 ve 4 ul ! dozlarinda
kullanilmis ve 1.5 pl* dozunda Alternaria solani,
Sclerotinia. sclerotiorum ve Verticillium. dahliae'
de misel biylmesini % 100 inhibe ettigi tespit
edilmistir (Bayar ve ark. 2018).

R. officinalis ve Thymus vulgaris den elde
edilen ekstratlarin antifungal aktivitesinin test
edildigi calismada, Aspergillus flavus ve A.
ochraceus tirlerine karsi disiik konsantrasyonlarda
bile R. officinalis ve T. vulgaris ekstraktlarinin, gida
maddelerindeki funguslarin biyolojik kontroli igin
onemli  bir potansiyele sahip olabilecegi
gosterilmistir (Centeno ve ark. 2010).

R. officinalis (Biberiye) ugucu yaginin gesitli
gida Urlnlerini kontamine eden Aspergillus niger'e
karsi antifungal etkisini in vitro olarak tespit edildigi
calismada R.officinalis’ in ugucu yaginin 14 bilesen
icerdigi bulunmus ve % 63.65 oranla cineol tespit
edilmistir ve A. niger ile kontamine olmus gidalarda
minimum ( % 0.5 konsantrasyon) ile test edilen
tim strainler Uzerinde inhibe edici 0Ozellik
gostermistir (Baghloul ve ark. 2017).

R. officinalis ugucu yaginin Aspergillus
flavus'a  karsi antifungal ve antiflatoksijenik
aktivitesini degerlendirildigi calismada R. officinalis
ugucu yaginin hidrodistilasyon ile elde edilen
bilesenleri arasinda 1.8-Cineole (%52,2), Camphor
(% 15,2) ve a-Pinene (% 12,4) belirlenmistir.
Minimum inhibitér konsantrasyon (MIC) ve
minimum fungisidal konsantrasyon (MFC) her ikisi
icinde 500 pg / mL?! olarak tespit edilmistir.
R.officinalis ugucu vyag, 250 pg / mL?
konsantrasyonda A. flavus'un misel blylimesini %
15.3 azaltmistir. Taramali elektron
mikroskobundan (SEM) elde edilen sonuglara gore
250 pug / mL? dozunda uygulanan R.officinalis
ucucu yagl A. flavus konidiyoforlarinin boyutunda
kiicilme saglamis ve hif kalinhiginda azalma
gostermistir. R. officinalis ugucu yag
konsantrasyonu arttikga ergosterol (retimi ve
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miselyum biyokutlesi azalmistir (Bomfim ve ark.
2020).

Karvakrol agisindan zengin oldugu saptanan
0. onites ugucu yagl, nistatinden bile daha yuksek
antifungal aktivite gostermistir (Sevindik ve ark.
2019). Sentetik pestisitlere alternatif olarak R.
officinalis ugucu yaginin antifungal ve herbisidal
aktivitelerini degerlendirmeyi amaclayan calismada
R. officinalis ugucu yaginin kimyasal bilesimi gaz
kromatografisi-kitle spektrometresi analizi (GC-
MS) ile belirlenmistir. R. officinallis ugucu yaginin
bilesenleril.8-Cineole (% 54.6), Camphor (% 12.27)
ve a-Pinene (% 7.09) oldugu tespit edilmistir (Ben
Kaab ve ark. 2019).

Bu calismanin amaci Origanum onites L. ve
Rosmarinus  officinalis L. bitkilerinin  ucucu
yaglarinin kimyasal iceriklerinin belirlenmesi ve
Fusarium solani’'ye karsi antifungal aktiviteleinin
tespit edilmesidir.

Calisma, farkh cevrelerde yetistirilen sebze
tipi sakiz fasulyesi genotiplerinin bitki tane verimi
yoniinden stabilitelerini parametrik ve parametrik
olmayan yontemler kullanarak degerlendirmek
amaciyla yuritilmastar.

Materyal ve Metot
Bitki Materyali ve ugucu yag ekstraksiyonu

Arastirmada ele alinan bitki tdrleri Isparta
Uygulamali Bilimler Universitesi, Ziraat Fakiiltesi,
Tarla Bitkileri Bolimu deneme alanlarindan 2018
yiinda toplanmistir. O. onites, R. officinalis,
turlerinin herba kisimlari ugucu yag materyali
olarak kullaniimistir.

