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Oz

Mevcut calismada, defne (Laurus nobilis L.) ugucu
yaginin ve hidroséliiniin Fusarium oxysporum f. sp.
cepae, Rhizoctonia solani AG-4, Macrophomina
phaseolina ve Sclerotium rolfsii'ye karsi antifungal
etkileri in vitro ve toprak test yontemleri
kullanilarak degerlendirilmistir. Ayrica ugucu yagin
kimyasal  bilesenleri ~ GC-MS  analizleri ile
belirlenmistir. Ana bileseni 1,8-sineol (%57.03) olan
defne ucucu yaginda on alt1 bilesen tespit edilmistir.
Miselyal gelisme, spor ¢imlenmesi ve sklerot
¢imlenmesi dahil olmak iizere tim in vitro
calismalarda, ugucu yagin dort fungusun tamamina
kars1 engelleyici etkisi, ugucu yag
hidrosoéliiniinkiinden ¢ok daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, F. oxysporum f. sp. cepae, M.
phaseolina, R. solani AG-4 ve S. rolfsii i¢in ugucu yagin
ECso, MIC ve MFC degerleri sirasiyla 9.84, >40 ve
>4(0, 5.28, >40 ve >40, 3.55, 20 ve >40, ve 2.74, 20 ve
40 pl/petri olarak belirlenmistir. Toprak testlerinde,
ucucu yag (40 pL/petri) R. solani AG-4 ve S. rolfsii'nin
misel gelisimini tamamen engellemis, ancak F.
oxysporum f. sp. cepae ve M. phaseolinanin misel
gelisimini sirasiyla %63.61 ve %95.53’e kadar
azaltmistir. Bununla birlikte, ucucu yagin birinci
grup funguslara karsi engelleyici etkisi ile M.
phaseolina’ninki arasindaki fark istatistiksel olarak
6nemli bulunmamistir. Ugucu yag hidrosoliiniin en
yuksek konsantrasyonu (%40, w/v)'nda bile, F.
oxysporum f. sp. cepae, M. phaseolina, R. solani AG-4

ve S. rolfsii'nin misel gelismelerini sirasiyla %2.91,
5.36, 26.80 ve 35.13’'e kadar azaltmistir. Bu

calismanin  sonuglari, c¢esitli toprak kokenli
funguslarin  kontroliinde defne ugucu yaginin
kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kkelimeler: Defne, ugucu yag, toprak

kokenli funguslar, alternatif kontrol

Determination of antifungal effects of laurel
essential oil and hydrosol against some soilborne
fungi

Abstract

In present study, the antifungal activities of the
essential oil and hydrosol of laurel (Laurus nobilis L.)
against Fusarium oxysporum f. sp. cepae, Rhizoctonia
solani  AG-4, Macrophomina phaseolina and
Sclerotium rolfsii were evalualted by using in vitro
and soil test methods. The chemical composition of
the essential oil were also determined by GC-MS
analysis. Sixteen components were detected in the
essential oil, the main component of which was 1,8-
cineole (57.03%). In all in vitro studies, including
mycelial growth, spore germination, and sclerotial
germination, the inhibitory effect of the essential oil
against all four fungi was found to be much higher
than that of the essential oil hydrosol. In addition,
the values of ECso, MIC and MFC of the essential oil
for F. oxysporum f. sp. cepae, M. phaseolina, R. solani
AG-4 and S. rolfsii were 9.84, >40 and >40, 5.28, >40
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and >40, 3.55, 20 and >40, and 2.74, 20 and 40
ul/petri, respectively. In soil tests, the essential oil
(40 pL/petri) completely inhibited the mycelial
growth of R. solani AG-4 and S. rolfsii, but reduced
the mycelial growth of F. oxysporum f. sp. cepae and
M. phaseolina by 63.61 and 95.53%, respectively.
However, the difference between the inhibitory
effect of the essential oil against the first group fungi,
and that of M. phaseolina was not statistically
significant. Even at the highest concentration (40%,
w/v) of the essential oil hydrosol, it reduced the
mycelial growth of F. oxysporum f. sp. cepae, M.
phaseolina, R. solani AG-4 and S. rolfsii by 2.91, 5.36,
26.80 and 35.13%, respectively. The results of this
study show that the essential oil of laurel could be
used in the control of various soilborne fungi.

Key words: Laurel, essential oil, soilborne fungi,
alternative control

Giris

Toprak kokenli fungal patojenler, tarla ve bahge
bitkilerinde siklikla 6liimle sonuglanan ve o6nemli
verim kayiplarina yol agan kok c¢uriikliigii hastalik
kompleksinin gelisiminde biyiik bir rol oynarlar
(Siddiqui et al, 2002). Fusarium, Rhizoctonia,
Macrophomina ve Sclerotium cinsleri bitkilerde
vaskiiler solgunluk, koék ve govde clriikliikleri,
¢okerten ve yanikliklara neden olan énemli toprak
kokenli fungal patojenlerdir (Agrios, 2005).

