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Abstract

This study aims to evaluate the antifungal effect of the essential oil of Heracleum platytaenium, an endemic plant
of Turkey, against the phytopathogenic fungus Alternaria alternata. Fungus is a widespread fungal pathogen that
causes significant economic losses in agricultural production. Due to the adverse environmental and health effects
of chemical fungicides, the search for natural antifungal agents has gained increasing importance.

The antifungal activity of H. platytaenium essential oil obtained in different years was tested under in vitro
conditions. The essential oils were applied at different concentrations (5, 10, and 20 pL) and examined for their
effects on A. alternata mycelial growth on Potato Dextrose Agar (PDA) medium. The findings revealed that the
essential oil inhibited fungal growth in a dose-dependent manner. The highest inhibition rate was observed at a 20
puL concentration, with the 2021 essential oil achieving up to 86.6% inhibition. These results suggest that the
antifungal activity of the essential oil may vary depending on the extraction year.

In conclusion, the essential oil of H. platytaenium appears to be a promising natural antifungal agent against A.
alternata. However, further studies are needed to explore its chemical composition, mode of action, and efficacy
against different pathogens. Future research should focus on its potential use as a biofungicide in agricultural
production.
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Ozet

Calisma, Tirkiye’nin endemik bitkileri arasinda yer alan olan Heracleum platytaenium ugucu yagmin Alternaria
alternata adl fitopatojen fungus iizerindeki antifungal etkisini degerlendirmeyi amacglamaktadir. 4. alternata,
tarimsal iiretimde 6nemli ekonomik kayiplara yol agan yaygin bir fungal patojendir. Kimyasal fungisitlerin ¢evreye
ve insan sagligina olumsuz etkileri nedeniyle, dogal antifungal ajanlarin arastirilmasi giderek 6nem kazanmaktadir.
Arastirmada, farkli yillarda elde edilen H. platytaenium tiiriiniin meyveugucu yaglarmin antifungal etkinligi in
vitro kosullarda test edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (5, 10 ve 20 pL) uygulanan ugucu yaglar, Patates
Dekstroz Agar (PDA) ortaminda A. alfernata’nin miselyal gelisimi tizerindeki etkileri agisindan incelenmistir.
Bulgular, ugucu yagm doza bagl olarak fungal gelisimi baskiladigini gostermistir. En yiiksek inhibisyon orani 20
pL konsantrasyonunda gozlemlenmis olup, 2021 yilina ait ugucu yag %86,6'ya varan inhibisyon saglamistir. Bu
sonuclar, ucucu yagin antifungal aktivitesinin ekstraksiyon yilina bagl olarak degisebilecegini ortaya koymustur.
Sonug olarak, H. platytaenium ugucu yagi, A. alternata’ya karst umut vadeden bir dogal antifungal ajan olarak
degerlendirilebilir. Ancak, bilesen profili, etkinlik mekanizmalar1 ve farkli patojenlere kars1 genis kapsamli testler
ile desteklenmesi gerekmektedir. Gelecekteki arastirmalar, tarimsal iiretimde biyofungisit olarak kullanimi igin
daha kapsamli incelemeleri igermelidir.

Anahtar Kelimeler:Heracleum platytaenium, Esansiyel yag, Antifungal aktivite, Alternaria alternata
Giris

Bitki hastaliklari, tarimsal tiretimde onemli ekonomik kayiplara neden olan baslica faktorlerden biridir. Sentetik
fungisitlerin yaygin kullanimi, ¢cevre ve insan sagligi iizerindeki olumsuz etkileri nedeniyle giderek daha fazla
endise yaratmaktadir (Damalas ve Eleftherohorinos, 2011). Bu baglamda, dogal ve ¢evre dostu alternatifler
bulmak, stirdiiriilebilir tarim uygulamalar1 i¢in kritik oneme sahiptir. Son yillarda, bitki kokenli bilesiklerin
antifungal 6zellikleri tizerine yapilan arastirmalar, umut verici sonuglar ortaya koymaktadir (Firuzi ve ark., 2010).
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Heracleum cinsi, Apiaceae familyasina ait olup, diinya genelinde yaklagik 125 tiirii icermektedir (Pimenov ve
Leonov, 2004). Bu cinsin tiyeleri, geleneksel tipta (antioksidan) ve gida endiistrisinde kullanimlarinin yani sira,
antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle de dikkat cekmektedir (Bahadori ve ark., 2016).