Ugucu yaglar Clevenger tipi hidro-distilasyon
cihazi kullanilarak elde edilmistir. Bu amagla her
tirden 100’er g oOrnek ogltuldikten sonra
distilasyon cihazinin kaynatma balonunda 1/3
oraninda su eklenerek 100 °C'de 3 saat sireyle
damitilmistir (Marotti ve Piccaglia, 1992).

Her tlre ait ugucu vyag oOrneklerinin
bilesenleri GC - MS (Perkin EImer marka) cihazinda
(QP-5050 GC/MS, Quadrapole  detektorla)
belirlenmistir (Stein, 1990). Bu amagla; n-hekzan
seyreltilecek 1 pl kadar ugucu yag silika kapiler
kolona enjekte edilerek ve belirli bir g¢alisma
programinda (enjektor sicakligi 250 °C'de ve
detektor sicakhgr 240 °C'de tutularak, kolon/ firin
sicakligi ise (120 °C/3 dak.// 3 °C/dak//200 °C/6
dak.// 3 °C/dak.//120 °C/3 dak.) komponentlerine
ayrilarak ve her bir komponent daha 6nce
tanimlanmis olan ugucu yag standart piklerinden
olusan kromatogramlar araciligi ile tanimlanmistir.
Her bir komponentin orani ise integrator
kullanilarak elde edilmistir (Stein, 1990). Elde
edilen ucucu yaglar koyu renk siselerde +4 °C’ de
muhafaza edilmistir.
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Fungal Mikroorganizma
Calismada 2019 vyilinda Bingdl ilinden
toplanan fasiilye bitkisinin Bingdl Universitesi

Ziraat Faklltesi Bitki Koruma Bolimu Fitopatoloji
laboratuvarinda hastalikli kisimlarindan izole edilen
Fusarium solani patojeni kullaniimistir.

Kiiltiir Ortaminin Hazirlanmasi

Kullanilacak funguslarin ¢ogaltiimasinda pek
cok fungal bitki patojeni icin standart besiyeri olan
Patates Dekstroz Agar (PDA) (200g Patates suyu, 20
g D (+) Glikoz, 15 g Agar, 1 It saf su) besiyeri
kullaniimigtir.

inokulumun Hazirlanmasi

Bingol Universitesi Fitopatoloji
laboratuvarinda fasiilye bitkisinden izole edilen
fungal patojen 100 mm’lik cam petri kaplarinda 25
°C de 7 gin inklbasyona birakilarak gelismesi
saglanmistir. Antifungal aktiviteyi test etmek igin
kilttrlerden 8 mm diskler mantar delici yardimiyla
hazirlanmistir.

Antifungal Aktivitenin degerlendirilmesi

Otoklavda 121°C'de 15 dakika sterilize
edildikten sonra sogumaya birakilan steril PDA
ortamlarina O. onites ve R. officinalis ugucu yaglari
kontrol, 1,2 ve 4 pl ml? ‘lik dozlar seklinde ilave
edilmistir.  Steril petrilere 20 ml PDA ortami
eklenerek oda sicakhginda sogumaya birakilmistir.
Oncesinde hazirlanmis olan 8 mm’lik fungal diskler
hazirlanan PDA besi ortaminin bulundugu petrilerin
tam ortasina, fungus besi ortamina temas edecek
sekilde birer disk yerlestirilmis ve petrilerin etrafi
parafilm ile kaplanmistir. Petriler 24+1°C’'de 7 glin
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubu olarak
kullanilacak petrilere ise iginde ugucu yaglarin
bulunmadigi PDA ortami hazirlanmistir. 7 giin
sonunda fungal koloni ¢aplari kumpas ile olcilerek,
elde edilen veriler kaydedilmistir. Fungal koloni
¢aplarinin 6l¢imi koloni ¢aplarinin birbirine dik ve
ayri yénde Olglilmesiyle yapilmistir (Benjilali ve ark.
1984). Yapilan oOlgimler dogrultusunda ugucu
yaglarin % engelleme oranlar belirtilen formiil
yardimiyla hesaplanmistir (Deans ve Svoboda
1990). Deneme 3 tekerrurli olarak yuratilmustar.

Engelleme (%) =(gc - gt ): gc X 100

gc = inokulum disk c¢apr ¢ikarilarak
inkiibasyon siresinden sonra kontrol setinde
Olgulen miselyal koloninin gapi.

gt = inokulum disk ¢api ¢ikarilarak

inkibasyon siiresinden sonra Olglilen miselyal
koloninin gapl.

istatiksel Analiz
Denemede karakterler arasindaki
farkhhklarin dizeylerini belirlemek igin varyans
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analizi (ANOVA) kullanilmis ve ortalamalar
DUNCAN testi kullanilarak karsilastirilmistir.