Bu hastaliklar ile miicadelede saghkli iiretim
materyali kullanilmasi, topraktaki fazla suyun drene
edilmesi, enfekteli bitki artiklarinin alandan
uzaklastirilmasi, dengeli glibreleme ve sulama gibi
kiilttirel 6nlemler, bitkisel materyallerin sicak su ile
muamele edilmesi ve toprak solarizasyonu gibi
fiziksel Onlemler, dayanikli bitki c¢esitlerinin
yetistirilmesi, topraktaki faydali mikroorganizma
(bakteri, fungus vd.)’lar1 harekete gecirmek igin
topragin organik materyaller ile zenginlestirilmesi
ve arbuskular mikorhizal uygulamalari gibi biyolojik
o6nlemlerin yani sira tohumlarin fungisit (benomil,
captan, carbendazim ve thiram vd.)’ler ile muamelesi
ve toprak fumigasyonu (metil bromid, metam
sodyum ve dazomet) gibi kimyasal savasim
yontemleri tavsiye edilmektedir (Farih et al., 1981;
Yuen et al, 1991; Duniway, 2002; Agrios, 2005;
Alaniz et al.,, 2011). Ancak bu hastalik etmenleri ile
miicadele, toprakta wuzun yillar canhliklarim
koruyabildikleri dayanikli yapilar1 (klamidospor,
sklerot vd.)'nin olmasi, direng sorunlari ve kullanilan
fungusitlerin maliyetlerinin ytliksekligi nedeniyle

olduk¢a zordur (Yangui et al, 2008). Ayrica
gliniimiizde bu etmenlere kars1 miicadelede en etkili
olan kimi fungisitler (benomil, carbendazim, metil
bromid) hem diinyada hem de iilkemizde
yasaklanmistir (Fan et al., 2008; Anonymous, 2018).
Bunlara alternatif olarak kullanilan fungisitlerin
yetistiriciligi yapilan irlinlerde ve toprakta
kalintilara neden olmakta, ¢evre ve insan sagligini
olumsuz bir sekilde etkilemektedir. Bu yiizden, bitki
hastaliklari ile miicadele de yeni stratejiler icerisinde
bitkinin gelisme sezonu icerisinde kullanilabilen
kimyasal icermeyen dogal bilesiklerle patojenlerin
miicadelesinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Son yillarda cesitli tibbi ve aromatik bitkilerden elde
edilen ugucu yaglar bitki hastaliklarinin kontroliinde
dogal fungisit olarak degerlendirilmektedir (Isman,
2000; Paulitz and Belanger, 2001). Adacgayi, biberiye,
defne, giivey otu, karanfil, kekik, kimyon, lavanta,
limon otu, mercankosk, nane, ogul otu, 6kaliptus,
rezene, sedef otu, targin, yavsan otu, yarpuz gibi
bitkilerden elde edilen ucucu yaglar hasat dncesi ve
hasat sonrasi fungal hastaliklarin kontroliinde
kullanilmistir (Zambonelli et al., 1996; Wilson et al.,
1997; Ristic et al., 2000; Walter et al., 2001; Bouchra
et al,, 2003; Daferera et al., 2003; Bowers and Locke,
2004; Soylu et al., 2005a; Soylu et al.,, 2005b; Lee et
al,, 2007). Ugucu yaglarin biyolojik aktiviteleri ugucu
yaglarin elde edildigi bitki genotipine ve bitkilerin
yetistigi ekolojik kosullara, test metodlarina ve
mikroorganizmaya bagl olarak oldukca degiskenlik
gostermektedir (Giese, 1994; Rota et al,, 2004; Yesil
Celiktas et al, 2007). Bitki wucucu yaglarn
terpenoidlerin ozellikle monoterpen ve
sesquiterpenlerin degisken karisimlarindan olusur,
ancak bunun yani sira bitki ugucu yaglarinda
diterpenler ve c¢esitli diisiik molekill agirlikta
bilesikler (alifatik hidrokarbonlar, asitler, alkol,
aldehitler, fenolik bilesikler, asiklik esterler veya
laktonlar)’de bulunabilir. Antimikrobiyal etkileri de
bu ucgucu yag fraksiyonlarindan kaynaklanmaktadir
(Rota etal., 2004).

Bu ¢alismada defne (Laurus nobilis L.) yapragindan
elde edilen ugucu yag ve hidrosolinin Fusarium
oxysporum f. sp. cepae, Rhizoctonia solani AG-4,
Macrophomina phaseolina ve Sclerotium rolfsii'nin
misel gelisimi, spor ve sklerot ¢imlenmesi ilizerine
etkileri in vitro’da belirlenmis ve ugucu yag ve
hidrosodliiniin misel gelisimi lizerine etkileri toprak
testleri ile de degerlendirilmistir. Ayrica ¢alismada
defne ugucu yag bilesimi gaz kromotografi/kiitle
spektrometresi (GC-MS) ile belirlenmistir.
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Materyal ve Yontem
Fungal kiiltiir

Calismada kullanilan toprak kokenli fungal [F.
oxysporum f. sp. cepae (sogan), R. solani AG-4
(sogan), M. phaseolina (fasulye) ve S. rolfsii (fasulye)]
izolatlar Ordu Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Bo6limi Fitopatoloji Laboratuvari’'ndaki
fungal kiiltir koleksiyonundan temin edilmistir.

Bitkisel materyal

Calismada kullanilan defne (Laurus nobilis L.)
yapraklar1 2014 yilinda Samsun ili Bafra ilgesinden
toplanmistir.

