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OZET

TURUNCGILLERDE EKSI CURUKLUK HASTALIGI ETMENI Geotrichum
citri-aurantii’ YE KARSI ISOTHIOCYANATE BILESIKLERININ
ANTIFUNGAL ETKIiLERIi

Bu calismada, turunggillerde derim sonrasi eksi clriikliik hastaligi etmeni
Geotrichum citri-aurantii’ye karsi isothiocyanate (ITC) bilesiklerinin antifungal etkileri
arastirtlmistir. Calisma in vitro ve yari in vivo seklinde iki asamali olarak yiiriitiilmiistiir.
In vitro ¢alismalarinda, G. citri-aurantii’nin misel gelisimi ve arthrokonidi ¢imlenmesi
tizerine farkli ITC bilesiklerinin (methyl, allyl, butyl, ethyl, benzyl ve 2-phenylethyl ITC)
buhar fazinda etkileri incelenmistir. G. citri-aurantii’nin misel gelisimini benzyl, methyl,
allyl ve ethyl ITC sirasiyla 0,06, 0,08, 0,10 ve 0,10 ul/L konsantrasyonlarinda %100
oraninda engellemistir. ITC bilesiklerinden methyl, allyl, ethyl ve benzyl ITC’1n misel
gelisimini tamamen durduran konsantrasyonlarinda fungistatik etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. G. citri-aurantii’nin arthrokonidi ¢imlenmesini benzyl, methyl, allyl ve ethyl
ITC sirasiyla 0,05, 0,07, 0,07 ve 0,07 pl/L konsantrasyonlarinda %2100 oraninda
engellemistir. Fungus hiflerinde yapilan mikroskobik incelemelerde ITC bilesiklerinin
tamamen engellemeyi saglayan konsantrasyonlarinda fungus miselleri {izerinde oldukca
siddetli morfolojik bozulmalara neden oldugu gozlenmistir. Saglikli hif kalinlig1 yaklasik
7,5-10 um ¢apinda iken, ITC uygulamasina maruz kalmis hiflerde hif kalinliginin
ortalama 5-7 pum g¢apinda oldugu belirlenmistir. Yari in vivo kosullarda G. citri-
aurantii’nin neden oldugu eksi ¢iiriikliigiin ortalama lezyon alanini ethyl, methyl ve allyl
ITC bilesikleri sirasiyla 8,0, 12,0 ve 12,0 ul/L konsantrasyonlarinda %100 oraninda
engellemistir.

2015, 54 sayfa

Anahtar Kelimeler: Turunggil, Geotrichum citri-aurantii, saf ITC bilesikleri, antifungal
etki



ABSTRACT

ANTIFUNGAL ACTIVITIES OF ISOTHIOCYANATE COMPOUNDS
AGAINST Geotrichum citri-aurantii,
THE CAUSAL AGENT OF CITRUS SOUR ROT

In this study, antifungal effects of isothiocyanate (ITC) compounds were investigated
against postharvest citrus sour rot disease agent Geotrichum citri-aurantii. The study was
conducted as two stages in vitro and semi-commercial conditions. In vitro studies, the
vapor phases of different ITC compounds (methyl, allyl, butyl, ethyl, benzyl and 2-
phenylethyl ITC) were examined their effects on arthroconidia germination and mycelial
growth of G. citri-aurantii. Mycelial growth of G. citri-aurantii was inhibited in 100%
level by benzyl, methyl, allyl and ethyl ITC at concentrations of 0,06, 0,08, 0,10 and 0,10
ul/L, respectively. ITC compounds, methyl, allyl, ethyl and benzyl ITC at the
concentrations where complete mycelial growth was observed were determined to have
fungistatic effect. Arthroconidia germination of G. citri-aurantii was inhibited in 100%
level by benzyl, methyl, allyl and ethyl ITC at concentrations of 0,05, 0,07, 0,07 and 0,07
ul/L, respectively. Light microscopic observations revealed that the ITC compounds at
the completely inhibiting concentrations caused considerable morphological
degenerations on the fungal hyphae. While the thickness of healthy hyphae were
approximately 7,5-10 um diameter, the thickness of hyphae in hyphae exposed to ITC
application were determined being average 5-7 um diameter. In semi-commercial
conditions, average lesion area of sour rot caused G. citri-arantii was inhibited in 100%
level by ethyl, methyl and allyl ITC compounds at concentrations of 8,0, 12,0 and 12,0
ul/L, respectively.

2015, 54 pages
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1. GIRIS

Turunggiller; portakal, limon, mandarin, altintop, bergamot ve turung gibi
ekonomik degeri yiiksek olan Citrus tiirlerini i¢ine alan bir bitki toplulugudur. Bu
bitkilerin meyvelerinin taze olarak tiikketiminin yaninda; meyve suyu, konsantre, recel ve
marmelat olarak islenebildigi gibi meyve kabuklarindan, yapraklarindan veya
ciceklerinden parfiimeride koku vermekte kullanilan ugucu yaglar da elde edilmektedir
(Anonim, 2006).

Turunggiller Arap yarimadasinin dogusundan, Filipinler’in dogusuna ve
Himalayalar ile Hindistan’dan, Avustralya’ya kadar uzanan genis bir cografyada
yetistiriliyor olmasima ragmen, asil anavatani Giineydogu Asya’dir. Bu bolgede Cin
kiyilari, Giineydogu Cin (Tayland, Vietnam, Kambogya, Malezya) ile Cin’in giiney
kiyilar1 ve Sar1 Irmak vadisi igleri yer almaktadir (Anonim, 2012).

Turunggiller yaklasik 100 milyon ton ile diinyada en fazla iiretilen meyve grubudur
(Anonim, 2010). Diinya tiretiminin %57’si portakal, %23’{i mandarin, %11°i limon, %4’

altintop ve kalan kisim diger turunggillerdir (Sekil 1.1).

=

-

= Portakal = Mandarin = Limon = Altintop = Diger

Sekil 1.1. Diinya turunggil tiretiminin tiir diizeyinde dagilim oranlari (%).

Ulkemiz yaklasik 3 milyon ton iiretim ile Akdeniz iilkeleri igerisinde énemli bir
tiretici konumundadir. Bu iiretim ayn1 zamanda diinya turunggil iiretiminin %2,7’sini

olusturmaktadir. Turunggil liretimimizin %48’1 portakal, %251 mandarin, %20’si limon



ve %6’s1 alttoptur (Sekil 1.2). Ulkemiz turunggil ihracati yaklasik 1 milyon ton olup,
bu miktarin %30’u limon, %30’u mandarin, %?23’li portakal ve %16’s1 altintoptur

(Anonim, 2013).

= Portakal = Mandarin = Limon = Altintop

Sekil 1.2. Tiirkiye turunggil iiretiminin tiir diizeyinde dagilim oranlar1 (%).

Turunggiller iilkemizde en fazla Akdeniz, Ege ve kismen de Dogu Karadeniz
bolgelerinde yetistirilmektedir. Tiirkiye’deki toplam tiretimin %70’1 Akdeniz bolgesinde
gerceklestirilmektedir. Altintop ve limonun %901, portakal ve mandarinin %60°1 bu
bolgede yetistirilmektedir. Mersin limon tiretiminde ilk sirada iken Adana ve Hatay’da
en fazla portakal iiretimi yapilmaktadir. Adana, altintop ve mandarin iiretiminde birinci
siradadir. Antalya, Tirkiye turunggil liretimindeki %20’lik pay1 ile ikinci biiyiik tiretim
bolgesidir. Antalya’da en ¢ok portakal iiretilmekte olup, lilkemiz portakal {iretimindeki
pay1 %30’dur. Ege bdlgesinde izmir iiretimde 6ne ¢ikmakta olup, toplam iiretimin %35’ini
karsilamaktadir (Anonim, 2006).

Ekolojik kosullarin uygunlugu tilkemizde bircok meyve ve sebze tiir ve ¢esidinin
ticari olarak yetistirebilmesine olanak saglamasina ragmen derim, tasima, muhafaza ve
pazarlama sirasinda yapilan bir takim hatalar ve bilgi eksiklikleri nedeniyle iiretimimiz
onemli kayiplara ugramaktadir. Meyve ve sebzelerde meydana gelen kayiplarin evreler
itibariyle incelenmesinde, derim sirasinda %4-12, tasima sirasinda %2-8, pazara hazirlik
evresinde %5-15, depolamada %3-10, tiiketici evresinde %1-5 olmak tizere toplam %15-

50 oldugu bildirilmistir. Gelismis lilkelerde derim sonrasi iirlin kayip oranit %5-25



arasinda meydana gelirken, gelismekte olan {ilkelerde bu oran %?20-50 arasinda
degismektedir (Ozdemir ve ark., 2009).

Derim sonrasi meyve ve sebzelerde en biiyiikk kayiplar, fungal kaynakli
organizmalar tarafindan olusturulan ¢iiriikliiklerle ortaya c¢ikmaktadir. Bunlar,
turunggillerde 6nemli zararlar yapan, kaliteyi diigiiren ve genellikle raf dmriinii kisaltan
hastalik etmenleridir (Yildiz ve ark., 2002). Turunggillerde derim sonrasi bozulmalarin
ana nedeni olarak goriilen ¢ilirlimeler; yesil kiif Penicillium digitatum (Pers.:Fr.) Sacc.,
mavi kif Penicillium italicum (Wehmer) ve eksi ¢iiriiklik Geotrichum citri-aurantii
(Ferraris) E.E. Butler (Telemorf evresi Galactomyces citri-aurantii E.E. Butler)
funguslar tarafindan olusturulmaktadir.

Eksi ¢tiriikliik hastaligi turuncgil bahgelerinde yaygin bir sekilde bulunan toprak
kokenli bir patojen olan Geotrichum citri-aurantii tarafindan meydana gelmektedir.
Ascomycotina takiminin Saccharomycetes sinifina ait olan etmenin arthrokonidileri
meyve yiizeylerine rlizgar veya yagmur si¢ratmasiyla bulasarak enfeksiyon
olusturmaktadir (Sekil 1.3). Ayrica fungus en fazla enfeksiyonu yere yakin bulunan ve
yarali meyvelerde meydana getirmektedir. Yere dokiilen meyveler toprakla temas
etmesinden dolayi siddetli enfeksiyon i¢in uygundur. Ayni zamanda bir sonraki yil i¢in
onemli bir inokulum kaynagi olusturmaktadir. Patojen meyveye bocekler ya da mekanik

yollarla agilan yaralardan giris yapabilmektedir (Brown, 2011).

Sekil 1.3. Geotrichum citri-aurantii’nin PDA besi ortamindaki koloni gelisimi (A), hif

ve arthrokonidilerin mikroskobik goriiniimii (B).



Meyveler olgunlastikea eksi ¢iiriikliige kars1 daha hassas olurlar. Meyve kabugunun
yiikksek miktarda nem igermesi ve sulamadan veya yagislardan sonra sabahin erken
saatlerinde meyve deriminin yapilmasi hastaligin olusumunda etkilidir. Hastalik tangerin,
tangelo, tangor ve ge¢ sezon altintop meyvelerinde daha sik bir sekilde goriilmektedir.
Hastalik sicak, sisli sonbahar ve kis giinlerinde hizli bir sekilde gelisir (Brown, 2011).

Hastalik etmeniyle bulasik bahce topragi, meyve paletleri, yikama firgalar1 ve
paketleme hattindaki diger ekipmanlar patojenin saglikli meyvelere bulagmasinda
etkilidir. Ciirlimiis ve yumusak dokularda bulunan miselyum ve arthrokonidiler hastaligin
enfekteli meyveden saglikli meyvelere bulasmasini saglar. Eksi c¢iiriikligin en
karakteristik 6zelligi olan eksi koku meyve sineklerini ¢ekerek fungusun diger saglikli
meyvelere yayillmasina neden olur (Brown, 2011).

Eksi ctirikliigiin ilk belirtileri yesil ve mavi kiif ¢iiriikliiklerine benzerdir. Lezyon
ilk basta suya batirilmis, agik-koyu sar1 ve hafif bir sekilde kabarmig goriintimdedir (Sekil
1.4). Kiitikula, epidermisten Penicillium tiirleri tarafindan olusturulan lezyonlara gore
daha kolay bir sekilde ayrilir. Yiiksek nispi nemlerde lezyon bu maya ile kaplanabilir.
Fungus meyvenin renginin acilmasina ve slimiiksii, sulu bir kitle halinde par¢alanmasina
neden olur. Eksi ¢iirtikliik siklikla yesil kiif ile iligkilidir ve yesil kiifiin varlig1 hastaligin
gelisimini tesvik eder (Brown, 2011).

Sekil 1.4. Eksi ¢iiriikliik hastaliginin limon (A) ve mandarin (B) meyvesindeki

goriunuimul.

Eksi ¢iiriikliik, yaralanmalar1 en aza indirmek i¢in meyvelerin dikkatli bir sekilde

derimlerinin saglanmasi ve meyvenin toprakla temasmnin Onlenmesiyle azaltilabilir.



Derimin geciktirilmesi yaralanmayi arttiran kabuk neminin ve meyve siskinliginin
azalmasina yardimci olur. Fakat meyvenin asir1 olgun bir asamaya ulasmadan deriminin
yapilmasi da onemlidir. Ciirlimiis meyvenin yikama fir¢alarina ve paketleme hattindaki
diger ekipmanlara bulagsmasini engellemek igin paketleme evlerine gelen meyvelerin
hemen simiflandirilma isleminin yapilmasi gerekmektedir. Yikama firgalar1 da dahil
olmak iizere paketleme evleri ve paketleme hattindaki tiim ekipmanlar, inokulum
kaynagmni ortadan kaldirmak igin giinliik olarak dezenfekte edilmelidir. Inokulum
birikimini 6nlemek i¢in yikama tanklarindaki ve duslama iinitesindeki sulu soliisyonlar
stirekli olarak klorin gibi bir dezenfektan ile muamele edilmelidir. 10°C ve altindaki
depolama sicakligi eksi ¢iiriikkligiin gelisimini 6nemli bir sekilde geciktirir. Ancak
meyvenin perakende satisi i¢in daha yliksek bir sicakliga maruz birakilmasi durumunda
fungus hizl bir sekilde gelismeye devam eder (Brown, 2011).