Sonug ve Tartisma
R. officinalis ve O. onites ugucu yaglarinin
kimyasal bilegimi

Clevenger tipi hidro-distilasyon cihazi kullanilarak
elde edilen ugucu yaglarin bilesenleri
tanimlanmistir.  O. onites ugucu vyaginda , B-
Myrcene, X-Terpinene, Carvacrol tespit edilirken R.
Officinalis ugucu yaginda; a-Pinene, Camphene, B-
Myrcene, 1.8-Cineole ve Camphor tespit edilmistir.

Tablo 1. R. officinalis ve O. onites ugucu yaglarinin kimyasal bilesimi

O. onites R. officinalis

o-Pinene - %6.61
Camphene - %6.11
B-Myrcene %4.68 %6.83
1.8-Cineole - %15.25
Camphor - %24.54
a-Thujone - -
X-Terpinene %7.74 -

Carvacrol %41.11 -

Rosmarinus officinalis ve Origanum onites
ugucu yaglarinin antifungal aktivitesi

Laboratuvar ortaminda (¢ farkh dozda
uygulanan biberiye ve kekik ugucu yaglarin F. solani
misel gelisimine etkisi Tablo 2’de verilmistir. Tablo
2 incelendiginde biberiye ve kekik ugucu yaglarinin
l¢ dozunda da F. solani’ nin misel gelisimini kontrol
grubuna oranla istatistiki olarak engellenmistir.
Biberiye ugucu yaginin 4 ul mlY lik dozu F.
solani’'ye karsi %71,72 etki gostermis ve doz

seviyesi arttikca antifungal etkinin de arttig
belirlenmistir. Kekik ugucu yagi uygulanan ¢ dozda
F. solani’ nin misel gelisiminde %78,91-%82,70
oranlari  arasinda  engelleme  saptanmistir.
Calismada kekik ve biberiye ugucu yaglari kontrol
grubu ile kiyaslandiginda F. solani’ ye farkh
seviyede engelleyici etki gdsterdikleri belirlenirken,
patojenin koloni gelisimine en yiiksek antifungal
etki (%82,70) kekik ucucu yaginin 2 ul mlt ve 4 pl
ml? doz uygulamalarinda saptanmustir.

Tablo 2. Farkli dozlardaki ugucu yaglarin Fusarium solani’nin misel gelisimine etkileri

F. solani
Koloni ¢api (mm)* % Etki
Ekstrakt Doz (%)
Kontrol 47,75c % 0,0
1 26,00b %45,54
R. officinalis 2 19,00ab %60,20
(Biberiye)
4 13,50a %71,72
Kontrol 46,25b %0,0
O. onites 1 9,75a %78,91
(Kekik) 2 8,00a %82,70
4 8,00a %82,70

Cakir ve Yegen (1991) Satureja thymbra L.,
Thymbra spicata L. var. spicata (Karabas kekik) ile
in vitro da hem ekstrakt hem de ugucu yag ile
yaptigi calismada Fusarium moniliforme Sheldon R.
solani S. sclerotiorum Phytophthora capsici Leon.
patojenlerinin engellendigini belirlemislerdir. Kekik
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ugucu yagi ile yapilan baska bir calismada R. Solani
patojeninin in vitro kosullarda engellendigi
belirlenmistir (Zambonelli ve ark. 1996). Wilson ve
ark. (1997) in vitro kosullarda yaptigi c¢alismada
beyaz kekik ugucu yaginin B. cinerea patojenini
engelledigini bildirmislerdir. Bhaskara Reddy ve
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ark. (1998) tarafindan yapilan ¢alismada in vitro ve
in vivo kosullarda kekik ugucu yaginin cilekte B.
cinerea, Rhizopus stolonifer Ehrenb.:Fr.) Vuill.
patojenlerini engelledigi belirlenmistir. Daferera ve
ark. (2000) kekik ugucu yaginin Penicillium
digitatum Sacc. patojenini engelledigini tespit
etmislerdir. Walter ve ark. (2001) yaptiklari
calismada, kekik ugucu yaginin in vivo kosullarda B.
cinerea (Asmada  Kursuni  Kuf)  patojenini
engelledigini rapor etmislerdir. EI-Sherbieny ve ark.
(2002) in vitro kosullarda kekik ugucu yaginin M.
phaseoli S. rolfsii Sacc. R. solani, Pythium sp.
patojenlerine karsi engelleyici etkisi oldugunu
belirlemislerdir.