Defne ugucu yaglarinin eldesi

Defne yapraklar (2 kg) golgede 3-4 hafta kurutulup
kiiciik parcalara ayrildiktan sonra 500 mL’lik cam
balonlara alinmis ve iizerine bir miktar su ilave
edilip cam balonlar elektrikli 1s1ticiya
yerlestirilmistir. Cam balonun agzina sogutucu bagh
Klevenger aparati cihazin biiret kisminda ugucu yag
miktarinda degisim olmayincaya kadar 4-5 saat siire
ile 1sitilmistir. Bu sekilde buhar distilasyonu ile elde
edilen ugucu yaglar 0.22 pm porluk membran
filtrelerden gecirilerek sterilize edilmistir (Cakir,
1992). Calismada elde edilen defne yag hidrosoélii de
membran filtrelerden gecirilerek sterilize edilmistir.
Elde edilen ugucu yaglar denemelerde kullanilincaya
kadar +4°C’ de igerisinde anhydrous sodium
sulphate bulunan vida kapakli koyu renkli cam
siselerde saklanmistir.

Defne ucucu yag bilesenlerinin gaz
kromotografi/kiitle spektrometresi (GC-MS) ile
belirlenmesi

Defne ugucu yag bilesenlerinin GC-MS analizi Cankir1
Karatekin Universitesi Merkez Arastirma
Laboratuvari’'ndan hizmet alimiyla yapilmistir.
Bilesen analizleri, otomatik O6rnekleyici sistemi
bulunan 7890 A model GC system, 5975C inert MSD
with Triple-Axis Detector ile gerceklestirilmistir.
Ornekler 1:10 oraninda hekzan ile seyreltilerek
bilesenlerin ayrimi i¢cin HP-5 (%5 Phenyl Methyl
Siloxan) 1 pL olarak split (10:1) modunda enjekte
edilmistir. Tasiyic1 gaz olarak kullanilan helyumun ig
basinci 5 psi olarak ayarlanmistir. Enjektor sicaklig
250°C, detektor sicakligt 250°C olacak sekilde
planlanmistir. Kolonun baslangi¢ sicakligi 60°C, son
sicakligr 240°C olup, dakikada 4°C artacak sekilde
programlanmistir. GC/MS ayirimi igin, 70 eV
iyonizasyon enerjili, elektron iyonizasyon sistemi
kullanilmistir.  Tasiyict  gaz olarak kullanilan
helyumun akis orani 1 mL/dk. ve kullanilan kolon ise

HP-5Ms (30m x 0.25mm x 0.25um film) dir. Enjektor
ve MS transfer sicakliklari sirasiyla 230°C ve 250°C
olacak sekilde ayarlanmistir. Gaz kromotografisinde
oldugu gibi, hekzan ile seyreltilen 6rnekten 1.0 pL
split/splitles (10:1) olarak kolona verilmistir
(McLafferty, 1994; Adams, 1995).

Misel gelisimi iizerine defne ugucu yag ve
hidrosé6liiniin buhar ve degme etkilerinin
belirlenmesi

Defne ugucu yagimin funguslarin misel gelisimi
iizerine buhar etkisini belirlemek icin, 9 cm
capindaki steril petri kaplarina patates dekstroz agar
[PDA; Difco Laboratories, Becton Dickinson (BD),
Maryland, USA] besin ortami dokiilmiis ve ertesi giin
petri kaplarinin merkezine 4-7 giinlik fungus
kiltiirlerinin diskleri (5mm) PDA ile temas edecek
sekilde yerlestirilmistir. Ugucu yag (40 pL/petri)
petri kaplarinin kapaginin merkezine yerlestirilen
steril filtre kagidina (10 mm, Whatman No.1)
damlatilip petri kaplarinin etrafi parafilm ile
kapatildiktan sonra ters c¢evrilerek 24+10C'de
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol petri kapaklarina
sadece steril saf su damlatilmistir. Aynm1 kosullarda
inkiibe edilen kontrol grubu petrilerdeki funguslarin
gelismeleri giinliilk olarak takip edilerek petriyi
kaplamaya yakin oldugunda, kontrol ve ucucu yag
iceren petrilerdeki funguslarin misel gelismeleri
dijital kumpas kullanilarak él¢iilmiistiir.

Defne yag hidrosoliiniin funguslarin misel gelisimi
lizerine degme etkisini belirlemek icin, hidrdsol
steril edilmis PDA besin ortamina (50°C) son
konsantrasyonu %40 (v/v) olacak sekilde eklenmis
ve 9 cm capindaki petri kaplarina dokiilmistiir. Bu
petriler, daha o6nceden PDA besin ortaminda
gelistirilmis 4-7 giinlik fungus kiiltiirlerinden
mantar delici ile alinan 5 mm ¢aplh miselyal disklerle
inokule edilmistir. Petriler parafilm ile kaplandiktan
sonra 24+1°C’de inkiibe edilmistir. Aynm1 kosullarda
inkiibe edilen kontrol (steril saf su igceren PDA)
grubu petrilerdeki funguslarin gelismeleri giinliik
olarak izlenerek petriyi kaplamaya yakin oldugunda,
kontrol ve wugucu yag hidrosolli petrilerdeki
funguslarin misel gelismeleri dijital kumpas
kullanilarak dl¢iilmiistiir.

Olgiimler sirasinda funguslarin en uzun ve kisa
radyal gelismeleri esas alinmis ve miselyal
gelismenin  engellenmesi  Abbot formiilii, %
Engelleme = [(kontrol petrilerindeki fungal gelisme-
ucucu yag eklenmis veya steril filtre kagidina
damlatilmis petrilerdeki fungal gelisme) / kontrol
petrilerindeki fungal gelisme]*100, kullanilarak
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hesaplanmistir. Denemede her uygulama 6 Ve her petride iki farkli alanda 100’er spor

tekerriirli olacak sekilde planlanmistir. sayllmistir.