Bir ¢alismada, Heracleum tiirlerine ait meyvelerden elde edilen ugucu yaglar GC ve GC/MS ile analiz edilmistir.
Ana bilesen oktil asetat olup, H. platytaenium yaginda ayrica oktil biitirat da belirlenmistir. Ugucu yaglar Candida
glabrata'ya kars1 giiglii antikandidal etki gostermistir (Iscan ve ark., 2004). Heracleum platytaenium, Tiirkiye'nin
endemik tiirlerinden biri olarak, fitopatoloji alaninda potansiyel bir kaynak olarak 6ne ¢ikmaktadir (Akcin ve ark.,
2013). H. platytaenium'un kimyasal kompozisyonu ve biyolojik aktivitesi ¢esitli aragtirmalarin ¢alisma konusu
olmustur. Kilig ve ark. (2016), H. platytaenium kok ugucu yaginin 70 bilesenden olusmakta oldugunu ve ana
bilesenler p-simen (%33,9), terpinolen (%14,3), y-terpinen (%7,1), elemisin (%3,1) ve miristisin (%2,9) olarak
belirlendigini rapor etmistir.

Bitki patojenleri, tarimsal triinlerde 6nemli verim kayiplarina neden olmaktadir (Strange ve Scott, 2005).
Alternaria alternata gibi yaygin fungal patojenler, ¢esitli bitki tiirlerini etkileyerek ciddi ekonomik zararlara yol
acmaktadir (Thomma, 2003). H. platytaenium'un antifungal 6zellikleri, bu tiir patojenlere karst dogal bir kontrol
ajan1 olarak kullanilma potansiyelini diisiindiirmektedir. Mevcut literatiir, H. platytaenium'un fitopatolojideki
potansiyel kullanimina dair umut verici isaretler sunmaktadir. Ancak, bu alanda daha fazla arastirmaya ihtiyag
vardir ve bitki patojeni funguslarla iliskili ¢alismalar eksik ve yetersizdir. Ozellikle, bitkinin spesifik bitki
patojenleri iizerindeki etkilerinin detayli olarak incelenmesi, ugucu yagin aktif bilesenlerinin belirlenmesi ve in
vivo kosullarda etkinliginin degerlendirilmesi gerekmektedir (Isman, 2000; Bakkali ve ark., 2008).

Bu arastirma, H. platytaenium'un farkli yillarda elde ekstrakte edilen ugucu yaglarin zirai iiretimde ekonomik
kayiplara yol agan 4. alternata’ya karsi fitopatolojideki potansiyel kullanimini ele almay1, aragtirma bosluklarini
belirlemeyi ve gelecekteki calismalar i¢in yon gostermeyi amaglamaktadir. Bitkinin antifungal 6zelliklerinin daha
iyi anlasilmasi, siirdiiriilebilir tarim uygulamalarina katkida bulunabilir ve yeni, ¢evre dostu bitki koruma
stratejilerinin gelistirilmesine onciilitk edebilir.

Materyal ve Yontem

Ugucu Yag ve Test Fungusu

Bu ¢alismada kullanilan H. platytaenium bitkisinin ugucu yag: Isparta Uygulamali Bilimler Universitesi, Ziraat
Fakiiltesi Deneme alanlarinda yetistirilmistir. Tiriin 100 gr meyveleri 6giitiildiikten sonra 3 saat boyunca
hidrodistilasyona tabi tutulmustur. temin edilmistir. Arastirmada test edilen Alternaria alterna Bingdl Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Fitopatoloji Laboratuvari'ndaki fungus koleksiyonundan elde edilmistir.