Giiniimiizde derim sonrast turunggil meyvelerinde goriilen Penicillium
cliriikliiklerine karsi ruhsath olarak kullanilan fungisitlerin eksi ¢tiriikliik hastaliginin
kontroliinde etkili ve ruhsatli olmadig: bilinmektedir. Ayn1 zamanda yesil ve mavi kiif
curiikliklerinin miicadelesinde kullanilan imazalil (IMZ), thiabendazole (TBZ),
pyrimethanil veya fludioxonil gibi fungisitlerle etkili bir sekilde kontrol edilememektedir
(Eckert, 1978). Eksi ciirtikliigii kontrol altina alabilen tek ticari fungisit olan sodium o-
phenylphenate (SOPP), meyvedeki yliksek oleosellozis olusumu ve kabukta siyahlasma
gibi olumsuz etkilerinden dolay1 kullanimi sinirli diizeydedir (Ladaniya, 2008).

Eksi ¢iiriikliige karsi guanidine grubundan olan guazatine kimyasali ruhsatli olup
halen kullanilmaktadir. Buna karsilik, ABD gibi bazi iilkelerde bu fungisit, ¢cok fazla
etken madde igerdigi ve uygulama sonrasi meyve lizerindeki ilag kalintisini analiz
edebilmek i¢in yontem bulunmadigindan dolayr uygulamadan kaldirilma asamasina
gelmistir (McKay ve ark., 2012).

Meyvelerde derim sonras1 goriilen kayiplar1 en aza indirmek i¢in uzun siireden beri
degisik fungisitler yaygin bicimde kullanilmaktadir. Ancak, bunlarin insan ve g¢evre
saglig1 tlizerinde olusturdugu olumsuz etkiler ve hastalik etmenlerinin, baz1 fungisitler
karsisinda dayaniklilik kazanmalar1 nedeni ile kimyasal savasima alternatif olabilecek

savagim yontemleri lizerinde daha yogun bir bigimde ¢alismalara baslanmistir (Yildiz ve
ark., 2002).



Derim sonrasi turunggil eksi ¢iiriikliigii ile savasimda sorbik asit ve potasyum sorbat
uygulamasi (Kitagawa ve Kawada, 1984), ugucu yag tiireten Muscodor albus ile
biyofumigasyon (Mercier ve Smilanick, 2005), sicaklik ve fungisitlerle kombinasyon
halinde potasyum sorbat uygulamasi (Smilanick ve ark., 2008), bitki ekstraktlar1 (Liu ve
ark., 2009; Hao ve ark., 2010; Talibi ve ark., 2012) ve biyolojik savas (Liu ve ark., 2010;
Feng ve ark., 2011) uygulamalariyla hastalik gelisiminin azaltilabildigi ortaya
konulmustur.

Cruciferae familyasinda yer alan lahana, brokoli, karnabahar ve turp gibi sebzeler
glukozinolatlar (B-tiyoglukozid N-hidroksisiilfatlar) adi verilen ve bir B-D-tiyoglukoz
grubu, bir siilfonlanmis oksim grubu ve metiyonin, triptofan, fenilalanin veya dallanmis
zincirli amino asitlerden tiiremis degisken yan zincirleri kapsayan genel bir yapiya sahip
bir grup bileseni icermektedir. Glukozinolat igeren bitkiler par¢alandiginda mayrosinaz
(B-tiyoglukozidgluko-hidrolaz, EC 3.2.3.1) enzimi aktif hale gegmekte ve B-glukozid
baginin  hidrolizini  katalize etmektedir. Glukozinolatlar, bagimsiz mayrosin
hiicrelerinden salgilanan mayrosinaz enzimi veya enterik bakteri veya funguslar
tarafindan hidrolize edilmekte ve bunun sonucunda glukoz, siilfat ve bir kararsiz aglukon
ara Urlinli olusmaktadir. Isothiyocyanate (ITC) bilesikleri veya nitriller olusan kararsiz
aglukonlarin temel iirtinleridir. ITC bilesikleri, kendilerini olusturan glukozinolatlarin
aksine lipofilik ve yiiksek derecede reaktif, ugucu, kotii kokulu, keskin veya acidir.
Bazilar1 antibakteriyel, antifungal, antiprotozoal, allelopatik etkili olup, bazilar1 ise guatr
yapan parc¢alanma iiriinleri olusturmaktadir (Anonim, 2015). ITC bilesiklerinin; tahil kék
clirlikligli patojenlerinden Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia solani,
Fusarium graminearum, Bipolaris sorokiniana ve Pythium irregulare (Sarwar ve ark.,
1998), toprak kokenli fungal patojenlerden Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
lycopersici, Sclerotium cepivorum, ve Sclerotinia sclerotiorum (Smolinska ve
Horbowicz, 1999; Kurt ve ark., 2011), depo patojenlerinden Penicillum expansum (Mari
ve ark., 2002), meyve ve ¢iriikliik etmenlerinden Alternaria alternata ve Monilinia laxa
(Troncoso ve ark., 2005; Troncoso-Rojas ve ark., 2005; Mari ve ark., 2008) ve ¢esitli
funguslar, oomycetesler ve bakterilerin (Smith ve Kirkegaard, 2002) hastalik gelisimini
azaltabildigi ortaya konmustur.

Bu ¢alismada, turunggil eksi ¢iiriiklik etmeni G. citri-aurantii’nin in vitro

kosullarda misel gelisimi ve konidi ¢imlenmesi iizerine saf ITC bilesiklerinin antifungal



ozellikleri ve yar1 in vivo kosullarda mandarin meyvelerinde eksi ¢iiriikliik olusumuna

etkileri arastirilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Geotrichum citri-aurantii’nin Miicadelesi ile Tlgili Cahsmalar

Kitagawa ve Kawada (1984), turunggil meyvelerinde goriilen eksi ¢iiriiklik
hastaligina kars1 sorbik asit ve potasyum sorbatin (KS) etkisini arastirmiglardir. In vitro
kosullarda, ortamin pH’s1 ayarlanmadiginda sorbik asit, eksi ¢liriikliiglin miicadelesinde
SOPP kadar etki gostermis, fakat KS’tan daha az etkili olmustur. Ortamin pH’s1
ayarlandiginda ise sorbik asit ve KS’1n etkisinin ayn1 oldugu gozlenmis ve her ikisi de pH
5’in altindayken SOPP’ten daha etkili olmustur. KS’1n patojen inokule edilen limonlarda
%2 oraninda etkili oldugu saptanmaistir.

Brown (1988), derim sonrast clirlimelerin kontrolii igin guazatine ve
iminoctadine’in etkisini arastirmistir. iminoctadine’in, Diplodia natalensis ve Phomopsis
citri’nin neden oldugu sap ucu ¢iiriikliigiintin, Penicillium digitatum’un neden oldugu
yesil kiiftin ve Geotrichum citri-aurantii’nin neden oldugu eksi ¢iiriikkliigiin kontroliinii
degerlendirmek amaciyla yapilan ¢ok sayidaki denemede etkinin guazatine’e benzer ya
da 6nemli olciide daha iyi oldugu belirtilmistir. iminoctadine, guazatine’in aksine
depolama boyunca P. digitatum’un sporulasyonunu ve G. citri-aurantii’nin yayilmasini
kontrol etmistir. Ttiim turunggil ¢iirtikliik patojenlerinin in vitro kosullarda test edildiginde
guazatine’e iminoktadin’den daha hassas oldugu gozlenmistir. Diger fungisitlerle
karsilagtirildiginda ise, bu iki fungisitin sap ucu c¢iirtikliigliniin kontrolii i¢in benomyl’den
daha az etkili oldugu fakat eksi ciirtikliigiin kontrolii i¢in etaconazole ve yesil kiifiin
kontrolii i¢in IMZ ve TBZ ile kiyaslanabilir seviyede oldugu saptanmistir. Sonug olarak,
iminoktadin’in P. digitatum’un neden oldugu bozulmay: kontrol etmek i¢in IMZ ile
kiyaslanabilir oldugu bildirilmistir.

Smilanick ve Sorenson (2001), turunggil meyvelerinde derim sonrasi ¢lirimenin
kontrolii i¢in kalsiyum polistilfitin etkisini arastirmiglardir. P. digitatum’un neden oldugu
turunggil yesil kiifiiniin ortaya ¢ikmasi, %0,75 (wt/vol) kalsiyum polisiilfit iceren sicak
stv1 kireg-kiikiirt (LLS) soliisyonuna 1-4 dakika boyunca limonlar1 ve portakallart
daldirmayla %80 ya da daha yiiksek bir oranda azalmistir. G. citri-aurantii’nin neden
oldugu eksi ¢iiriikliigiin ortaya ¢ikmasi, bu uygulama ile %35-70 oraninda azalmistir.
LLS uygulamasinin etkisinin derim sonras1 ¢iirlimeyi kontrol etmek i¢in kullanilan diger

uygulamalardakine benzer oldugu gozlenmistir. LLS’iin etkisinin portakallardan ziyade



limonlarda daha yiiksek oldugu, yesil limonlarda sar1 limonlarla karsilastirildiginda daha
yikksek oldugu belirtilmistir. LLS uygulamasi sporulasyonu durdurmamis fakat
fungisitler ile birlikte kullanildiginda daha yararli oldugu ifade edilmistir. Limonlarda ve
Navel portakallarinda, 10°C’de 7 hafta boyunca depolamanin ardindan 40,6°C’de 3
dakika boyunca LLS uygulamasindan sonra enfeksiyon gelisimi gozlenmemistir.

Mercier ve Smilanick (2005), depolanan limonlarda goriilen yesil kiif ve eksi
¢lirtikligiin kontrolii i¢in ugucu yag tireten Muscodor albus ile biyofumigasyon yontemini
arastirmiglardir. Derim sonrasi in vitro kosullarda limonlar, giin boyunca M. albus ugucu
bilesiklerine maruz birakildiginda yesil kiif ve eksi c¢irtikliik hastaliklar1 kontrol
edilebilmistir. Yaralanan limonlara P. digitatum inokule edilmis ve oda sicakliginda
cavdar taneleri bulunan 11 L’lik kapakli plastik kutulara konulmustur. M. albus ile meyve
arasinda herhangi bir temas olmamustir. Uygulamadan sonra 24 saat igerisinde etki
gbzlenmis olup 72 saat boyunca yesil kiif dnemli 6lglide kontrol altina alinmustir. Etkinin
mevcut M. albus miktart ile iliskili oldugu ifade edilmistir. 20°C’de 5 ppm etilen bulunan
11,7 m®liik bir depo odas1 icerisinde yiiriitiilen denemelerde, limonlarda yesil kiif orani
48 saat M. albus’a maruz birakildiktan sonra ortalama %89,8’den %26,2’ye azaldigi
gozlenmistir. M. albus meyve renk gelisiminde herhangi bir etki gostermemistir.
Inokulasyondan hemen sonra kii¢iik kutularda yapilan biyofumigasyon uygulamasi eksi
cliriikliigii kontrol etmis, fakat 24 saat sonra uygulama yapildiginda etki gézlenmemistir.
P. digitatum, ugucu bilesiklere G. citri-aurantii’den daha hassas olmustur. M. albus ile
biyofumigasyon uygulamasinin depo odalarindaki ve nakliye paketlerindeki cilirlimeyi
etkili sekilde kontrol edebilecegi bildirilmistir.

Smilanick ve ark. (2008), sicaklik ve fungisitlerle kombinasyon halinde KS
uygulamasi ile derim sonrasi turunggillerde goriilen yesil kiifiin ve eksi ¢iiriikliigiin
miicadelesini aragtirmiglardir. KS konsantrasyonu ve pH (4-9)’nmin P. digitatum
sporlarmin ¢imlenmesi iizerine etkisi tek basina ve derim sonrasi turunggillerde kullanilan
fungisitlerden IMZ, TBZ, pyrimethanil ve fludioxonil ile kombinasyon halinde
belirlenmistir. Spor ¢gimlenmesini engellemede KS’in ECgs konsantrasyonu pH 4-6’dan
diisiik olmustur. Inokule edilen meyvelerde yesil kiifii kontrol etmek igin KS bu
fungisitlerle uyumlu olup etkinliklerini arttirmistir. KS tek basina ve fungisit-KS
soliisyonlar1 1sitilmis halde daha iyi etki gostermistir. KS ve sodyum bikarbonat

kombinasyonu ise biraz daha iyi etki gostermistir. P. digitatum’un IMZ ve TBZ’e



dayanikli bir izolatinin neden oldugu yesil kiif, 1sitilmig bir IMZ ya da TBZ soliisyonuna
KS eklendiginde etkili sekilde kontrol edilmistir. Sicaklik, portakallarda tiim fungisitlerin
kalintilarii arttirmistir. Eksi ¢iirtikliik orani, kontrol limonlarinda %94,5’ten 25°C’de %1
(wt/vol)’lik KS’a 30 saniye daldirmayla %49,1’e ve sodyum bikarbonata daldirmayla
%47,2’ye distiigii bildirilmistir. Ayn1 oranin, 50°C’de KS’a daldirmayla %37’ye ve
sodyum bikarbonata daldirmayla %15,7’ye diistiigii bildirilmistir.