Misel gelisimi iizerine defne ucucu yag ve Defne yag hidrosoliiniin F. oxysporum f. sp. cepae

hidrosoliiniin toksik etkilerinin belirlenmesi spor  ¢imlenmesi  Gzerine defme etkisinin
belirlenmesi  igcin ~ yag  hidrosdliniin  son

Defne yag (2.5, 5, 10, 20 ve 40 pL/petri) ve hidrosol
[%5, 10, 20 ve 40 (v/v)’lerinin funguslarin miselyal
gelismesini %50 oraninda azaltan konsantrasyon
(ECso = lethal concentration)’lar1 probit (IBM SPSS
Statistic 20) analizi ile hesaplanmistir. Fungus
miselyal gelismelerini tamamen engelleyen en kiiglik
konsantrasyon (MIC = minimum inhibition
concentration) degeri paralel denemelerle
belirlenmistir. Defne yag ve hidroséliiniin fungisidal
veya fungistatik etkileri Thompson (1989) ve
Tripathi et al. (2004)'nin metodlar1 izlenerek
belirlenmistir. Buna gore gelismeyen fungus diskleri
petrilerden alinarak, taze besin ortami igeren
petrilere tekrar asilanmistir. Funguslarin gelismeleri
24+1°C'de 9 giin boyunca gozlenmistir. Bu siirede
zarfinda fungal diskte geri doniisiimsiiz olarak hig
bir gelisme go6zlenmemisse, bu konsantrasyon
fungusu tamamen engelleyen konsantrasyon (MFC =
minimum  fungicidal = concentration)  olarak
belirlenmistir. Ayrica aktarillan fungusun tekrar
gelismeye basladigi ve petriyi tamamen kapladigi
giin sayis1 belirlenerek defne yag ve hidrosoéllerinin
konsantrasyonlarinin  fungistatik  etkileri  de
belirlenmistir.

Spor cimlenmesi iizerine defne ucgucu yag ve
hidros6liiniin buhar ve degme etkilerinin
belirlenmesi

Defne yaginin F. oxysporum f. sp. cepae spor
¢imlenmesi iizerine buhar etkilerinin belirlenmesi
icin, 9 cm ¢apindaki steril petri kaplarina PDA besin
ortami dokiilmiis ve ortam katilastiktan sonra, daha
onceden hazirlanmis 7 giinliik fungus kiltiirlerine 10
mL steril saf su [%0.5 (v/v) Tween-20] eklenerek
steril bir bistirii yardimiyla Kkiltirin ylizeyi
kazinmis ve elde edilen slispansiyon 3 katl steril
tillbentten gecirilmistir. Bu sekilde hazirlanan spor
slispansiyonu (1x10* spor/mL) PDA besin ortamina
yayilarak, u¢ucu yagin farkh (2.5, 5, 10, 20 ve 40
uL/petri)  konsantrasyonlar1  petri  kaplarinin
merkezine yerlestirilen steril filtre kagidina
damlatilip, petri Kkaplarinin etrafi parafilm ile
kapatildiktan sonra ters cevrilerek 24+1°C’de
inklibasyona birakilmistir. Kontrol grubu petri
kaplarina sadece steril saf su damlatilmis ve ayni
kosullarda  inkiibasyona  birakilmistir. ~ Spor
cimlenmesi icin degerlendirme 24 saat sonra
yapilmistir. Deneme ii¢ tekerriirlii olarak yiriitiilmiis

konsantrasyonlar1 %5, 10, 20 ve 40 olacak sekilde
steril edilip sogutulmus PDA besin (50°C) ortamina
eklenmis ve 9 c¢cm capindaki steril petri kaplarina
dokiilmiistiir. Yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan
spor siispansiyonu yag hidrosolli PDA besin
ortamina  yayilarak, 24+1°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Uygulama yapilmamis petri kaplarn
kontrol grubu olarak kullanilmistir. Degerlendirme
yukarida belirtildigi sekilde yapilmistir.

Sklerot ¢cimlenmesi iizerine defne ucucu yag ve
hidros6liiniin buhar ve degme etkilerinin
belirlenmesi

Defne yaginin sklerot cimlenmesi iizerine buhar
etkisini  belirlemek icin S.  rolfsiinin  saf
kiltirlerinden elde edilen (3-4 haftalik fungus
kiiltirii) sklerotlar, PDA besin ortami dokiilmiis 9 cm
capindaki petri kaplarina 5’er adet olacak sekilde
yerlestirilmis ve petri kaplarinin kapaklarinin
merkezine yapistirilan steril filtre kagitlarina ugucu
yaglarin yukarida Dbelirtilen konsantrasyonlari
damlatilmistir. Daha sonra petri kaplar1 parafilm ile
kapatilarak ve 24+1°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Deneme 5 tekerriirlii olacak sekilde yiirtitilmustiir.
Degerlendirmelerde kontrol grubu (steril safsu)
petri kaplarindaki sklerotlarin ¢cimlenme durumlari
takip edilerek, ucucu yag uygulamasi yapilmis
petrilerdeki sklerotlarin ¢imlenme oranlar1 buna
gore % olarak belirlenmistir.

Defne yag hidrosoliiniin sklerot ¢imlenmesi iizerine

degme etkisinin belirlenmesi i¢in, yukarida
belirtildigi sekilde hazirlanan petri kaplarina S.
rolfsifnin 5'er adet sklerotu esit araliklarla

yerlestirilmistir. Degerlendirme yukarida belirtildigi
sekilde yapilmistir.