Besiyeri Hazirhg

Fungal izolatin saflastirilmasi ve cogaltilmas: amaciyla Patates Dekstroz Agar (PDA) besiyeri ve distile su
kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri, 121.1°C'de 15 dakika boyunca otoklavda sterilize edildikten sonra steril petri
kaplarina aktarilmistir. Hazirlanan besiyerleri hem 6n kiiltiir elde edilmesi hem de uygulama gruplari i¢in zemin
olusturmustur. Uygulama gruplarina ugucu yagin farkli konsantrasyonlar ilave edilmistir (5 pl, 10 pl, 20 pl) ve
steril pipet ucu ile homojen bir sekilde karistirilmastir.

Fungal izolatin Hazirlanmasi

Fungal izolatlar, hazirlanan 90 mm'lik petri kaplarindaki besiyeri iizerine yerlestirilerek optimum sicaklik ve nem
kosullarinda 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.

Antifungal Aktivite Testi

Inokiilasyona hazir A. alternata petrilerinden 8 mm capindaki fungal diskler steril bir fungus delici yardimiyla
almarak PDA ortaminin merkezine inokiile edilmistir. Funguslarin gelisimi, petri kaplarini tamamen kaplayacak
sekilde inkiibasyona birakilmistir. Denemeler ii¢ tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir. Ayrica, ¢calismada pozitif
(nistatin) ve negatif kontrol (ugucu yag icermeyen) gruplari kullanilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda fungal koloni ¢aplar1 &lgiilerek elde edilen veriler dogrultusunda soliisyonlarmn
antifungal etkinligi hesaplanmistir (Benjilali ve ark. 1984). Hesaplama agamasinda, baslangicta yerlestirilen 8 mm
capindaki fungal diskler degerlendirmeye dahil edilmemistir. Soliisyonlarin antifungal etkisi, Deans ve Svoboda
(1990) tarafindan belirtilen % inhibisyon formiilii kullanilarak belirlenmistir:

Inhibisyon (%) = (gc - gt) / gc x 100(gc: kontrol gruplarindaki miselyal bilyiime ¢ap1, gt: ugucu yag uygulanmis
ortamdaki miselyal biiyiime capt).

Istatistiki Analiz

Farkl yillar ve dozlardan elde edilen veriler tesadiif parselleri deneme deseninde 3 tekrarli olarak faktoriyel
diizenlemeye gore SAS (2009) istatistik paket programimnda GLM prosediirii kullanilarak standart varyans analizi
tekniginde (ANOVA) analiz edilmis ve ortalamalar arasindaki farkliliklar LSD ¢oklu karsilagtirma testine gore
belirlenmistir.

Bulgular ve Tartisma
Esansiyel yaglarin fitopatojen funguslara kars1 etkinligi, son yillarda bitki hastaliklarinin kontroliinde dogal ve
cevre dostu alternatifler arayis1 nedeniyle yogun bir sekilde arastirilmaktadir (Sernaité ve ark., 2020). Bu yaglar,
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kompleks kimyasal yapilari ve cesitli biyoaktif bilesenleri sayesinde genis spektrumlu antifungal aktivite
gostermektedir. Ornegin, dereotu (dnethum graveolens L.) tohum yag1, Aspergillus flavus iizerinde antifungal etki
gostermistir. Ugucu yag, ergosterol sentezini inhibe ederek plazma membraninda hasara neden olmus ve hiicre
morfolojisini degistirmistir. Ayrica, mitokondriyal membran potansiyelini (MMP) artirmis, ATPaz ve
dehidrojenaz aktivitelerini azaltmis ve glikoz kaynakli pH diisiisiinii engellemistir. Bu mitokondriyal disfonksiyon,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) birikimine yol agarak hiicre canliligimi azaltmistir. L-sistein eklenmesiyle ROS
etkisinin 6nlenmesi, ROS’un antifungal mekanizmadaki dnemli roliinii dogrulamaktadir (Tian ve ark., 2011)..
Esansiyel yaglarin antifungal etki mekanizmalar1 arasinda hiicre zar1 biitiinliigliniin bozulmasi, hiicre i¢i pH'nin
degismesi ve ATP iiretiminin engellenmesi yer almaktadir (Prakash ve ark., 2012). Bununla birlikte, esansiyel
yaglarin etkinligi hedef patojene gore degisiklik gosterebilmektedir (Kishore ve ark., 2007). Sonug olarak,
esansiyel yaglar, sentetik fungisitlere alternatif olarak stirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda kullanilabilecek dogal
antifungal ajanlar olarak 6ne ¢ikmaktadir.