Horuz ve Kinay (2009), Ege ve Akdeniz Bolgesi’'nde bulunan cesitli paketleme
evlerinden 32 adet G. citri-aurantii izolati elde edilmis ve fungisitlere Kkarsi
testlemislerdir. Derim sonrast kullanilan eski fungisitlerden IMZ, TBZ, prochloraz ve
guazatine ile yeni nesil fungisitlerden pyrimethanil, azoxystrobin ve fludioxonil in vitro
ve in vivo kosullarda farkli dozlarda etmene karsi denemeye alinmistir. Ayrica, in vitro
kosullarda patojen izolatlarn fungisitlere olan duyarliliklar1 da testlenmistir. izolatlarin
timii yiikksek dozlarina ragmen IMZ, TBZ ve prochloraz’a dayanikli bulunmustur.
izolatlarin %28’i duyarl ve %72’si guazatine’e dayamkli bulunmustur. Hem in vitro hem
de in vivo kosullarda azoxystrobin etkisiz goriilmiistiir. In vitro kosullarda fludioxonil
etkisiz bulunurken, in vivo kosullarda yiiksek dozunda ¢ok az bir etkililik gézlenmistir.
Patojen gelisimi ve ¢iirlikliik kontroliinde tek etkili fungisit olarak guazatine goriilmiistiir.
Satsuma mandarinlerde gerceklestirilen alternatif uygulamalarda, sodyum bikarbonat
(%2) ve guazatine (900 pg/ml) kombinasyonunun hastalik gelisim kontroliinde en etkili
uygulama oldugu bildirilmistir.

Liu ve ark. (2009), kekik yagmm in vitro kosullarda G. citri-aurantii’nin
arthrokonidi ¢imlenmesi ve ¢im tiipii uzunluguna antifungal etkisini, fungus hifleri ve
arthrokonidilerinin morfolojik yapisindaki etkilerini ve in vivo kosullarda hastalig:
baskilamada biyokontrol potansiyelini aragtirmiglardir. Kekik yagi G. citri-aurantii
gelisimini etkili sekilde kontrol etmis ve patates dekstroz broth’da arthrokonidilerin
cimlenmesi ve c¢imlenme tiipli uzunlugunu biiyiik Olclide engellemistir. 600 pl/L
konsantrasyonda arthrokonidilerin yaklasik %94’{iniin ¢imlenmesini engelledigi halde
¢im tiipii 4,32 + 0,28 um kadar uzamustir. Isik, SEM ve TEM elektron mikroskoplariyla
yapilan gozlemler; kekik yaginin neden oldugu deforme olmus hifler ve arthrokonidiler,
plazma membraninin bozulmasi ve mitokondriyal diizensizlik gibi ultrayapisal
degisiklikleri ortaya ¢ikarmistir. G. citri-aurantii inokule edilmis Satsuma

mandarinlerine uygulanan kekik yagi, eksi ¢iiriikliigii 26°C’de 5 giinden sonra %78,1’den
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%14’e diisiirmiistiir. Sagliklt meyvelere uygulanan kekik yagi 20°C’de 30 giinden sonra
clirlimeyi %76’dan %35 e azaltmistir. Kekik yagi uygulamasi, uygulamadan hemen sonra
ve 20°C’de 30 giin depolamadan sonra incelendiginde, Satsuma mandarinine herhangi bir
zarar vermemistir. Kekik yaginin turunggil meyvelerinde derim sonrasi eksi ¢iirtikliiglin
kontroliinde alternatif bir yontem olabilecegi saptanmistir. Bu gibi esansiyel yaglarin
kullaniminin sentetik fungisitlere Oonemli bir alternatif olusturarak ticari tretimde
kullanilabilecegi bildirilmistir.

Hao ve ark. (2010), derim sonrasi turunggillerde yesil kiif, mavi kif ve eksi
cliriikliigiin kontroliinde IMZ ve prochloraz ile kombinasyon halinde ¢ay saponin (TS)
uygulamasinin etkisini arastirmislardir. Genel olarak giivenli kabul edilen bir bilesik olan
TS; Penicillium italicum, P. digitatum ve G. citri-aurantii’nin miselyal gelisimini ve spor
¢imlenmesini engellemistir. Sonuglar, P. italicum, P. digitatum ve G. citri-aurantii’yi
kontrol etmek igin TS’ in diisiik oranli bir prochloraz veya IMZ ile kombinasyonunda en
iyi oranin 8:2 oldugunu gostermistir. TS’in tek bagina ve sentetik fungisitlerle
kombinasyonunun Shatang mandarini meyvesine inokule edilen mavi kiifii, yesil kiifii ya
da eksi ¢iriikliigii kontrol etmede etkinliklerini arttirmistir. Kombinasyon halinde
meyvede TS rezidiilerinin kaliciliini1 uzatmistir. Sinerjistik kombinasyonlarla saglanan
hastalik kontrol durumu, denemeye alinan bu fungisitlerin tek basina uygulamalarindan
daha yiiksek olmustur. Prochloraz, P. italicum ve P. digitatum’un miselyal gelisimi ve
spor ¢imlenmesine karsi en diisiik ECso degerini gosterirken TS, G. citri-aurantii iizerinde
sirastyla 38,5 ve 89,5 pg/ml olan en diisitk ECso degerleri ile en yiiksek engelleyici etkiyi
gostermistir. TS nin tek basma ve diisiik oranli bir prochloraz ya da imazalil ile
kombinasyon halinde, diger meyve kalite parametrelerini olumsuz yonde etkilemeden
Shatang mandarini meyvesinde derim sonrasi ¢iirlimeyi Onemli sekilde azalttig
bildirilmistir.

Liu ve ark. (2010), turunggillerde G. citri-aurantii’nin neden oldugu derim sonrasi
eksi ciirtikliik tizerine iki antagonistik mayanin antifungal etkisini ve mekanizmalarin
arastirmislardir.  Cryptococcus laurentii  (108-10° hiicre/ml) hiicre siispansiyonu
uygulamasi, 26°C’de 5 giin inkiibasyondan sonra eksi ¢liriikliiglin ortaya ¢ikmasini
%55,6’dan  %29,9-20,7’ye distirmistiir. C. laurentii’nin hiicresiz kiiltiir filtrati
uygulamast eksi cliriikliiglin  azalmasinda etkili olmus, fakat etki hiicre

siispansiyonunkinden (1x10® hiicre/ml) daha diisiik olmustur. Ayrica, C. laurentii
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26°C’de Rhodosporidium paludigenum’dan daha hizli sekilde gelisme gdstermistir. ki
maya inokule edilen meyvelerde peroksidaz ve siliperoksit dismutaz aktivitesindeki
degisimler saptanmustir. C. laurentii’nin antifungal etkisi yer ve besin rekabetine,
savunma tepkisine ve antibiyotik bilesiklerin durumuna baglanmistir. Bu gibi
antagonistlerin kullaniminin turunggillerde derim sonrasi eksi ¢iirlikliigiin kontrolii igin
sentetik fungisitlere karsi 6nemli bir alternatif olusturabilecegi bildirilmistir.

Feng ve ark. (2011), in vitro ve in vivo kosullarda turunggillerde eksi ¢iiriiklik
patojeni G. citri-aurantii’ye karsi genis spektrumlu antibakteriyel faktorlerden
polyhexamethylene guanide (PHMG) ve polyhexamethylene biguanide (PHMB)’in
antifungal etkisini arastirmislardir. PHMG ve PHMB uygulamalari in vitro kosullarda G.
citri-aurantii’nin arthrokonidi ¢imlenmesi ve miselyal gelisimini 6nemli Olgiide
engellemistir. PHMG 5 mg/L’de G. citri-aurantii’nin arthrokonidi ¢imlenmesini %97,8
oraninda ve PHMB ise %95,8 oraninda engellemistir. Isik, SEM ve TEM
mikroskoplariyla yapilan gozlemler; PHMG veya PHMB uygulamalarinin neden oldugu
ultrayapisal degisimleri hiflerde bozukluk, deformasyon ve konkav ¢okiis de dahil olmak
tizere hiflerde ve arthrokonidilerde plazma membranmnin bozulmasini ve
arthrokonidilerde hiicre duvar1 hasarmi daha iyi gostermisti. PHMG ve PHMB
kullanimi, enfekteli Shatang mandarini meyvesinde eksi ¢iirtikliigiin gelisimini 6nemli
Olciide (P<0.05) azaltmistir. PHMG ve PHMB’in, derim sonrasi turunggil eksi
clirlikliigliniin kontrolii i¢in alternatif bir yol olabilecegi bildirilmistir.

Hao ve ark. (2011), TS ile Bacillus amyloliquefaciens’in kombinasyon halinde
uygulamasimin turunggillerde eksi curiikliigiin, yesil ve mavi kiiftin birlestirilmis
kontroliinii  arastirmiglardir. Turunggil meyve ylizeylerinden izole edilen B.
amyloliquefaciens HF-01 irkinin in vitro kosullarda P. digitatum’a karsi antagonizmi
gozlenmistir. Bu 1rk 16S rDNA sekanslarinin filogenetik analizlerine dayanarak
tanilanmustir. Izolat tek basima ve enfekteli Wuzishatangju mandarin meyvesinde TS ile
kombinasyon halinde daha ileri diizeyde degerlendirilmistir. Sonuglar, izolatlarin eksi
cliriikliigiin, yesil ve mavi kiifiin ortaya ¢ikmasini azaltmada 6nemli 6lgiide yiiksek etki
gosterdigini ortaya ¢ikarmis, fungisit uygulamasi kadar etkili olmadigimni gostermistir. B.
amyloliquefaciens HF-01’in biyokontrol etkisi, bakteriyel bir biyofilm olusumunu
etkileyebilen ve yaralarda antagonist populasyonu tesvik edebilen TS kombinasyonuyla

onemli Ol¢iide iyilestirilmistir. 50 pg/ml TS ile kombinasyon halindeki HF-01
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uygulamasinin eksi ¢iliriikligiin, yesil ve mavi kiifiin %90’dan daha yiiksek bir oranda
kontroliinii saglayan fungisit uygulamasi kadar etkili oldugu saptanmistir. B.
amyloliquefaciens HF-01 tek basina ve diisiik dozlu bir TS ile kombinasyon halinde diger
meyve kalite parametrelerinin olumsuz yonde etkilemeden derim sonrasi ¢iirimeyi
onemli 6l¢iide azalttig: bildirilmistir.

McKay ve ark. (2012), turunggil meyvelerinde eksi ciiriikligiin ve yesil kiifiin
kontrolii i¢in yeni bir derim sonrasi fungisit olarak propiconazole’iin etkisini ve uygulama
stratejilerini arastirmiglardir. G. citri-aurantii’nin neden oldugu turunggil eksi
clirlikligliniin kontrolii i¢in derim sonrast bazi uygulamalarin mevcut oldugu ve
genellikle ¢ok etkili olmadigi ifade edilmistir. Demetilasyon-engelleyici (DMI) triazole
grubu fungisitlerden propiconazole ve cyproconazole’iin derim sonrasi turuncggil eksi
cuiriikliiglinii azaltmada, metconazole ve tebuconazole gibi diger DMI’lerden daha etkili
oldugu gozlenmistir. Laboratuvar c¢alismalarinda, propiconazole uygulamalari
inokulasyondan sonra 8-24 saat (limon) ve 18-42 saat (altintop) geciktirildiginde
clirlimenin ortaya c¢ikmasi azalmistir. Fungisitin etkili oranlart 64-512 pg/ml olarak
belirlenmis ve eksi ciiriiklik patojeninin inokulum konsantrasyonuna ve turunggil
meyvesi tiiriine bagli olarak degisiklik gosterdigi ifade edilmistir. Propiconazole’iin
limonda ¢iirlimenin kontrolii i¢in 100 pg/ml sodyum hipoklorit ile ve %1-3 oraninda
sodyum bikarbonat ile uyumlu oldugu go6zlenmistir. 80 pg/ml hidrojen
peroksit/peroksiasetik asit eklenmesi propiconazole’tin etkisini azaltmistir. Isitilmig
(48°C) propiconazole soliisyonlari, 22°C’deki soliisyonlarla karsilagtirildiginda etkinligi
onemli 6l¢iide iyilestirmistir. Paketleme evi ¢alismalarinda, 1sitilmis propiconazole tek
basina duslama {nitesinde ya da meyve kaplamalarinda fungisit uygulamalarinin
ardindan uygulandiginda eksi ¢iiriikliigiin %0-1,2 oraninda azalmasinda etkili olmustur.
Fungisit meyvelerin kaplanmas: sirasinda uygulandiginda, ¢iiriimenin ortaya ¢ikmasi
%49,1-57,1 oraninda azalmistir. Fludioxonil ve azoxystrobin gibi turunggil derim sonrasi
fungisitleri ile propiconazole karisimlarinin, yesil kiifii ve eksi ¢iiriikliigii azaltmada etkili
oldugu bildirilmistir.

Talibi ve ark. (2012), derim sonras: turunggillerde eksi ¢iiriikliige neden olan G.
citri-aurantii’ye kars1 Fas’ta yetisen bazi bitkilerin antifungal etkisini arastirmiglardir.
Fas’in gilineyindeki farkli bolgelerden toplanan 43 bitki tiirliniin 6giitiilmiis formlarinin

ve sulu ekstraktlarinin antifungal etkisi in vitro ve in vivo kosullarda gozlenmistir.
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Denemeye alinan 43 bitkiden Rubus ulmifolius, Ceratonia siliqua, Cistus monspeliensis
ve Halimium umbellatum bitkilerinin 6giitiilmiis formlarinin  fungusun miselyal
gelisimini tamamen engelledigi belirlenmistir. Ayrica, Cistus villosus, Pistacia atlantica,
Halimium antiatlanticum, Inula viscosa, Ighermia pinifolia ve Hammada scoparia
bitkilerinin 6giitiilmiis formlart %80°den daha yiiksek bir oranda G. citri-aurantii’nin
miselyal gelismesini engellemistir. H. antiatlanticum ve C. villosus bitkilerinin sulu
ekstraktlar1 en yiiksek etkiyi géstermistir. H. antiatlanticum spor ¢imlenmesini 2,5 ve 5
mg/ml’de, C. villosus ise 5 mg/ml’de tamamen engellemistir. Mandarin meyvelerine C.
villosus ve H. antiatlanticum’un sulu ekstraktlar1 uygulandiginda eksi ¢iiriikliigiin ortaya
¢ikmasinit %44,4-46,3 oraninda azaltmistir.