Toprak testleri ile defne wucgucu yag ve
hidrosdliiniin funguslar iizerine buhar ve degme
etkilerinin belirlenmesi

Defne yag ve hidrosoliiniin etkilerini degerlendirmek
amaciyla toprak testlerinde Arslan et al. (2009)
tarafindan tanimlanan metod biraz degistirilerek
kullanilmistir. Misir unu-kum ortaminda, kumun
misir ununa orani 1’e 8 olacak sekilde ayarlanmistir.
Misir unu kum karisimi ortamin 9 g'1 7 cm ¢apindaki
cam petrilere konduktan sonra petri kaplar etiivde
130°C'de 5 saat steril edilmistir. Daha 6nce PDA
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besin ortaminda gelistirilen 4-7 giinliikk fungus (F.
oxysporum f. sp. cepae, M. phaseolina, R. solani AG-4
ve S. rolfsii) kiltiirlerinden alinan 5 mm ¢apl misel
diskleri, misir unu-kum ortaminin merkezine 0.25
cm derinligine yerlestirilmistir. Fungal diskler
petrinin ortasina yerlestirildikten sonra ortamda
fungal gelismeyi saglamak icin birka¢ mL steril saf su
ilave edilmistir. Ucucu yagin farkli konsantrasyon (5,
10, 20 ve 40 pL/petri)lann petri kapaklarina
yerlestirilen steril filtre kagitlarina damlatilmis ve
petri kaplar1 parafilm ile kapatihp 24+1°C’de 5-10
giin karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Kontrol
grubu petri kaplarina ise steril saf su eklenmistir.
Inkiibasyon sonrasinda petri kapaklari iizerine 1 cm?
ve 1 mm?lik karelere boélinmiis asetat kagidi
yerlestirilerek funguslarin miselyal gelisme alam
Olciilmiistiir. Engelleme yiizdesi, ucucu yagin farkh
konsantrasyonlar1 eklenmis petrilerdeki miselyal
gelisme ve kontrol grubu kontrol grubu petrilerdeki
miselyal gelisme alani % engelleme olarak
belirlenmistir. Denemede her uygulama 6 tekerriirli
olacak sekilde yiriitilmiigtiir.

Defne yag hidrosoéliiniin etkisini belirlemek icin,
yukarida belirtildigi sekilde hazirlanan besin
ortaminin merkezine fungal diskler yerlestirildikten
sonra yag hidrosoliiniin farkl konsantrasyon (%10,
20 ve 40, v/v)larinin 10’ar mL si petri ortamina
steril cam pipet ile eklenmis ve petri kaplar1 parafilm
ile kapatilip 24+1°C’de 5-10 giin karanlkta
inkiibasyona birakilmistir. Kontrol grubu petri
kaplarina ise sadece steril saf su ilave edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda fungal gelisme yukarida
belirtildigi sekilde degerlendirilmistir.

istatistik analiz

Funguslarin misel, spor ve sklerot ¢cimlenmeleri ile
toprak testi sonucu elde edilen veriler ayri ayr
olacak sekilde IBM SPSS Statistic programi
kullanilarak tek yo6nlii varyans analizi (ANOVA)

yapilmis ve ortalamalar arasindaki &nemli
farkhiliklar ~ Tukey-HSD  testi  (P<0.05) ile
belirlenmistir.

Bulgular

Mevcut ¢calismada, GC/MS analizleri ile defne ugucu
yaginda 16 etken madde belirlenmistir (Cizelge 1).
Bunlardan 1,8-cineole %57.03’'liik oran ile defne
ucucu yag bileseninde en yliksek oranda olup, bunu
terpinyl acetate (%13.35) izlemistir.

In vitro denemelerde, 40 uL/petri konsantrasyonda,
defne yaginin buhar etkisi F. oxysporum f. sp. cepae
ve M. phaeseolina’nin miselyal gelismelerini sirasiyla

%87.38 ve %96.06 azaltirken, R. solani AG-4 ve S.
rolfsii'nin miselyal gelismesini tamamen engellemis
ve bu fark istatistik olarak da énemli bulunmustur
(P<0.05). Yag hidrosoli (%40, v/v)'niin funguslar
iizerindeki temas etkilerinin daha siirli bir etkiye
sahip oldugu ve miselyal gelismelerini %6.13-56.74
oraninda azalttigini géstermistir.

Defne yag1 en yiiksek toksisiteyi S. rolfsii'ye karsi
gostermistir, bunu sirasiyla R. solani AG-4, M.
phaseolina ve F. oxysporum f. sp. cepae izlemistir
(Cizelge 2). Ik iki fungus icin MIC degerleri 20
uL/petri iken, M. phaseolina ve F. oxysporum f. sp.
cepae i¢in > 40 uL/petri olarak belirlenmistir. Ancak
bu funguslarin miselyal gelismesini durduran bu
konsantrasyonun bir st konsantrasyon (40
uL/petri)'u S. rolfsii i¢in fungisidalken, R. solani AG-4
icin ise fungisitatik etki olarak belirlenmistir (Cizelge
3). Diger iki fungus i¢cin MFC degeri > 40 uL/petri
olarak tespit edilmistir. Yag hidroséli funguslarin
miselyal gelismelerini nispeten ¢ok zayif bir sekilde
etkilediginden, S. rolfsiinin ECso degeri (%32.69)
hari¢ tiim funguslar i¢in ECso, MIC ve MFC degerleri
%40’tan biiyiik bulunmustur.