Ugucu yaglar farkl: fitopatojen mikroorganizmalar iizerine gelisimi engelleyici etkiye sahiptir. Cok sayida ¢alisma
bitki hastaliklarinin kontroliinde kimyasal ilaglara gore ¢cevre dostu organik kaynaklar olmalarindan dolay1 ugucu
yaglarin kullanimina odaklanmustir. Ogrek otu da giiclii antifungal etkiye sahip bitkisel kaynaklardan biridir. Bagka
bir calismada, Tiirkiye’de yetisen H. platytaenium Boiss. tiirliniin havai kisimlarindan (gévde, yaprak, cigek ve
meyve gibi toprak iistiinde bulunan boliimleri) elde edilen ugucu yagin bilesimi GC-MS yontemiyle belirlenmistir.
Ugucu yagin %95,24"inii olusturan 22 bilesen tespit edilmistir. Yagin ana bilesenleri oktil asetat (%85,53), oktil
hekzanoat (%3,06), (Z)-4-oktenil asetat (%1,60) ve oktil oktanoat (%1,24) olarak bulunmustur. Bu ¢alismada,
ayrica, H. platytaenium ugucu yaginin ¢esitli maya ve bakteri tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon
yontemi kullanilarak arastirilmistir. Ekstrakt, Candida glabrata iizerinde 12-32 mm arasinda degisen inhibisyon
zonlari ile giiclii bir antimikrobiyal aktivite gostermistir. Buna karsin, test edilen tiim bakterilerin biiyiimesi
ekstrakttan etkilenmemistir. Sonug olarak, bu calisma H. platytaenium ugucu yaginin dogal bir antikandidal
kaynak olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir (Akcin ve ark., 2013).

Bagka bir calismada H. platytaenium ugucu yagmin gesitli bitki patojenleri iizerindeki antifungal etkileri
arastirllmistir. Yapilan bilesen analizi sonucunda, ugucu yagin 12 farkli bilesen igerdigi belirlenmis olup, ana
bilesenler myristicin (%27.47) ve octyl acetate (%25.10) olarak tespit edilmistir. Deneyler sonucunda, 10 pl ugucu
yagin Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani ve Sclerotinia sclerotiorum tiirlerinin bilyiimesini tamamen inhibe
ettigi gorillmiistiir. Cesitli patojenler i¢in etkili konsantrasyon (LC90) degerleri belirlenmistir. Caligmada, bu yagin
bitki hastaliklariyla miicadelede dogal bir alternatif olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir
(Bayan ve ark., 2016).

Bu calismada, 6grek otu ugucu yaginin Alternaria alternata’ya karsi antifungal etkisi, ekstraksiyon yilma bagh
olarak degerlendirilmistir. Tablo 1’de sunulan verilere gore, ugucu yagin farkli konsantrasyonlar1 fungusun
miseliyal gelisimini baskilamis ve artan dozlarla birlikte inhibisyon oranlarinda belirgin bir artig gézlenmistir.
Ozellikle 20 pL dozu, her iki ekstraksiyon yilinda da en yiiksek inhibisyon oranlarini saglamis olup, 2022 yilina
ait ugucu yag %76,6 - %75,5 oranlarinda inhibisyon gosterirken, 2021 yilna ait yag %77,7 - %86,6 arasinda
degisen oranlarda antifungal etki sergilemistir. Bu durum, ugucu yagin biyolojik aktivitesinin ekstraksiyon yilina
bagl olarak degisebilecegini ve farkli yillarda elde edilen Orneklerde bilesen miktarlarinin farklilik
gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde bu ugucu yag {iizerine yapilmis neredeyse higbir calisma
bulunmadigindan, bu ¢alismamizin 6zgiin ve giincel oldugunu gostermektedir.