Regnier ve ark. (2014), G. citri-aurantii ve diger derim sonrasi turunggil
patojenlerinin kontrolii i¢in c¢oklu fungisitlere alternatif olarak ugucu yaglarin
uygulanmasini arastirmiglardir. Ticari olarak mevcut 59 adet ugucu yag ve bazi 6nemli
bilesenlerinden, dokuzu 1000 pl/L’de patojenin miselyal gelisimini tamamen
engellemistir. Secilen ugucu yaglarin (Thymus vulgaris, Citrus aurantium var. amara,
Cymbopogon citratus, Cymbopogon martinii, Origanum vulgare, Geranium graveolens
roseum Bourbon) buhar fazlarinda patojene karsi fungitoksikten daha ¢ok fungistatik
etkili oldugu anlasilmistir. En imit verici olarak seg¢ilen ugucu yaglar, G. citri-aurantii
inokule edilen Valencia portakallarina uygulanmistir. C. citratus, C. martinii, O. vulgare
ve G. graveolens roseum Bourbon’un ugucu yaglar1 (1000 pl/L) kaplamayla birlestirilmis
ya da tedavi edici bir daldirma olarak uygulanmistir. C. citratus (limon), G. citri-
aurantii’nin kontrolii icin en diisiik maliyetli tercih olarak se¢ilmistir. Onceki ticari
denemeler, P. digitatum’a kars1 Mentha spicata ugucu yaglarinin koruyucu 6zelliklerini
ortaya koymustur. G. citri-aurantii, P. digitatum ve P. italicum’a kars1 etkili bir koruma
triinii gelistirmek igin, C. citratus’un ugucu yagi, M. spicata’nin ugucu yag: ile
birlestirilmistir. Her iki ugucu yagin her birinden 750 pl/L igeren toksik bir ortam ii¢
patojenin gelisimlerini tamamen kontrol etmistir.

Diaz ve ark. (2015), in vitro kosullarda G. citri-aurantii’nin spor canlilig1 iizerine
SOPP ile karsilastirildiginda c¢esitli dezenfektanlarin etkisini arastirmiglardir. Bu
caligmada test edilen dezenfektanlar; 200 ppm sodyum hipoklorit, pH 6 ve 6,5’da 100
ppm stabilize edilmis klorin dioksit, 5000 ppm N-chloro tosylamide (sodyum tuzu), 1600
ppm didecyl dimethyl amonyum klorit/alkil amido propil klorit dimethyl benzyl

14



amonyum klorit, 120 ppm didecyl dimethyl amonyum kloriir ve 20 000 ppm SOPP’tir.
Her bir uygulama 1, 2 ve 4 dakika boyunca 1x10° spor/ml’lik siispansiyonlarda
yapilmistir. En etkili uygulamalar; 3 defa uygulandiginda sporlarin %100’tini 6ldiiren
pH’s1 6 olan klorin dioksit bilesigi ve kuaterner amonyum tiirevleridir. Sodyum hipoklorit
2 dakika uygulandiginda sporlarin %97’si ve 4 dakikada ise %100°1 eradike edilmistir.
pH’s1 6 olan klorin dioksit 2 dakika uygulandiginda ise sporlarin %99,8’1 ve 4 dakikada
ise %1001 eradike edilmistir. SOPP’in, bu kosullar altinda kullanildiginda tatmin edici

bir kontrol saglamadigi bildirilmistir.

Isothiocyanate (ITC) Bilesiklerinin Fungal Patojenlere Kars1 Etkinlikleri ile Tlgili
Cahismalar

Drobnica ve ark. (1967a), mononiikleer aromatik ITC bilesiklerinin ve iliskili
bilesiklerin antifungal etkisini arastirmiglardir. ITC tirevlerinin (57 adet) saprofitik ve
parazitik funguslarin yani sira Aspergillus niger, Rhizopus oryzae ve P. cyclopium
lizerindeki antifungal etkisi belirlenmistir. Incelenen bilesiklerin ¢ogu, bu ii¢ fungustan
R. oryzae’ye karsi karakteristik diisiik etkileri ile dogal benzyl ITC (BITC) ve f-
phenylethyl ITC’in analoglarinin aksine benzer etki gostermistir. NCS grubu, alifatik
radikal, methyl grubu ve daha uzun bir alifatik zincirle dolayli olarak aromatik pargaya
baglanan bilesiklerle karsilastirildiginda dogrudan aromatik parcaya bagli olan
bilesiklerin etki tipinde farkliliklar olusturmustur. Elde edilen sonuglar, tim ITC
molekiillerinin yiiksek kararsizligini ortaya koyan, —NCS grubunun reaktivitesinde
onemli bir artisa neden olan bilesenlerin yaninda aromatik parcadaki iyonize edilmis
bilesenlerin yani COOH, -CH;-COOH ve -SOsH gruplarimin olumsuz etkisini
desteklemistir.

Drobnica ve ark. (1967b), dogal olarak meydana gelen ITC bilesiklerinin ve benzeri
bilesiklerin antifungal etkisini arastirmiglardir. 13 adet saprofitik ve parazitik fungusun
yaninda Aspergillus niger, Rhizopus oryzae ve P. cyclopium’da 11 adet dogal ITC
bilesiginin ve 27 adet sentezlenmis analogunun antifungal etkisine dair bilgi mevcuttur.
Benzyl ITC ve p-phenylethyl ITC’in bazi analoglarinda dikkate deger bir antifungal etki
gozlenmistir. BITC grubunda, A. niger ve R. oryzae i¢in EC100 degerleri ve bilesiklerin

sudaki es molar ¢oziiniirliikleri arasinda orantisal bir baglant1 oldugu gézlenmistir. Bunun
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aksine, incelenen tiirevlerin antifungal etkisi ve kimyasal reaktivitesi arasinda higbir iligki
olmadigi bildirilmistir.

Sarwar ve ark. (1998), in vitro kosullarda tahil kok ¢iiriikliigii patojenleri
Gaeumannomyces graminis var. tritici, Rhizoctonia solani, Fusarium graminearum,
Bipolaris sorokiniana, Pythium irregulare’in miselyal gelisimine ITC bilesiklerinden
dort alkenil alifatik 1TC (methyl, propenyl, butenyl ve petenyl ITC) ve iki aromatik
ITC’in (benzyl ve 2-phenylethyl ITC) toksisitesini arastirmislardir. Aromatik ITC’larin
ucuculuklari diisiik oldugundan gelisme ortamina aktarildiginda alifatik ITC’lardan daha
diisiik, agarda ¢oziindiigiinde ise alifatik ITC’lardan daha yiiksek toksik etki gostermistir.
Her iki yontemde de methyl ITC (MITC) ve propenyl ITC arasinda az fark olmasina
ragmen, diger alifatik ITC’larin toksisitesi yan zincir uzunlugunun artmast ile azalmistir.
Funguslar ITC’lara hassasiyet bakimindan farklilik gdstermistir. Gaeumannomyces en
hassas iken Rhizoctonia ve Fusarium orta ve Bipolaris ve Pythium’un hassasiyetleri
diisiik olmustur. Pythium’un, agarda ¢oziindiiriilen ITC’lara diger funguslardan 2-16 kat
daha dayanikli oldugu ve diger funguslarin aksine alifatik ITC’lara daha hassas oldugu
gozlenmistir. Brassicaceae dokularinda bulunan glukozinolatlarin hidroliz {irtinlerinden
propenyl ve 2-phenylethyl ITC (2-PE ITC) ile bazi funguslarin baskilanmasi,
Brassicaceae tiirlerinin hastalik baskilama potansiyelinde dnemli bir rol oynayan sentetik
fumigant MITC’n etkisinden daha yiiksek oldugunu gostermistir.

Charron ve Sams (1999), Brassicaceae tiirlerinin parcalanmis yapraklariyla
Pythium ultimum ve Rhizoctonia solani’nin engellenmesini aragtirmiglardir. Premium
Crop brokoli (B. oleracea L. (Botrytis Grubu)), Charmant lahana (B. oleracea L.
(Capitata Grubu)), Michihili Jade Pagoda Cin lahanasi (B. rapa L. (Pekinensis Grubu)),
Blue Scotch Curled kivircik lahana (B. oleracea L. (Acephala Grubu)), Hint hardali (B.
juncea (L.) Czerniak) ve Florida Broadleaf hardalinin (B. juncea (L.) Czerniak) islatilarak
yumusatilmis yapraklart 500 ml’lik cam kavanozlara konulmustur. Patates dekstroz
agarda Pythium ultimum ve Rhizoctonia solani diskleri bulunan petri kaplari kavanozlarin
agizlan tizerine konulmustur. Her iki fungusun radyal gelisimi en ¢ok Hint hardaliyla
baskilanmistir. Ugucu bilesikler, kati-faz mikroekstraksiyon (SPME) yontemi ile
toplanarak gaz kromatografi-mass spektrofotometre ile analiz edilmistir. Diger tiirlerden
salinan baslica bilesik (Z)-3-hexenyl asetat iken Florida Broadleaf hardalindan elde edilen

ucucu bilesiklerin %90’ indan fazlasini allyl ITC (AITC) olusturmustur. Glukozinolatlar
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tiim tlirlerin dondurularak-kurutulmus yapraklarinda bulunmasina ragmen Premium Crop
brokoli ve Blue Scotch Curled kivircik lahanadan elde edilen ITC’lar SPME ile
belirlenmistir. AITC uygulamalar1 ile P. ultimum gelisimi 1,1 pmol/L ile kismen
baskilanmis ve 2,2 umol/L ile tamamen baskilanmistir. R. solani ise 1,1, 2,2 ve 3,3
umol/L AITC ile kismen baskilanmuistir.

Smolinska ve Horbowicz (1999), bazi lahanagil bitkilerinden elde edilen ugucu
bilesiklerin toprak kokenli fungal patojenlerin inokulum yogunluguna kars1 fungitoksik
etkisini arastirmislardir. Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Sclerotium
cepivorum ve Sclerotinia sclerotiorum’un toprakta bulunan inokulum yogunluguna kars1
bazi lahanagil bitkilerinin dokularindan elde edilen ugucu bilesiklerin etkisi incelenmistir.
Lahanagil bitkileri, bitki hiicrelerinde bulunan glukozinolatlarin enzimatik par¢alanmasi
strasinda iiretilen biyosidal bilesiklerden baslica 6nemli ITC bilesiklerini salgilamaktadir.
Incelenen bitkiler arasinda en yiiksek fungitoksik etkinin ve ayn1 zamanda en yiiksek ITC
konsantrasyonunun Brassica juncea’da oldugu saptanmistir. Denemeye alinan
funguslarin toprakta kalan siirgiinlerinin, bitki dokularindan salinan ugucu bilesiklere
kars1 hassasiyetlerinde 6nemli 6l¢iide farklilik gosterdikleri bildirilmistir.

Harvey ve ark. (2002), Hint hardali (Brassica juncea (L) Czerniak) bitkisinin zarar
gormiis dokularindan elde edilen baskin bilesik olan AITC’m Sclerotium rolfsii’yi
engellemesini arastirmiglardir. Bu galisma ile yaygin goriilen toprak kokenli bir patojen
olan Sclerotium rolfsii Saccardo’nun miselyal gelisimini ve sklerot ¢imlenmesini
baskilamaya yardimci olan AITC bilesigi incelenmistir. 0, 0,1, 0,2, 0,6, 1,0, 2,0, 4,1, 5,1,
10,2, 20,4, 40,8, 81,6 ve 163,3 g/L Hint hardali (IM) uygulamalari, miselyal gelisimi
baskilama i¢in degerlendirilmistir. Uygulamanin etkisi, misellerin radyal gelisimini
Ol¢meyle degerlendirilmistir. Sklerotlar, 18 g otoklav edilmis toprak ve 5 g toprak
kaplamasi igeren kiiltiir tiiplerine konulmustur. AITC farkli konsantrasyonlarda (0, 4,0,
16,0, 64,0, 256,0, 1024,0 ve 4096,0 umol/L) tiiplere enjekte edilmistir. Uygulama yapilan
sklerotlar tiiplerden uzaklastirilmis ve canliliklarini belirlemek igin patates dekstroz
agarda ¢imlenmeye birakilmistir. Miselyal gelisim, IM uygulamalariyla (P<0.01)
engellenmistir. %50-90 oraninda miselyal gelismeyi engelleme i¢in IM’ nin engelleyici
konsantrasyonlari (IC) 0,7 ve 1,0 g/L olarak gozlenmistir. Sklerot ¢imlenmesinin AITC
konsantrasyonlari ile ters orantili (r:0.96; P<0.01) oldugu ifade edilmistir. AITC’1n 1Cs
ve ICgq degerleri 42 saatte sirasiyla 249,0 ve 528 umol/L’dir. Sklerotlarin letal
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konsantrasyonuna ulagilmamis, ancak en yiiksek uygulama konsantrasyonlarinda
baskilama meydana gelmistir. Sclerotium rolfsii misellerinin IM’nin ugucu bilesiklerine
hassas oldugu ve diisilk konsantrasyonlarda baskilandigi saptanmistir. Sklerotlarin,
misellerden daha dayanikli oldugu ve ¢imlenmeyi baskilamak i¢in daha yliksek AITC
konsantrasyonlarina ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir.