Cizelge 1. Defne ugucu yaginin bilesenleri

. Alikonma %
No Bilegenler zamani Miktar
1 alpha-Pinene 12.812 3.65
2 B-Thujene 14.056 5.44
3 f-Pinene 14.260 3.18
4 1,8-Cineole 16.078 57.03
5 y-Terpinene 16.918 0.92
6 Linalyl acetate 18.214 0.59
7 Isopulegol 20.837 0.60
8 4-Terpineol 21.238 4.20
9 a-Terpineol 21.657 2.81
10 Isobornyl formate 24.915 0.64
11 Pseudolimonen 25.886 0.66
12 Terpinyl acetate 26.935 13.35
13 Eugenol 27.230 1.64
14 Methyleugenol 28.547 3.55
15 Spathulenol 34.393 0.50
16 Bicyclo[4.3.0]nonane, 7-methylene- 34,632 1.24

2,4,4-trimethyl-2-vinyl-

Cizelge 2. Defne ugucu yaginin Fusarium oxysporum f.

sp. cepae, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani AG-4 ve Sclerotium
rolfsifnin miselyal gelismesi {izerine
toksisitesi
Konsantrasyon (puL/petri
Fungus ECso? MIC (e IV?FCC
F. oxysporum f. sp. cepae 9.84 > 40 > 40
M. phaseolina 5.28 > 40 > 40
R. solani AG-4 3.55 20 > 40
S. rolfsii 2.74 20 40

aMiselyal gelisimi 50% oraninda azaltan konsantrasyon.
dMinimum engelleyici konsantrasyon.
cMinimum fungisidal konsantrasyon.
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Cizelge 3. Defne ugucu yaginin Fusarium oxysporum f.

sp. cepae, Macrophomina phaseolina,
Rhizoctonia solani AG-4 ve Sclerotium
rolfsifnin  miselyal gelismesi {izerine

fungisidal ve fungistatik etkileri

Cizelge 4. Toprak testinde defne ugucu yaginin

Fusarium  oxysporum f. sp. cepae,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia
solani AG-4 ve Sclerotium rolfsii'nin

miselyal gelismesi lizerine etkileri

Konsantrasyon (puL/petri)
Fungus 2.5 5 10 20 40
glin  giin glin glin glin

F. oxysporum f. sp.cepae ND*  ND ND ND ND

M. phaseolina ND ND ND ND ND
R. solani AG-4 ND ND ND 2 3
S. rolfsii ND ND ND 2 MFC

*ND = belirlenemedi

Defne yagimin buhar etkisinin F. oxysporum f. sp.
cepae’'nin spor c¢imlenmesini 20 ve 40 pL/petri
konsantrasyonlarinda sirasiyla %14.25 ve 30.75
oraninda azalttigini, ancak diger ii¢c konsantrasyon
(2.5, 5 ve 10 pL/petri)’un kontrolden farksiz oldugu
belirlenmistir (P<0.05). Yagin 2.5 ve 5 pL/petri
konsantrasyonlari S. rolfsii'nin sklerot ¢cimlenmesini
sirasiyla %12.50 ve 42.50 oraninda azaltirken, 10
uL/petri ve stli  Kkonsantrasyonlar sklerot
¢imlenmesini tamamen engellemistir (P<0.05).

Yag hidrosdlinin %5, 10, 20 ve 40
konsantrasyonlar1 F. oxysporum f. sp. cepae’nin spor
¢imlenmesini hi¢ etkilemezken, S. rolfsii'nin sklerot
cimlenmesi c¢alismada kullanilan en yiiksek iki
konsantrasyonda sirasiyla %2.5 ve 7.5 oraninda
azaltmis ve bu istatiksel olarak kontrolden farklh
bulunmustur (P<0.05).

Toprak testi sonuclarina gore defne yaginin
calismada kullanilan en yiiksek konsantrasyon (40
uL/petri)’ da hem R. solani AG-4 hem de S. rolfsii'yi
tamamen  engelledigi, ancak 10  pL/petri
konsantrasyonda S. rolfsi’nin miselyal gelisimi
%93.46 oraninda engellemesine karsin, bu oranin
istatistiksel olarak yiiksek konsantrasyonlarindan
farksiz oldugu belirlenmistir (Cizelge 4) (P<0.05).
Yine benzer olarak M. phaseolina’'nin miselyal
gelisimi 40 pL/petri konsantrasyonda %95.53
oraninda engellenmis olmasina karsin, bu oran
istatistiksel olarak yukaridaki engellemelerden
farksizdir (P<0.05). Halbuki F. oxysporum cepae’nin
miselyal gelisimini en yliksek konsantrasyonda bile
%63.61 oraninda engelleyebilmistir.

Defne yag hidrosoliniin ise ¢alismada kullanilan
funguslarin hi¢ birini tamamen engelleyemedigi,
ancak etkilerinin konsantrasyona bagl olarak arttig1
gozlenmistir (Cizelge 5).

Fungus Konsantrasyon (pL/petri) Engelleme (%)
F 5 19.21 ha
’ 10 3422 g
oxysporum 20 4458 f
f. sp. cepae 40 6361 d
5 26.92 gh
M. 10 48.46 ef
phaseolina 20 72.68 ¢
40 95.53 a
5 43.60 f
R. solani 10 63.10 d
AG-4 20 86.15 b
40 100.00 a
5 54.66 e
.. 10 93.46 ab
. rolfsii 20 100.00 a
40 100.00 a

aAyni harfle gosterilen degerler arasinda Tukey-HSD P<0.05’e
gore bir fark yoktur.