Dabha diisiik konsantrasyonlarda (5 puL ve 10 pL) ise inhibisyon etkisinin belirgin oldugu ancak maksimum diizeye
ulagsmadigt gortilmistiir. 5 pL. dozunda %27,7 - %35,5, 10 uL dozunda ise %31,1 - %62,2 arasinda degisen
inhibisyon degerleri kaydedilmistir. Bu bulgular, doz bagiml bir antifungal etkinin varligini ortaya koymakta ve
ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda ugucu yagim giiglii bir biyofungisit olabilecegini desteklemektedir. Caligma
kapsaminda elde edilen veriler Tablo 1 ve Tablo 2°de sunulmustur.

Tiirtin farkli yillarda ve dozlarda uygulanan ugucu yagi ile dozxyil interaksiyonu A. alfernata’ya karsi antifungal
etkisi istatiksel olarak (p<0.01) dnemli bulunmustur (Tablo 1).

Tablo 1. Ekstraksiyon yilina bagl olarak elde edilen H. platytaenium ugucu yaginin antifungal aktivitesine ait
varyans analiz sonuglari

Varyasyon Serbestlik derecesi Kareler toplami Kareler F degeri
kaynaklari ortalamasi

Yil 1 202.8 202.8 30.88**
Doz 4 25647.2 6411.8 976.42%*
Y1l x Doz 4 460.53 115.13 17.53**
Hata 20 131.3 6.67

Genel 29

Cv 5.1
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H. platytaenium tirtiniin 2021 y1li meyvelerinden elde edilen ugucu yagi 47.5 mm inhibisyon ¢apina sahip olurken
2022 yilinda elde edilen yagi 52.7 mm ¢apa sahip olmustur. Farkli dozlarda uygulanan H. platytaenium ugucu
yaginda en diisiik antifungal etki 5 uL uygulamasinda 69.7 mm olurken doz artisina bagh olarak antifungal etki
artarak 20 uL uygulamasinda 29.3 mm olarak belirlenmistir.

Tablo 2. Ekstraksiyon yilina bagl olarak elde edilen H. platytaenium ugucu yagmin antifungal aktivitesini
gosteren miseliyal dl¢iimler

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol 5pL 10 nL 20 pLL Ortalama
2021 90 a 8.0f 68.7b 44.7d 26.0¢ 47.5B
2022 90 a 8.0f 70.1 be 653 ¢ 293 e 52.7A
Ortalama 90 A 8E 69.7C 55.0C 27.7D
Lsdy:1.95  Lsdgo.: 3.09 Lsdyuixdoz: 4.58

Ek olarak, farkli ekstraksiyon yillarina ait ugucu yaglar karsilastirildiginda, 2021 yilina ait rneklerin inhibisyon
etkisinin genel olarak daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu farklilik, ugucu yagin kimyasal bilesiminin ¢evresel
faktorlerden, hasat zamanindan veya depolama kosullarindan etkilenebilecegini gostermektedir. Ugucu yagin ana
bilesenleri arasinda bulunan n-oktil asetat, apiyol ve elemisin gibi fitokimyasal bilesiklerin antifungal etkiye
katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir (Kilig ve ark., 2016; Karan ve Gence, 2018).

Sonug olarak, H. platytaenium ugucu yagi, A. alternata’nin misel gelisimini baskilayarak bitki hastaliklariyla
biyolojik miicadelede alternatif bir antifungal ajan olarak degerlendirilebilir. Ancak, bilesen profili ve etkinligi
tizerinde ekstraksiyon yili, ¢evresel faktorler ve doz gibi degiskenlerin etkili oldugu goriilmektedir. Gelecekteki
calismalar, bu faktorlerin ugucu yagin antifungal aktivitesi tizerindeki etkilerini daha detayl incelemeli ve farkli
patojen tiirleri ile genisletilmelidir.
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