Mari ve ark. (2002), armutlarda mavi kiife neden olan P. expansum’a kars1t AITC’in
antifungal buhar-faz etkisini ve fungitoksisitesini incelemislerdir. Mavi kiifiin en iyi
kontroliinii, inokulum yogunluguna bagli olarak meyveleri 5 mg/L AITC-bakimindan
zenginlestirilmis bir atmosferde 24 saat maruz birakmayla elde etmislerdir. Lezyon
capmin AITC konsantrasyonu ile ters orantili oldugu saptanmistir. Uygulama yapilan
meyvelerde, etkinin 1x10° konidi/ml konsantrasyonda %20’den 1x10% konidi/ml’de
%80’e kadar artis gosterdigi gozlenmistir. AITC uygulamalarinin Conference armut
¢esidi i¢in inokulasyondan sonra 24 saate kadar ve Kaiser armut ¢esidi icin ise 48 saate
kadar etkili oldugu gozlenmistir. AITC uygulamalar1 ayn1 zamanda P. expansum’un
TBZ’¢ dayanikli bir irkin1 kontrol etmistir. Her iki durumda da mavi kiifiin ortaya
¢ikmasini %90 oraninda azaltmistir. AITC kullannominin P. expansum’a karsi sentetik
fungisitlere alternatif ve ekonomik olarak uygulanabilecegini bildirmislerdir.

Smith ve Kirkegaard (2002), in vitro kosullarda 2-PE ITC ile toprak
mikroorganizmalarinin engellenmesini arastirmislardir. Kanola bitkisinin koklerinden
salgilanan 2-PE ITC’1n in vitro kosullarda gesitli funguslar, oomycetesler ve bakteriler
tizerine etkisini incelemislerdir. Bakteriler 2-PE ITC’a dkaryotik patojenlerden genellikle
daha toleransli iken her iki grup da tepki olarak 6nemli bir degiskenlik gostermistir. Tiir
ici degiskenlik diisiikken, tlirler arasi degiskenlik bir cins i¢inde yiiksek olmustur.
Aphanomyces, Gaeumannomyces, Phytophthora ve Thielaviopsis de dahil diger cinsler
¢ok hassasken, okaryotlar arasinda Trichoderma spp. 2-PE ITC’a en toleransh durumda
bulunmustur.

Smolinska ve ark. (2003), Fusarium oxysporum inhibitorii olarak Brassicaceae
tiirlerinden iiretilen ITC bilesiklerini arastirmislardir. F. oxysporum’un dort izolati ile 0,3
ul 2-propenyl, ethyl, butyl, phenylethyl, benzyl ve phenyl ITC’in buharlagsmasina izin
verilmeden kapakli kaplar kullanarak, 6n denemeler yiiriitiilmiistiir. Propenyl ve ethyl
ITCin (EITC) denemeye alinan bilesikler igerisinde en yiiksek fungistatik etki gosterdigi

gozlenmistir. EITC ve propenyl ITC’in miselyal gelismeyi tamamen engelleyen
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konsantrasyonlari, tiim izolatlarin konidiyal ve klamidospor ¢imlenmesini baskilamistir.
EITC, BITC, phenylethyl ITC ve diger ITC bilesikleri de, F. oxysporum’un konidi ve
klamidosporlarina fungitoksik etki gdstermistir. Sonug olarak, fidanlik topraklarini istila
eden patojenik F. oxysporum izolatlarinin, propenyl ITC’mn yiiksek konsantrasyonlarini
salan glukozinolatlar1 iceren Brassica carinata, B. nigra ve B. juncea gibi bitki tiirleriyle
baskilanabilecegi bildirilmistir.

Troncoso ve ark. (2005), biberlerde Alternaria ciiriikligiinii kontrol etmek igin
lahana yaprak ekstraktlarinda bulunan ITC bilesiklerinin analizlerini ve potansiyel
uygulamalarini arastirmiglardir. A. alternata inokule edilmis biber meyveleri diisiik
yogunluklu polietilen posetlerde (LDPE) paketleme yapilarak ve yapilmadan 0,28 ve 0,56
mg/ml konsantrasyonlarda MITC uygulamasi yapilmis ve pozitif kontrol olarak ticari bir
fungisit kullanilmigtir. In vitro kosullarda 0,03 mg/ml konsantrasyondaki MITC
uygulamasi Alternaria gelisimini %100 oraninda engellemistir. LDPE’ler ile 0,56 mg/ml
konsantrasyondaki MCIT (reaktif dereceli isothiocyanate karigimi) uygulamasinin,
biberde meyve kalitesi iizerine olumsuz etkileri olmadan ¢iiriikliigii kontrol etmede ticari
fungisitlerden daha etkili oldugu saptanmustir.

Troncoso-Rojas ve ark. (2005), in vitro ve in vivo kosullarda domates meyvelerinde
Alternaria alternata’nin enfeksiyon gelisimi tizerine BITC’n etkisini arastirmiglardir. In
vitro kosullarda BITC’1n patates dekstroz agarda A. alternata gelisimi iizerine etkisi
degerlendirilmis ve 0,025, 0,05, 0,1, 0,2 ve 0,4 mg/ml ITC’a maruz birakilmstir. In vivo
kosullarda LDPE’lerde paketlenen A. alternata inokule edilen domates meyvelerine 8
saat 0,28 mg/ml’lik ve 36 saat 0,56 mg/ml’lik BITC wuygulanarak etkisi
degerlendirilmistir. Ayrica, 20°C’de depolama boyunca domates meyvesinin derim
sonrasi fizyolojisi ve kalitesi tizerine BITC’in etkisi giinliik olarak solunum ve etilen
tiretim hizinin izlenmesiyle degerlendirilmistir. Toplam suda ¢6ziinebilir kuru madde
miktari, pH, titre edilebilir asitlik ve agirlik kayb1 ti¢ giin araliklarla 6lgtilmistiir. Sonug
olarak, in vitro’da BITC’in minimum engelleme konsantrasyonu 0,1 mg/ml olarak tespit
edilmistir. 0,56 mg/ml BITC’in LDPE’ler ile 18 saat boyunca kombinasyon halinde
kullaniminin paketlenmis domates meyvelerindeki Alternaria giirtikliigiinii kontrol etmek
icin en uygun yontem oldugunu belirlemislerdir. BITC’1n solunum hizi, etilen {iretim hizi,
toplam suda ¢oziinebilir kuru madde miktari, pH, agirlik kaybi ve titre edilebilir asitlik

tizerine herhangi bir etkisinin olmadigini saptamislardir. BITC’1n domateslerde derim
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sonrasi meyve kalitesi tizerine olumsuz etkileri olmadan Alternaria ¢iiriikliigiinii kontrol
etmek icin alternatif bir uygulama olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir.

Mari ve ark. (2008), sentetik ve glukozinolat tiirevi ITC bilesiklerinin sert
cekirdekli meyvelerde goriilen kahverengi cliriikliige karsi etkisini arastirmiglardir. In
vitro ve in vivo kosullarda Monilinia laxa’y1 kontrol etmek i¢in ITC bilesiklerinin (allyl,
butenyl, benzyl, 2-phenylethyl ve 4-methylthiobutyl ITC) spor ¢imlenmesi ve miselyum
gelisimi {izerine etkisini denemislerdir. 4-methylthiobutyl ITC’in M. laxa’nin
kontroliinde diger ITC bilesiklerinden daha etkili oldugu gézlenmis, konidi ¢imlenmesi
i¢cin 0,04 mg/L ECso ve 0,10 mg/L ECgs, miselyum gelisimi igin ise 0,30 mg/L ECso ve
0,52 mg/L ECgs degerlerini gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, ITC bilesiklerinin buhar
fazlarina 90 dakika maruz birakildiktan sonra konidi ¢imlenmesinde 6nemli bir azalma
goriilmistiir. In vivo denemelerde, enfekteli nektarinler ve seftaliler 3-6 saat ITC
bakimindan zenginlestirilmis bir atmosfere maruz birakilmistir. In vitro denemelerine
gore patojen kontroliinde onemli bir fark oldugu belirlenmistir. Denemeye alinan ITC
bilesiklerinden sadece AITC ve butenyl ITC 20°C’de 3-4 giinlik meyve
inkiibasyonundan sonra %85’den daha yliksek oranda kahverengi ¢liriikliigii azaltmig
fakat butenyl ITC uygulamasinda bazi toksik etkilerin oldugu gozlenmistir. Benzer
sonuglar, in situ’da Brassica carinata ve Brassica rapa’dan elde edilen sirasiyla AITC ve
butenyl ITC’in buhar fazlari ile yapilan denemelerde de alinmistir. Bu galisma, nektarin
ve seftali meyvelerinde goriilen derim sonrasi kahverengi ¢iiriikliigli kontrol etmek i¢in
ITC  bilesiklerinden 0&zellikle AITC’a dayanan biyofumigasyon kullanimini
desteklemistir.

Rahmanpour ve ark. (2009), Brassicaceae tiirlerinden elde edilen ITC bilesiklerine
ve toksik ugucu bilesiklere karsi kolzada (Brassica napus) kok ciiriikliigiine neden olan
Sclerotinia sclerotiorum’un uyarilmis toleransini arastirmiglardir. Miselyal diskler, kolza
cesitlerinin ve iliskili tiirler olan siyah hardal (Brassica nigra) ve beyaz hardahn (Sinapis
alba) enfekteli yapraklarina yerlestirilmistir. Miselyal kolonilerin gelisimi kontrollerle
karsilagtirildiginda %87°den daha yiiksek oranda engellenmistir. Fungal kolonilerin
gelisimi engellenmesine ragmen, fungus enfekteli dokuda gelismeye devam etmistir.
Fungusun hardal bitkisinin sulu &giitilmiis formuna (hem glukozinolat hem de
mayrosinaz igeren) ve sentetik ITC bilesiklerine maruz birakilmasi, S. sclerotiorum’un

enfeksiyon gelisimi esnasinda ucucu bilesiklere adapte olma becerisine sahip oldugunu
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ortaya koyan, 2-3 giinden sonra baslangi¢ seviyelerden %80 kadar ulasan oranlarda
gelismeyi engellemesiyle sonuglanmistir. Bu adaptasyon, S. sclerotiorum genomunu
tamimlayan glutathione S-transferase gibi genlerin uyarilmasinin incelenmesiyle
saptanmistir.

Kurt ve ark. (2011), nekrotrofik bitki patojeni Sclerotinia sclerotiorum’a karsi
glukozinolat tiirevi ITC bilesiklerinin antifungal etkilerini aragtirmislardir. Brassicaceae
familyasina bagh tiirlerde bulunan ITC bilesiklerinin, fungal patojenleri kontrol etmede
potansiyel olarak yararli oldugu ifade edilmistir. In vitro kosullarda, saf ITC bilesiklerinin
her birinin Sclerotinia sclerotiorum’un farkli fungal gelisim parametrelerine zehirlilik
diizeyi, bu bilesikleri petri kaplari iginde bulunan cam filtrelere (Whatman GF/C 25 mm)
ekleyerek ve fungusu gelisme ortaminda ¢ozerek arastirilmistir. Dort alifatik (methyl,
allyl, butyl ve ethyl ITC) ve 3 aromatik ITC bilesigi (benzyl, 2-phenylethyl ve phenyl
ITC) denemeye alinmistir. Elde edilen sonuglar, 7 ITC bilesiginin S. sclerotiorum’un
farkli gelisme donemlerinde antifungal etkilerini dogrulamistir. S. sclerotiorum’un Ss31
izolat1 ile biyoetkinlik denemeleri, ITC’1n farkli konsantrasyonlarinin buharlagmasina
izin verilmedigi parafilm ile sarilmis PDA petri kaplari kullanilarak yiiriitiilmiistiir.
Denemeye alinan bilesikler arasinda en fazla toksik etkili olanlar, AITC ve BITC
bilesikleri olmustur. Ugucu fazda miselyal gelisim, AITC, MITC ve butyl ITC bilesikleri
tarafindan tamamen engellenmistir. Aromatik ITC bilesikleri, ugucu 6zelliklerinin diistik
olmasindan dolayr petri kaplarinda daha diisiik toksik etki, ancak agar icerisinde
¢oziindiigiinde alifatik ITC bilesiklerinden daha yiiksek toksik etki gostermistir. BITC,
sklerot ¢imlenmesi iizerinde 0,0095 ECso degeri ile en yiiksek engelleyici etkiyi
gostermistir. ITC’larin S. sclerotiorum’un apotesyum olusumu iizerine etkileri, yiikselen
konsantrasyonlara bagli olarak artmigtir. Toprakta bulunan patojen fungus S.
sclerotiorum’un, biiyiik olasilikla yiiksek konsantrasyonda AITC ve BITC bilesiklerini
¢ikaran glukozinolatlari igeren Brassica juncea, B. carinata, B. nigra ve Sinapis spp. gibi
bitki tiirleri tarafindan yiiksek oranda baskilanabilecegini bildirmislerdir.