Cizelge 5. Toprak testinde defne yag hidrosoéliiniin
Fusarium  oxysporum f. sp. cepae,
Macrophomina phaseolina, Rhizoctonia
solani ve Sclerotium rolfsii’'nin miselyal
gelismesi lizerine etkileri

Konsantrasyon (%

Fungus w/v) Engelleme (%)
F. oxysporum f. 10 -0.85 dr
sp. cepae 20 049 d
40 291 d
10 073 d
M. phaseolina 20 2.39 d
40 5.36 cd
10 184 d
R. solani AG-4 20 11.18 ¢
40 26.80 b
10 10.51 c
S. rolfsi 20 2044 b
40 3513 a

aAyn1 harfle gosterilen degerler arasinda Tukey-HSD P<0.05 e
gore bir fark yoktur.

Sonuglar ve Tartisma

Aromatik ve tibbi bitkilerden elde edilen ugucu
yaglarin, antibakteriyel, antifungal ve antioksidant
ozellikler gibi cesitli biyolojik aktiviteye sahip
olduklart ¢ok eski ¢aglardan beri bilinmektedir
(Baratta et al., 1998; Cosentino et al., 1999). Ucucu
yaglarin biyolojik aktiviteleri, bitki genotipi ile
belirlenen ve cografi koken, cevresel ve agronomik
kosullar gibi c¢esitli faktdrlerden biyilik olglide
etkilenen kimyasal bilesimine baghdir (Giese, 1994;
Rota et al, 2004; Yesil Celiktas et al., 2007). Bitki
ucucu yaglari esas olarak terpenoidler ve diger bazi
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disiik molekill agirhikta Dbilesikler (alifatik
hidrokarbonlar, asitler, alkol, aldehitler, fenolik
bilesikler, asiklik esterler veya laktonlar)’den olusur
(Rota et al., 2004). Ugucu yaglarin antimikrobiyal
aktivitelerini bilesimi, yapis1 ve ayrica fonksiyonel
gruplarinda yer alan bu bilesikler belirler
(Omidbeygi et al., 2007; Yesil Celiktas et al., 2007).
De Corato et al. (2010) stiperkritik karbondioksit
teknigi ile elde ettigi defne ucucu yaginda 1,8-cineole
(%24.84), linalool (%14.46), terpinil asetat
(%12.36) ve metil djenol (%10.09)’1i esas bilesenler
olarak smniflandirmislardir. Mevcut ¢alismada da
GC/MS analizlerinde defne ugucu yaglarinda 16
etken madde belirlenmis olmasina karsin, bunlardan
ozellikle 1,8-cineole (%57.03) ve terpinil asetat
(%13.35)"1n dne ¢iktig1 belirlenmistir.

Calismada defne ugucu yag ve hidrosodliiniin F.
oxysporum f. sp. cepae, M. phaeseolina, R. solani AG-4
ve S. rolfsii’'ye kars: antifungal etkileri hem in vitro
hem de toprak testleri ile arastirllmistir. In vitro'da
defne ucgucu yag (40 pL/petri) R. solani ve S.
rolfsiinin misel gelismesini tamamen engellerken,
diger iki fungusa karsi engelleyici etkileri yliksek
olmasina karsin tam engelleme gerceklesmemistir.
Ayrica defne ugucu yagmin 40 pL/petri
konsantrasyonu F. oxysporum f. sp. cepae ve M.
phaeseolina igin fungistatik ve/veya fungisidal
etkinlik gostermemesine karsin, R. solani AG-4 i¢in
fungistatik ve S. rolfsii i¢in fungisidal etkinlikte
oldugu gozlenmistir. Diger taraftan defne yag
hidros6liiniin bu doért fungusa karsi etkileri ¢ok daha
disiik olup, herhangi bir fungitoksik etki
belirlenememistir. Onceki c¢alismalarda mevcut
sonuglarla uyumlu olup, Miiller-Riebau et al. (1995)
defne yaginin 1000 pL/lt konsantrasyonda F.
moniforme, R. solani, Sclerotinia sclerotiorum ve
Phytophthora capsicinin miselyal gelismelerini
%0.0-38.3 oraninda engelleyebildigini  belirt-
mislerdir. Defne ugucu yaglarinin Aspergillus spp.,
Penicillium spp. ve Trichoderma viride'ye karsi
fungitoksik ozellik gosterdigi ve MIC ve MFC
degerlerinin g fungus i¢in de sirasiyla 40 pL/ml ve
50 pL/ml olarak belirlenmistir (Simic et al., 2004).
Baska bir ¢alismada adagayindan elde edilen hem 1,8
cineole hem de camphor ugucu yaglarinin F
oxysporum f. sp. dianthi ve F. proliferatum’a karsi
disiik bir engelleyici etki gosterirken, R. solani, S.
sclerotiorum ve Fusarium solani f. sp. cucurbitae’ye
kars1 daha ytiksek bir engelleyici etki gosterdiklerini,
ancak her iki etken maddenin test edilen en yiiksek
konsantrasyon (500 upL/Lt)’da bile funguslarin