Erdogan ve ark. (2014) tarafindan yapilan
¢alismada, kekik ugucu yaginin Fusarium solani’nin
misel gelisimini engelleyen en etkili ugucu yag
oldugu belirlenmistir. Calismada O. onites ugucu
yaginin uygulanan bitin dozlarinin  fungisidal
oldugu saptanmistir. Daha Once yapilan
calismalarda da kekik ugucu yaginin cok etkili
oldugu belirlenmistir (Zambonelli ve ark. 1996;
Lehtijarvi, 2006; Hashem ve ark. 2010). Nane, kekik
ve lavanta bitkileri ile yapilan bir ¢alismada, bitki
ugucu vyaglarinin , ayni bitkilerin ekstraktlarina
oranla yiksek oldugu tespit edilmistir. Bu durumun
sebebi olarak; ekstraktin etkili maddesi, stabilitesi,
etki seviyesi ve ekstrakt icerisindeki toplam ugucu
yag oraninin dusik olmasi gibi faktorler
siralanmistir (Erdogan ve ark. 2014; Erdogan ve ark.
2016; Kog ve ark. 2018). Yapilan bir galismada
ekstrakt icindeki ugucu yagin suda
¢Ozunebilirliginin  disik oldugu belirlenmistir
(Kagar ve Ozer 2000). Qasem ve Abu-Blan (1995)
yaptigl arastirmada, ekstraktlarin  antifungal
etkilerinin farkh seviyelerde olmasinin nedenini;
bitkilerin  kimyasal igeriklerinin suda farkl
¢ozlndrlikleri olarak belirtrmiglerdir. Yuratulen
¢alismalarda kullanilan bitki ekstraktlarinin kimi
mikroorganizmalarin gelisimini engellemis,
kimisinin hi¢ etki yapmadigi, bilakis gelisimi tesvik
ettigi belirlenmistir (Singh ve ark. 1980; Boyraz ve
Ozcan 1997). Birtakim arastirmacilara gore,
bitkilerin antifungal aktivitesi, ucucu yaglarinda
mevcut olan bilesiklerden (timol, karvakrol,
sinamaldehit, 6jenol, alisin, tiyon) kaynakli oldugu
bildirilmistir (Rathee ve ark. 1982; Shelef, 1983;
Bayrak ve Akgiil 1987; Akgul ve ark. 1989; Knobloch
ve ark. 1989). Boyraz ve Ozcan (1997) tarafindan
yapilan calismada (Adacayi, mercankosk, sater ve
tursuotu) ugucu yaglarinin yiksek oranda misel
gelisimini engelledigi tespit edilmistir. Boyraz ve
Kogak (2006) tarafindan yapilan galismada da kekik
ekstraktinin yiiksek oranda etkili oldugu tespit
edilmistir. Kullanilan bitin fungal patojenlerin
misel gelisimini batlndyle engelledigi saptanmistir.
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Sonug ve Oneriler

Calisma  sonucuna gore; laboratuvar
ortaminda antifungal aktiviteleri belirlenen R.
Officinalis ve O. onites ugucu yaglarindan O. onites
ugucu yaginin patojenin misel gelisimini %82,70,
biberiye ugucu yaginin ise %71,72 oraninda
engelledigi saptanmistir. Ozellikle kekik bitkisinin
bugline kadar vyapilan calismalarda ve bu
calismada bircok bitki patojenine karsi etkili oldugu
sonucu ortaya cikmistir. Bitki ucucu yaglarinin
antifungal aktivitelerinin laboratuvar ortaminda ve
pratikte daha fazla denenmesinin gerekliligi acikca
gorilmektedir. Bu sonuglar bitkilerden elde edilen
ugucu vyaglarin sentetik pestisitlere alternatif
olabilecegini gostermistir bu sebeple ugucu yag
aktivitelerinin belirlenmesi konularinda daha fazla
¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

Cikar Catismasi Beyani: Makale vyazarlari
aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi olmadigini
beyan ederler.

Arastirmacilarin Katki Orani Beyan Ozeti:
Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis
olduklarini beyan ederler.
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