Wu ve ark. (2011), elmalarda Botrytis cinerea ve P. expansum enfeksiyonuna karsi
bir AITC ve EITC kombinasyonunun antifungal buhar-faz etkisini aragtirmislardir. AITC
ve EITC’in tek basina ve kombinasyon halindeki potansiyel kullanimi, bir fumigant
olarak kullanildiginda elmalarda P. expansum Link ve B. cinerea Persl. enfeksiyonu

tizerindeki etkileri in vitro ve in vivo denemelerle test edilmistir. 3:1 oranli AITC:EITC
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uygulamasi, in vitro kosullarda P. expansum’un ve B. cinerea’nin spor ¢imlenmesini
azaltmada tek baglarina AITC ve EITC bilesiklerinden daha etkili oldugu gozlenmistir.
Optimize edilmis kombinasyon, P. expansum’un konidi ¢imlenmesi i¢in 0,08 pg/ml’de
ve miselyal gelisimi i¢in 0,14 pg/ml’de en diisik ECso degerlerini gostermistir. B.
cinerea’nin konidi ¢imlenmesi i¢in 0,07 ug/ml’de ve miselyal gelisimi i¢in 0,12 pg/ml’de
en diisiik ECso degerlerini gostermistir. In vivo denemelerde, suni olarak enfektelenen
elmalar, 4 giin boyunca ITC bakimindan zenginlestirilmis bir atmosfere maruz
birakilmistir. Test edilen ITC bilesikleri arasindan AITC, EITC ve kombinasyonlari,
20°C’de 3-4 giinlik elma inkiibasyonundan sonra %85’den daha yiiksek bir oranla
hastaligin ortaya ¢ikmasimi azaltmistir. Bu ¢alisma ile ITC bilesikleriyle fumigasyon
uygulamasinin ve elma meyvesinde derim sonrasi ¢iiriimelerin kontrolii i¢in 6zellikle
3:1’lik AITC ve EITC kombinasyonu uygulamasinin énemli oldugu bildirilmistir.
Ugolini ve ark. (2014), glukozinolat tiirevi AITC uygulamalariyla gileklerde derim
sonras1 kursuni kiifiin (Botrytis cinerea Per.:Fr) kontroliinii arastirmiglardir. AITC’1n
buhar fazi, 6nemli bir ¢ilek patojeni olan Botrytis cinerea’ya karst in vitro ve in vivo
denemelerle degerlendirilmistir. In vitro denemelerde, AITC’in fungusun konidi
¢imlenmesi ve miselyal gelisimi iizerine etkisi incelenmistir. Miselyumun, AITC’a
konididen daha az hassas oldugu gozlenmistir (ECso degerleri sirasiyla 1,35 ve 0,62 mg
L. Ayrica her iki parametre icin ECso degerleri, AITC uzaklastirildiktan sonra %30
civarinda arttigindan dolayi, patojenin AITC’a kars1 fungistatik bir etkiye sahip oldugu
gozlenmistir. In vivo denemelerde, organik iiretimle elde edilen ve B. cinerea ile dogal
olarak enfekteli olan Tecla ve Monterey c¢ilekleri 4 saat boyunca saf AITC ile
zenginlestirilmis bir atmosfere maruz birakilmistir. Meyveler 0°C’de 2 giinden ve
20°C’de ise 3-4 giinden sonra, kursuni kiif enfeksiyonu i¢in degerlendirilmistir. AITC
uygulamasi, kontrol meyvelerinden 6nemli 6l¢iide farklilik gostererek patojenin neden

oldugu ¢iirtimeyi %47,4 oranindan %91,5’e kadar azaltmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma, iki asamali olarak laboratuvar kosullarinda gerceklestirilmistir. Birinci
asamada, Geotrichum citri-aurantii’nin izolasyonu, patojenisitesi, meyvelerin denemeye
hazirliklart tamamlanmis ve G. citri-aurantii’ye kars1 isothiocyanate bilesiklerinin bir seri
konsantrasyonlar1 ile in vitro uygulamalar yapilmistir. Ikinci asamada, laboratuvar
kosullarinda yar1 in vivo meyve uygulamasi ile etkinlik ortaya konmustur. Bu yaklasima

bagli olarak yontemin ana hatlar1 asagida verilmistir.

3.1.1. Meyve

Bu caligmada deneme materyali olarak, Hatay ili Erzin ilgesinde ticari olarak
yetistiricilik yapilan iiretici bahgesinden, eksi cliriikliik hastaligina duyarli ve derim
sonrast omril kisa olan Owari Satsuma mandarin meyveleri kullanilmistir. Meyvelerin
derim zamani, yapilan 6n analizler sonucu (suda ¢oziinebilir kuru madde miktar1, usare
oran1 Ve titre edilebilir asitlik) belirlenmistir. Mandarin meyveleri, sekil, renk ve
biiyiikliik bakimindan homojen olacak sekilde secilerek, lekeli, yarali veya hastalikli

meyve deneme dis1 tutulmustur.

3.1.2. Calismada Kullanilan Isothiocyanate (ITC) Bilesikleri

Denemenin tiim asamalarinda, saf kimyasal isothiocyanate bilesikleri
kullanilmigtir. Bu grupta olan alifatik bilesiklerden methyl, 2-propenyl (allyl), 2-butyl,
ethyl ve aromatik bilesiklerden benzyl ve 2-phenylethyl ITC’lar, Sigma-Aldrich Kimya
firmasindan saglanmistir. Denemede kullanilan bu ITC’lara ait 6zellikler (Sarwar ve ark.,

1998), Cizelge 3.1°de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Denemede kullanilan isothiocyanate bilesiklerin bazi karakteristik 6zellikleri
ve ortaya ¢iktig1 bitkiler

ITC Bilesik Glukozinolat’in  Molekiil Ortaya giktig1
bilesikleri grubu yaygin adi Agirhg bitkiler
Methyl Alifatik Glucocapparin 73,11 Capparales,

Metham sodium
(sentetik fumigant)

2-Propenyl Alifatik Sinigrin 99,15 Brassica juncea (L.)
(Allyl) Czern (Hint hardali),
B. carinata A. Braun

(Etyopya hardaly),

B. nigra L. (Kanola)

2-Butyl Alifatik Gluconapin 113,18  B. napus L. (Kanola),
B. campestris L.
(Syn. Brassica rapa)

Salgam
Ethyl Alifatik  Glucobrassinapin 127,20 B.napus,
B.campestris
Benzyl Aromatik  Glucotropaeolin 149,20 Sinapis spp.
(Hardal)

2-Phenylethyl ~ Aromatik  Gluconasturtiin 163,23 Brassica spp. kokleri

3.1.3. Calismada Kullanilan Besi Ortamlari
Laboratuvarda yliriitiilmiis olan denemelerde patates dekstroz agar (PDA, 200 g
patates, 20 g dekstroz, 15 g agar) ve su agar1 (SA, 20 g agar, 1 litre su) besi yerleri

kullanilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Geotrichum citri-aurantii’nin Izolasyonu ve Patojenisitesi

Fungal etmenin elde edilmesi i¢in, derim sonrast bah¢eden depoya veya paketleme
tesisine getirilen ve hastalikli oldugu diisiiniilen mandarin meyvelerinden izolasyon
islemi yapilmistir. Bu amagla, meyvelerin yar1 hastalikli ve yar1 saglam kabuk
dokularindan bistiiri yardimiyla kiigiik pargalar kesilmistir. Kesilen parcalar, %?2’lik
sodyum hipoklorit (NaOCL) soliisyonunda 2 dakika yiizey sterilizasyonu yapilip steril

saf su ile durulanmistir. Steril edilen meyve pargalart steril kurutma kagidina alinarak
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kurumaya birakilmigtir. Daha sonra kurumus olan meyve pargalar1 petri kaplarindaki
PDA {izerine pens yardimiyla yerlestirilmistir. Bu islem bittikten sonra 25°C’de 5-7 giin
siire ile inkiibe edilmistir. PDA igeren petrilerde gelisen fungal kolonilerin tanisi
morfolojik ve mikroskobik olarak gerceklestirilmistir. Fungus, tek spor izolasyon teknigi
ile saflastinllmistir. Elde edilen tek spor izolati, egik tiip icerisinde PDA besi yerine
alinmig ve +4°C’de saklanmustir.

Patojenisite denemeleri igin, Owari Satsuma mandarin meyveleri kullanilmustir. Tk
asamada, fungusun PDA ortaminda 5-7 giin boyunca 25°C’de inkiibe edilen kiiltiirleri
kullanilmigtir. Bu amagla kullanilan konidi siispansiyonunu hazirlamak ig¢in, fungal
kiiltiirii igeren petri kabina steril saf su eklenerek ve miselyum yiizeyinden kagik yardimi
ile kazima yapilarak konidilerin suya ge¢mesi saglanmistir. Konidiyal siispansiyon,
sporlar1 miselyal pargalardan ayirmak i¢in 2 katl tiilbent yardimu ile siiziilmiistiir. Elde
edilen konidi siispansiyonu, hemositometre yardimi ile hesaplanarak 1x10° konidi/ml
konsantrasyona ayarlanmistir. Fungal sporlarin siispansiyon igerisinde homojen bir
sekilde dagilimin1 saglamak i¢in siispansiyona, 1-2 damla Tween-80 eklenmistir.
Denemelerde daldirma inokulasyon yontemi kullanilmistir (Giir, 2015). Denemede
kullanilacak olan mandarin meyveleri uygulama yapilmadan dnce, cesme suyu ile yikanip
%2’lik NaOCIl c¢ozeltisi ile 2 dakika ylizeyde steril edilmis, steril saf su ile 2 kez
durulanmis ve yaralanmadan Once meyveler kurutma kagidi lizerinde fan altinda
kurutulmusgtur (Liu ve ark., 2009). Daha sonra yikanip kurutulan bu meyvelere, ekvatoral
bolgede meyve kabugu tizerinde esit acilarla {i¢ farkli noktadan 2 mm derinliginde 5 mm
¢apinda bir yara olusturmak i¢in steril bir mantar delici yardimi ile yaralar agilmistir.

Yaralanmis meyveler, 1x108 konidi/ml konsantrasyonunda hazirlanmis olan 500 ml
hacmindeki spor siispansiyonu igerisinde 1-2 dakika tutularak inokulasyon
gerceklestirilmistir. Kontrol olarak, sadece steril saf su ile muamele edilmis meyveler
kullanilmistir. Kontrol ve inokule edilen meyveler, yliksek goreceli nemliligi (£%85 RH)
saglamak i¢in i¢i yiizeyden dezenfekte edilmis 5 L’lik plastik kavanozlar igerisine
yerlestirilmistir (Sekil 3.1). Meyveler, agz1 kapakli kavanozlarda laboratuvar kosullarinda
21°C’de 5 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir. Denemede her bir uygulama 3 tekerriir
ve her bir tekerrlirde 5 meyve olacak sekilde toplam 15 meyve kullanilmistir.
Uygulamanin etkileri, inokulasyondan 5 giin sonra degerlendirilmis ve veriler

uygulamadaki eksi ¢iiriikliigiin neden oldugu ortalama hastalik orani1 (%), ortalama
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yumusama gelisim alan1 (mm) ve ortalama miselyal gelisim alant (mm) seklinde

kaydedilmistir.

Sekil 3.1. Steril bir mantar delici yardimiyla mandarin meyvelerinin yaralanmasi (A) ve

yaralt meyvelerin plastik kavanozlardaki goriiniimii (B).

3.2.2. Meyvelerin Denemeye Hazirlanmasi

Meyvelerin derim zamani yapilan 6n analizler ile belirlenmistir. Deneme, her bir
tekerriirde 5 meyve olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak kurulmustur. Bu analiz sonuglarina
gore Satsuma mandarinleri toplam suda ¢6ziinebilir kuru madde / titre edilebilir asitlik
(SCKM/TA) oran1 6,5/1’¢ ve usare oran1 %30-35’e ulastiginda (UNECE, 2010; Ozdemir

ve ark., 2010) derim zamanina karar verilmistir.

3.2.2.1. Usare Oram
Meyve oOrneklerinin narenciye sikacagi ile meyve sulari sikilip, posa agirligi
bulunduktan sonra baslangictaki agirliktan posa agirligi cikarilarak, usare oranmi tiim

meyve agirhiginin yiizdesi olarak hesaplanmustir.
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Toplam meyve agirligi-Posa agirhigi
Usare orani (%) = %100
Toplam meyve agirlig

3.2.2.2. Suda Coziinebilir Kuru Madde Miktar:
Meyve suyunda suda ¢oziinebilir kuru madde miktar1 (SCKM) Atago ATC-1E
Model (Atago Co. Ltd., Tokyo, Japonya) el refraktometresi ile % olarak 6l¢tilmiistiir.

3.2.2.3. Titre Edilebilir Asitlik

Titre edilebilir asitlik (TA), potansiyometrik yontem ile 6l¢iilmiis olup, 5 ml
meyve suyuna 95 ml saf su eklenerek, pH metrede 8,1 degeri okunana kadar 0,1 N
NaOH cozeltisi ile titre edilmis (Sekil 3.2) ve sonuglar sitrik asit cinsinden % olarak

hesaplanmustir.

NaOH Faktorii x Harcanan NaOH Miktar1 (ml) x Sitrik Asit Sabiti (0,0064)

Asitlik (%) = x 100
Alinan meyve suyu 6rnegi (5 ml)

3.2.2.4. Solunum Hiz1

Ayrica patojenisite denemeleri sirasinda meyvelerin bekletildigi 5 L’lik plastik
kavanoz hacminin meyvelerin aerobik solunumu i¢in yeterli olup olmadig1 belirlenmistir.
Uygulamalara ait her yineleme i¢in 5 adet meyve tartilarak, yaklasik 5 L hacimli, gaz
ornegi almak i¢in lizerinde septum bulunan ve gaz sizdirmaz kapakla kapatilmig solunum
kavanozuna konulmustur. Meyveler 20°C’de 1 saat bekletildikten sonra CO2 miktar1
CheckPoint model CO./O; &lgiim cihazi (PBI-Dansensor America Inc., NJ, ABD) ile
belirlenmistir (Sekil 3.2). Meyvelerin CO2 miktar1 5 giin boyunca her giin ayni saatte
belirlenmistir. Deneme, her bir tekerriirde 5 meyve olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak
kurulmustur. Ayrica steril bir mantar delici ile yaralanan meyvenin CO2 miktar1 da 5 giin
boyunca belirlenmistir. Solunum hiz1 agagidaki formiile gére hesaplanmis ve ml CO2 kg
! saat? olarak ifade edilmistir.

(C2-C1) x (V2-V1)

Solunum hiz1 (ml CO2 kg* saat™) =
W xT

C1: Baslangi¢ CO2 konsantrasyonu (%)
C2: Final CO; konsantrasyonu (%)
V2: Kavanoz hacmi (ml)
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V1: Meyve hacmi (ml)
W: Kavanozdaki meyve agirlig1 (kg)

T: Zaman (saat)

Sekil 3.2. Titre edilebilir asitligin potansiyometrik yontem ile dl¢iilmesi (A) ve

meyvelerin CO2/Oz 6lgiim cihazi ile CO2 miktarinin belirlenmesi (B).