hicbiri icin fungistatik bir etki gostermedigi rapor
edilmistir (Pitarokili et al, 2003). Tirkélmez ve
Soylu (2014) 1,8 cineole’iin S. rolfsii, R. solani ve M.
phaseolina igin g farkli konsantrasyon (1500, 2010
ve 3000 pg/mL)unun fungus misel gelisimini
sirasiyla %44.1, 81 ve 100 oraninda azalttigini tespit
etmislerdir. Ayrica aym ¢alismada kekik, rezene ve
defne yaglarimin ugucu fazlarinin S. rolfsii, R. solani ve
M. phaseolina’'ya karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir. Fusarium oxysporum f. sp.
radicis-cucumerinum’un misel gelisimine kars: kekik,
rezene, karabas kekigi, defne ve yaban mersini ugucu
yaglarinin fungitoksik oldugu ve ECso
konsantrasyonlarinin sirasiyla 0.013, 0.07, 0.20, 0.34
ve 0.6 mg/mL oldugu rapor edilmistir (Soylu and
Incekara, 2017). Boyraz and Ozcan (2005) biberiye,
kimyon, feslegen, geyik otu ve sar1 ¢ortiik otlarinin
hidrosoéllerinin ¢alismada kullandiklart en yiiksek
konsantrasyonda (%15, v/v) Fusarium oxysporum f.
sp. tulipae'nin misel gelismesini %18.82-89.41
arasinda degisen oranlarda engelleyebildigini, ote
yandan geyik otu ve sar1 ¢ortiik otunun R. solani'nin
misel gelismesini tamamen engellerken, biberiye ve
kimyonun sirasiyla %7.8 ve %39.64 oraninda
engelleyebildigini, fakat feslegenin hi¢bir engelleyici
etki gdstermedigini rapor etmislerdir.

Mevcut calismada, defne yag1 F. oxysporum f. sp.
cepae’nin spor ¢cimlenmesini denemede kullanilan en
yliksek konsantrasyonda bile nispeten azaltmasina
karsin, daha diisiik konsantrasyonlarda S. rolfsii'nin
sklerot ¢cimlenmesini tamamen engellemistir. Ayrica
defne yag hidros6li spor ¢imlenmesini hig
etkilemezken, sklerot ¢imlenmesi lizerine ¢ok smirli
bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Daha 6nceki
calismalarda, Soylu et al. (2006) Phytophthora
infestans’a karsi kekik, lavanta, biberiye, rezene ve
defne bitki ucucu yaglarinin buhar fazinin degme
fazina oranla daha yiiksek diizeyde etkinlik
gosterdigini  ve  fungusun  sporangiumlarinin
cimlenmesini engelledigini bildirmislerdir. Kose
(2007) Alternaria alternata, Aspergillus niger,
Botrytis cinerea ve Penicillium digitatum’un spor
cimlenmesi iizerine bazi kekik cesitleri (Ak kekik,
Suriye kekigi, karabas kekik), karabas lavanta,
rezene ve defne ugucu yaglarinin buhar ve degme
etkilerini arastirdigi1 ¢calismada, defne ugucu yaginin
yaglar arasinda funguslara karsi en diisiik antifungal
etkinlige sahip oldugunu belirlemistir. Ayni
calismada defne ugucu yagimin buhar etkinligi
denemelerinde tiim funguslarin spor ¢imlenmelerini
sirasiyla 160, 60, 60 ve 120 pg/mL
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konsantrasyolarda tamamen engellemesine karsin,
aynt yagin degme etkinligi denemelerinde A.
alternata ve B. cinerea’y1 sirasiyla 2960 ve 3600
pg/mL konsantrasyonda engellerken, P. digitatum ve

A.  niger sporlarinin ¢imlenmesini ¢alismada
kullanilan en yiliksek konsantrasyon (3920
pg/mL)’'da  dahi  tamamen  engelleyemedigi
bildirilmistir.

Calismada toprak testlerinde defne ugucu yagi M.
phaeseolina, R. solani AG-4 ve S. rolfsii'nin miselyal
gelismelerini ya kuvvetli bir sekilde engellemis ya da
tamamen engellemis, fakat calismada kullanilan en
yliksek konsantrasyonda bile F. oxysporum f. sp.
cepae’nin misel gelisimini tamamen
durduramamistir. Ayrica defne yag hidrosolii
funguslar ilizerine ¢ok daha =zayif etkiler
gostermislerdir.  Halbuki, geyik otunun yag
hidroséliiniin %15’lik konsantrasyonunun
Alternaria mali ve B. cinerea’nin misel gelisimini
tamamen engelledigi rapor edilmistir (Boyraz and
Ozcan, 2006). Soylu et al. (2007) origanum ve rezene
ucucu yaglarinin S. sclerotiorum’a kars1 etkinliginin
in vitro ve in vivo kosullarda arastirdiklar1 bir
calismada, bu yaglarin buhar fazinin degme fazina
oranla daha yiiksek diizeyde etkinlik gdsterdigi,
dahasi topraga uygulanan ugucu yaglarin fungus
hiflerinde olduk¢a 6nemli morfolojik bozulmalara
neden oldugunu ve ayni zamanda fungus
sklerotlarini da o6ldirdiagini tespit etmislerdir.
Arastiricilar  ayrica, ug¢ucu yagin  topraga
uygulanmasi ile hastalik ¢ikisinin da %53-70
oraninda engelledigini belirlemislerdir.

Bu ¢alismada hem in vitro hem de toprak testlerinde
defne ugucu yaginin F. oxysporum f. sp. cepae, M.
phaeseolina, R. solani AG-4 ve S. rolfsii’ye kars1 defne
yag hidroséliinden daha etkili oldugu belirlenmistir.
Ozellikle miicadelesi zor olan toprak koékenli
patojenlere karsi sentetik fungusitlere alternatif
olarak kullanilabilecek insan ve c¢evre saghgi
acisindan giivenli olarak kabul edilen defne ve diger
bitkisel ucucu yaglarin etkinliklerinin daha detayl
arastirilmasi gerekir.
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