3.2.3. Geotrichum citri-aurantii’nin ~ Fungal Gelisimi Uzerine ITC
Uygulamalarmn In Vitro Etkilerinin Belirlenmesi
3.2.3.1. Geotrichum citri-aurantii’nin Misel Gelisimi Uzerine ITC Uygulamalarinin
Etkilerinin Belirlenmesi

Fungal gelisim iizerine ITC’larin buhar etkisini belirlemek i¢cin denemeye alinan
bilesiklerin bir seri konsantrasyonlari (0-100 pl/L) kullanilmigtir. Bu konsantrasyonlar
cok diisiik miktarlarda olduklar1 igin etanolde seyreltilip, 1 ml’lik stok soliisyon
hazirlanmistir. PDA {izerinde 5-7 giin siireyle G. citri-aurantii’nin aktif olarak gelismis
olan kolonilerinden 5 mm capinda miselyal diskler, mantar delici yardimi ile alinmis ve
yaklagik 10 ml PDA igeren petri kaplarinin (17x90 mm) orta kismina miselyal kisim alta
gelecek sekilde aktarilmistir. Her bir petri kapagmin i¢ kismina ITC’larin farklhi
konsantrasyonlar1 (0,0, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08 0,09, 0,10, 0,11, 0,12,
0,13 ve 0,14 ul/L) mikro pipet yardimiyla eklenmistir. Kapaklar hizli bir sekilde
kapatildiktan sonra iki kat parafilm ile sarilmig ve ters ¢evrilmis halde 24-25°C’de 5-7

giin siire ile inkiibe edilmistir. Bu siire boyunca giinliik ortalama koloni ¢aplar1 dl¢iilmiis
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ve radyal koloni gelisimi hesaplanmigtir. Her bir ITC bilesiginin farkh
konsantrasyonlarinda engelleme orant, % Abbott formiiliine gore hesaplanmustir.

Engelleme (%) = [(FGk - FGu) / FGk] x 100

FGk = Kontrol petrilerdeki fungal gelisim ¢ap1 (mm)

FGu= Uygulama yapilmis petrilerdeki fungal gelisim ¢ap1 (mm)

ITC bilesiklerinin fungistatik veya fungitoksik etkilerini belirlemek i¢in, 5 gilinliik
inkiibasyondan sonra gelisim gozlenmeyen petrilerin kapaklar1 ITC uygulanmamis bagka

steril kapaklar ile degistirilerek tekrar inkiibasyona birakilmustir.

3.2.3.2. Geotrichum citri-aurantii’nin Arthrokonidi Cimlenmesi Uzerine ITC
Uygulamalarmmn Etkilerinin Belirlenmesi

ITC bilesiklerinin G. citri-aurantii’nin arthrokonidi ¢imlenmesi lizerine etkilerini
belirlemek igin bir seri laboratuvar denemeleri gerg¢eklestirilmistir. G. citri-aurantii, PDA
besi yerinde 25°C’de 5-7 giin siire ile gelistirilmistir. G. citri-aurantii’nin arthrokonidi
siispansiyonunu hazirlamak i¢in petri kab1 icerisindeki fungal kiiltiiriin {izerine steril saf
su eklenmis ve kasik yardimi ile sporlarin suya ge¢mesi saglanmistir. Konidiyal
siispansiyon, sporlari miselyal parcalardan ayirmak icin 2 katli tiilbent yardimi ile
stiziilmiistiir. Hazirlanan bu siispansiyona, 1-2 damla Tween-80 eklenerek sporlar, sivi
icerisinde homojen hale getirilmistir. Spor siispansiyonu, hemositometre (Bright-line,
HausserScientific, Horskam, PA, USA) yardimi ile hesaplanarak 1x10° konidi/ml
konsantrasyona ayarlanmistir.

Her biri 5 ml hacmindeki su agari (SA) besi yeri igeren petri kaplarina (15%50 mm)
100 pul arthrokonidi stispansiyonu, mikro pipet yardimi ile eklenmis ve siispansiyonun
besi yerine steril baget ile yayilmasi saglanmistir. Konidi ¢imlenmesi {izerine ITC’larin
buhar etkisini belirlemek i¢in denemeye alinan bilesiklerin bir seri konsantrasyonlari (0,0,
0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08 0,09, 0,10 ve 0,11 ul/L) kullanilmistir. Bu
konsantrasyonlar ¢ok diisiik miktarlarda olduklari i¢in etanolde seyreltilip, 1 ml’lik stok
soliisyon hazirlanmistir. Her bir petri kapagmin i¢ kismma ITC’larin ayri ayr
konsantrasyonlari mikro pipet yardimiyla eklenmistir. Tiim denemeler, ayri petri
kaplarinda her bir konsantrasyon i¢in 3 tekerriir olacak sekilde yapilmistir. Ayrica kontrol
olarak kimyasal uygulanmamis 3 tekerriir kullanilmistir. Kontrol ve uygulama yapilan

petri kaplari iki kat parafilm ile sarilarak 25°C’de 8 saat siire boyunca inkiibe edilmistir.
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Bu siire sonunda 1sitk mikroskobu altinda ¢imlenmis ve ¢imlenmemis konidilerin
sayimlart gergeklestirilmistir. Cim tiibii uzunlugu, arthrokonidi ¢apinin 1,5 kati
oldugunda spor c¢imlenmis olarak kabul edilmistir. Cimlenme orani i¢in her bir
konsantrasyondaki her bir tekrar i¢cin 100 arthrokonidi, mikroskobik olarak sayilmistir

(Qin ve ark., 2003).

3.2.3.3. ITC Bilesiklerinin Geotrichum citri-aurantii’nin Hiflerinde Meydana
Getirdigi Degisikliklerin Belirlenmesi

ITC bilesiklerinin etkili oldugu belirlenen konsantrasyonlarinin fungusun miselleri
ve ¢im borular1 iizerinde meydana gelen morfolojik degisiklikler faz kontrast optiklerle
donatilmis Olympus Bx51 mikroskobu altinda incelenmistir. Fungus kiiltiirlerinden
alinan diskler PDA igeren petrilere aktarildiktan sonra misel gelisimi i¢in 2 giin 25°C’de
inklibasyona birakilmistir. Fungus misellerinin diskten itibaren yaklagitk 2 cm
geligsmesiyle bilesiklerin farkli konsantrasyonlar1 yukarida belirtildigi sekilde kapaklara
damlatilarak, petriler parafilmle sarilip tekrar inkiibasyona birakilmistir. Muamele goren
fungal yapilar 151k mikroskobunda petrilerden alinan ¢ok ince agar bloklarinin

preparatlar hazirlanarak incelenmistir.

3.2.4. Yan In Vivo Kosullarda Geotrichum citri-aurantii’ye Kars1 ITC Bilesiklerinin
Etkilerinin Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki ITC bilesiklerinin eksi ctiriikliige etkisi, laboratuvar
kosullarinda arastirilmistir. Denemede kullanilmig olan mandarin meyveleri uygulama
yapilmadan Once c¢esme suyu ile yikanip, %2’lik NaOCL c¢ozeltisinde 2 dakika
bekletildikten sonra steril saf su ile durulanmistir. Dezenfekte edilen bu meyveler,
kurutma kagid1 lizerinde fan yardimi ile kurutulmustur (Liu ve ark., 2009). Daha sonra
kuruyan mandarin meyvelerinin ekvatoral bolgesinde esit araliklarla 3 adet olacak sekilde
mantar delici ile yaklagik 2 mm derinliginde ve 5 mm genisliginde iiniform sekilde yaralar
acgilmistir.

ITC bilesiklerinin tedavi edici etkilerini belirlemek i¢cin mandarin meyveleri, i¢ine
%1 oraninda ylizey gerilimini azaltic1 yayici-yapistirict (Tween-80) eklenmis 7 giinliik
G. citri-aurantii kiiltiiriiniin 1x10°® konidi/ml konsantrasyonda ve 2000 ml hacmindeki

fungal arthrokonidi siispansiyonuna 1-2 dakika daldirilarak inokulasyonlar
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gerceklestirilmistir. Inokulasyon isleminden sonra meyveler, patojenin niifuz etmesi igin
1-2 saat bekletilmistir. In vitro kosullarda misel ve konidi ¢imlenmesi denemeleri
sonucunda patojene karsi en yiiksek etki gosteren ITC bilesikleri (methyl, allyl ve ethyl
ITC) kullanilmistir. Daha sonra mandarin meyveleri her bir kavanoza (5 L) 5 meyve
olacak sekilde yerlestirilerek, yiiksek goreceli nemliligi saglamak icin kavanozlarin
kapaklarina kurutma kagidi yapistirtlmis ve 1000 ul saf su uygulanmistir. Daha sonra in
vitro denemelerle belirlenen uygun konsantrasyonlarin 20 kati ITC (0,0, 4,0, 6,0, 8,0, 10,0
ve 12,0 ul/L) uygulanip, kavanozlarin agzi sikica kapatilip iki kat parafilm ile sarilarak 5
giin siire ile muhafaza edilmistir. Meyvelerin birbiriyle temas etmesini onlemek icin
kavanozlar yatay olarak yerlestirilmistir (Sekil 3.3). Bu siire sonunda meyveler
kavanozlardan ¢ikartilip degerlendirilerek ortalama lezyon alanlari (mm) bulunmustur.
Deneme, 3 tekrarli olarak kurulmustur. Pozitif kontrol olarak spor siispansiyonu
uygulanmis meyveler, negatif kontrol olarak ise sadece steril saf su uygulanmis meyveler

kullanilmistir.

Sekil 3.3. Meyvelerin plastik kavanozlara yatay olarak yerlestirilerek inkiibe edilmesi.

3.3. Deneme Deseni ve Veri Analizleri

Laboratuvar kosullarinda yiirtitiilen in vitro denemeler, tesadiif parselleri deneme
desenine gore her bir uygulama igin 3 tekerriir olacak sekilde kurulmustur. Yar1 in vivo
denemelerde ise, tesadiif parselleri deneme deseninde verilerin % etkileri belirlenmis ve
elde edilen tiim veriler, SPSS istatistik yazilim programini kullanarak ¢ift yonlii ANOVA

ile varyans analizine tabi tutulmustur. Varyans analizi uygulanan ortalama degerler,
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Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile %5 onem seviyesinde karsilagtirilmigtir. 1TC
bilesiklerinin misel gelisimini ve arthrokonidi ¢imlenmesini (sirasiyla %50 ve %90
diizeyinde) engelleyen etki konsantrasyonlari (ECsp Ve ECgo) her bir ITC bilesigi igin
farkli konsantrasyonlarda elde edilen degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi
(Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA) yardimi ile Probit analizi yapilarak

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Geotrichum citri-aurantii’nin Izolasyonu ve Patojenisitesi

Fungal etmenin izolasyonu i¢in, derim sonrast bahgeden depoya veya paketleme
tesisine getirilen ve hastalikli oldugu diisliniilen mandarin meyvelerinden izolasyon
islemi yapilmistir. Hastalikli dokular patates dekstroz agar (PDA) igeren petrilerde
25°C’de 5-7 giin inkiibe edilmistir. Geligen kiiltiirlerden yapilan mikroskobik incelemeler
sonucu besi yerinde beyaz, dairesel olarak ve hizli gelisen, goreceli olarak seyrek
koloniler incelenmistir (Sekil 4.1). Etmenin, hifsel ve konidiyal yap1 gibi morfolojik ve
taksonomik karakterlere dayanarak Geotrichum citri-aurantii tiirii oldugu tanimlanmistir
(Hernandez-Montiel ve ark., 2010).

Sekil 4.1. Geotrichum citri-aurantii’nin PDA besi yerinde fungal gelisimi (A), hifleri ve

arthrosporlarinin mikroskobik goriiniisii (B).

Elde edilen bulgulara gére Satsuma mandarinlerinde, eksi ¢iiriikkliiglin neden oldugu
ortalama hastalik oran1 %96, ortalama yumusama gelisim alaninin 30,83 mm, ortalama

miselyal gelisim alaninin ise 18,23 mm oldugu tespit edilmistir.

4.2. Meyvelerin Denemeye Hazirlanmasi
Meyvelerin derim zamanina karar vermek i¢in yapilan on analiz sonuglarina gore
Satsuma mandarinlerinde Eyliil aymmin 3. haftasinda usare oraninin 47,3, SCKM’nin

%8,4, TA’in %1,3 ve SCKM/TA’in 6,5/1 oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bu

33



parametreler Satsuma mandarinleri i¢in Onerilen minimum olgunluk kriterlerini
(SCKM/TA 6,5/1 ve usare orani %30-35) sagladigindan (UNECE,2010) meyvelerin
derimine karar verilmistir. Ozdemir ve ark. (2010) Dértyol kosullarinda yetistirilen
Satsuma mandarinleri i¢in benzer kriterler (SCKM/TA 6,5/1 ve usare orani %30-35)

Onermislerdir.

Cizelge 4.1.0wari Satsuma mandarin meyvelerinde derimde incelenen parametreler.

Incelenen Parametreler %
Usare 47,3
SCKM 8,4
TA 1,3
SCKM/TA 6,5/1

Ayrica patojenisite denemeleri sirasinda meyvelerin bekletildigi 5 L’lik plastik
kavanoz hacminin meyvelerin aerobik solunumu i¢in yeterli olup olmadigini belirlemek
i¢in solunum hizi Sl¢lilmistiir. Elde edilen bulgulara gore saglikli Satsuma mandarin
meyvelerinde ortalama solunum hizinm 8,3 ml CO kg saat™, yarali meyvelerde ise 10,6
ml CO, kg?! saat! oldugu tespit edilmistir. Arpaia ve Kader (2013), mandarin
meyvelerinin 20°C’de solunum hizinin 10 ml CO, kg? saat™ oldugunu bildirmistir.
Bulgularimiz 6nceki ¢aligmalarla uyumlu olup, meyvelerin 5 L’lik plastik kavanozlarda

aerobik solunum yaptigin1 gostermistir.

4.3. Geotrichum citri-aurantii’nin Fungal Gelisimi Uzerine ITC Uygulamalarinin
In Vitro Etkilerinin Belirlenmesi
4.3.1. Geotrichum citri-aurantii’nin Misel Gelisimi Uzerine ITC Uygulamalarinin
Etkileri

G. citri-aurantii’nin misel gelisimi iizerine ITC bilesiklerinin buhar etkilerinin
arastirildig1 calismalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelgede de goriilecegi gibi methyl, allyl, butyl, ethyl, benzyl ve 2-phenylethyl
ITC bilesikleri 0,0-0,14 ul/L konsantrasyon araliginda degisen oranlarda antifungal etki
gostermistir. En giiglii antifungal etkinlik benzyl, methyl, allyl ve ethyl ITC bilesikleri
tarafindan gosterilmis olup, bu bilesikleri sirasiyla butyl ve 2-phenylethyl ITC bilesikleri
izlemigtir. Fungusun misel gelisimini tamamen engelleyen konsantrasyonlar

incelendiginde, methyl ITC G. citri-aurantii patojenini 0,08 ul/L, allyl ITC 0,10 ul/L,
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butyl ITC 0,13 pl/L, ethyl ITC 0,10 pl/L, benzyl ITC 0,06 ul/L ve 2-phenylethyl ITC
0,14 ul/L konsantrasyonlarinda tamamen engellemistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda G. citri-
aurantii’nin misel gelisimi (mm) iizerine etkinligi®
Kullanilan farkh ITC’larin misel gelisimi (mm) iizerine etkileri

Kons. Methyl Benzyl 2-PE
(/L) ITC Allyl ITC Butyl ITC Ethyl ITC ITC ITC

0,0 85,3h 83,0j 83,3k 83,7j 84,0g 82,0m
001  5309C  533iC  430jAB 417iAB  383fA  443IB
002  42,7fC  47,7nD  34,0iB  283hA  33,3eB  37,3kB
003  40,7fC  39,0gC  30,7hB  26,00A  26,0dA  337jB
004 283eBCD 310fCD 26,0gBC 243gAB  19,7cA  32,3ijD
005 213dB  260eC  220f8  21,7fB 13 7bA  29,7hiD
006  13,0cB  227deD 21,0efCD  18,0eC 00aA  27,3ghE
0,07 600B  197dD  18,0deD  13,3dC 0,0aA  26,0fgE
0,08 00aA  12,7cC  150dD  10,3cB 0,0aA 24,0E
0,09 0,0aA 700B  11,7¢C 7,7bB 0,0aA  20,7eD
0,10 0,0aA 0,0aA 9,0cB 0,0aA 0,0aA  12,7dC
0,11 0,0aA 0,0aA 5,3bB 0,0aA 0,0aA  10,6dC
0,12 0,0aA 00aA  2,3abB 0,0aA 0,0aA 7,3¢C
0,13 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA 3,3bB

0,14 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
ECso® 0,020 0,023 0,016 0,014 0,014 0,019
ECoao® 0,061 0,084 0,101 0,072 0,044 0,170

® Elde edilen degerler 3 farkli petride gelisen fungus koloni ¢ap (mm) degerlerinin
ortalamasidir. Ayni satir i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiiciik
harfler veya siitun i¢erisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiytik harfler
uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigin1 gosterir (Duncan’s
Multiple Range Test, P<0.05).

b ITC bilesiklerinin misel gelisimini %50 diizeyinde engelleyen etkili konsantrasyonlari
(ECso) her bir ITC bilesigi igin farkli konsantrasyonlarda elde edilen misel gaplarinin
degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) yardimu ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir.

¢ ITC bilesiklerinin misel gelisimini %90 diizeyinde engelleyen etkili konsantrasyonlari
(ECo0) her bir ITC bilesigi igin farkli konsantrasyonlarda elde edilen misel gaplarinin
degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) yardimu ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir.

ITC bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarinin fungusun misel gelisimini
engelleme oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ITC bilesiginin
misel gelisimini %50 ve %90 oranlarinda engelleyen etkili konsantrasyonlar (sirasiyla

ECso ve ECqo) belirlenmistir (Cizelge 4.2). Elde edilen sonuglara gore en gii¢lii antifungal
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etkinlik gosteren benzyl, ethyl ve butyl ITC bilesiklerinin ECsg degerleri sirasiyla 0,014,
0,014, 0,016, 0,019, 0,020 ve 0,020 ul/L olarak belirlenmistir. Bu bilesikleri sirasiyla
0,019, 0,020 ve 0,020 ul/L ECso degerleri ile 2-phenylethyl, methyl ve allyl ITC
bilesikleri izlemistir. Benzyl, ethyl, butyl, 2-phenylethyl, methyl ve allyl ITC
bilesiklerinin ECgo degerleri ise sirasiyla 0,044, 0,061, 0,072, 0,084, 0,101 ve 0,170 pl/L
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.2).

ITC bilesiklerinin buhar fazinda G. citri-aurantii’nin misel gelisimine etkileri (%)
degerlendirildiginde (Cizelge 4.3), 0,01 ul/L konsantrasyonda en yiiksek etkiye benzyl
ITC (%54,4) sahip olurken, en diisiik etkiyi allyl ITC (%35,8) gostermistir. Patojen
tizerine %100 etkinin goriildigii 0,06 pl/L konsantrasyonda benzyl ITC ilk siray1 alirken
bunu, %84,8, %78,5 ve %74,8 ile sirasiyla methyl, ethyl ve butyl ITC bilesikleri
izlemistir. Konsantrasyon 8 kat arttirildiginda (0,08 pl/L) methyl ITC patojenin misel
gelisimini %100 oraninda engellerken, 10 kat arttirildiginda ise (0,10 pl/L), allyl ve ethyl
ITC bilesikleri patojenin misel gelisimini %100 oraninda engellemistir. Denemede
kullanilan en yiiksek konsantrasyonda (0,14 pl/L) 2-phenylethyl ITC, patojenin misel
gelisimini tamamen durdurmustur.

ITC bilesiklerinin fungistatik veya fungitoksik etkilerini belirlemek i¢in yapilan
denemede benzyl ITC’1n 0,06 pl/L, methyl ITC’1n 0,08 pl/L, allyl ve ethyl ITC’1n 0,10

ul/L konsantrasyonlarinda fungistatik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki saf ITC’larin buhar fazinda G. citri-aurantii
misel gelisiminin engellenmesi (%) iizerine etkinligi.
Kullanilan farkh ITC’larin misel gelisiminin engellenmesi (%)
iizerine etkisi

'(;?/”If) MleTtgy' Allyl ITC Butyl ITC Ethyl ITC Bf’?éy' Zlfg
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,01 37,9 35,8 48,4 50,2 54,4 45,9
0,02 49,9 42,6 50,2 66,1 60,3 54,5
0,03 52,4 53,1 63,2 68,9 69,0 58,9
0,04 66,9 62,7 68,8 70,9 76,6 60,6
0,05 75,0 68,7 73,6 74,1 83,7 63,8
0,06 84,8 72,7 74,8 78,5 100,0 66,7
0,07 93,0 76,3 78,4 84,1 100,0 68,3
008 1000 84,7 82,0 87,6 100,0 70,7
009 1000 91,6 86,0 90,8 100,0 74,8
010 1000 100,0 89,2 100,0 100,0 82,5
011 1000 100,0 93,7 100,0 100,0 87,4
012 1000 100,0 97,5 100,0 100,0 01,1
013 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 95,9
014 1000 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

In vitro kosullarda ITC’larin buhar fazinda G. citri-aurantii’nin misel gelisimine
etkileri incelendiginde, en diisiik konsantrasyonda benzyl ITC (0,06 ul/L), patojenin
misel gelisimini engellemede en yiiksek aktiviteye sahip olmustur. Artan
konsantrasyonlara bagli olarak benzyl ITC ile birlikte methyl ITC (0,08 ul/L), allyl ve
ethyl ITC (0,10 ul/L), fungal koloninin radyal gelisimini kontrole oranla yiiksek diizeyde
engellemistir. Elde edilen bu sonuglar, BITC’1n Aspergillus niger, Penicillium cyclopium
ve Rhizopus oryzae’ye karsi en etkili ITC’lardan biri oldugunu bildiren Drobnica ve ark.
(1967a)’min bulgular1 ile uyum igerisindedir. Benzer bir calismada, 0,05 mg/ml
konsantrasyondaki BITC’1n domates meyvesinden izole edilen Alternaria alternata’nin
misel gelisimini %80 oraninda, 0,1 mg/ml konsantrasyonda ise %100 oraninda
engelledigi bildirilmistir (Troncosa-Rojas ve ark., 2005). In vitro kosullarda, biberlerden
izole edilen Alternaria alternata’nin misel gelisimini tamamen engellemek i¢in, AITC’1n
0,04 mg/ml, phenyl ITC’in 0,05 mg/ml ve BITC’in 0,08 mg/ml konsantrasyonlari
gerekirken, etkili MCIT konsantrasyonunun 0,03 mg/ml oldugu bildirilmistir (Troncoso
ve ark., 2005). En disiik antifungal etki phenylethyl ITC uygulamasinda gozlenmistir.
Phenylethyl ITC’in en yiiksek konsantrasyonunda (0,1 mg/ml) bile %50 oraninda
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engelleme oldugu kaydedilmistir. Kurt ve ark. (2011), ugucu ITC bilesiklerinin (methyl,
allyl, butyl, ethyl, phenyl, benzyl ve 2-phenylethyl ITC) Sclerotinia sclerotiorum’un
misel gelisimini engellemede oldukga etkili oldugunu bildirmislerdir. MITC, 732, 1024
ve 1460 umol/L konsantrasyonlarinda misel gelisimini %100 oraninda engellemistir. 2-
PE ITC disindaki tiim ITC’lar, patojen iizerinde fungistatik bir etki gostermistir. MITC,
AITC, BITC ve 2-PE ITC’in misel gelisimi lizerinde fungitoksik etkili oldugu
gbzlenmistir. Ayrica bu veriler, in vitro kosullarda ITC’larin (allyl, butenyl, benzyl, 2-
phenylethyl ve 4-methylthiobutyl-ITC) buhar fazinda Monilinia laxa’nin konidi
¢imlenmesini ve misel gelisimini 6nemli 6l¢lide engelledigini bildiren Mari ve ark. (2008)
tarafindan da desteklenmektedir.

ITC bilesiklerinin fungusun misel gelisimini engelleme oranlarina dayanilarak
yapilan analiz sonucunda en giiglii antifungal etkinlik gosteren benzyl, ethyl ve butyl ITC
bilesiklerinin ECso degerleri sirastyla 0,014, 0,014 ve 0,016 pl/L olarak belirlenmistir.
Benzyl, ethyl ve butyl ITC bilesiklerinin ECgo degerleri ise sirasiyla 0,044, 0,061 ve 0,072
ul/L olarak belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, allyl ve ethyl ITC kombinasyonunun
P. expansum’un ve Botrytis cinerea’nin spor ¢imlenmesi ve misel gelisimine karsi
fungitoksik etki gosterdigini bildiren Wu ve ark. (2011)’nin bulgulart ile uyum
igcerisindedir. Optimize edilmis kombinasyon, P. expansum’un konidi ¢imlenmesi ve
misel gelisimi i¢in sirasiyla 0,08 ve 0,14 pg/ml havada en diisiik ECso degerlerini
gostermistir. B. cinerea’nin konidi ¢imlenmesi ve misel gelisimi igin sirasiyla 0,07 ve
0,12 pg/ml havada en diisiikk ECso degerlerini gostermistir. Her iki fungal tiiriin misel
gelisimi, konidi ¢imlenmesinden daha yiiksek ITC konsantrasyonlariyla engellenmistir.
Benzer bir calismada, 4-methylthiobutyl-ITC (4-MTBITC) Monilinia laxa’nin
kontroliinde diger ITC bilesiklerinden (allyl, butenyl, benzyl, 2-phenylethyl ve 4-
methylthiobutyl-1TC) daha etkili oldugu bildirilmistir (Mari ve ark., 2008). 4-MTBITC,
konidi ¢imlenmesi igin sirasiyla 0,04 ve 0,10 mg/L ECso ve ECgs degerlerini, misel
gelisimi igin ise sirasiyla 0,30 ve 0,52 mg/L ECsg ve ECos degerlerini gostermistir. Misel
gelisimi, konidi ¢cimlenmesinden daha ytiksek ITC konsantrasyonlartyla engellenmistir.

Denemeye alinan bilesiklerin gelisimi engelleme durumu ele alindiginda BITC
(0,06 pl/L) ile birlikte MITC (0,08 pl/L), AITC ve EITC (0,10 pl/L) bilesikleri, G. citri-
aurantii tizerinde fungistatik etki gostermistir. Elde edilen bu sonuglar, ITC bilesiklerinin

Gaeumannomyces graminis var. tritici (Sacc.) Arx & DL Olivies, Rhizoctonia solani JG
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Kiihn, Gibberella zeae (Schwein) Petch (Syn. Fusarium graminearum), Cochliobolus
sativus (S Ito & Kurib) Dreschler ex Dastur (syn. Bipolaris sorokiniana), Pythium
irregulare Buisman gibi ¢esitli toprak kokenli bitki patojenlerine (Motisi ve ark., 2009;
Sarwar ve ark., 1998; Angus ve ark., 1994; Dhingra ve ark., 2004) ve sklerot olusturan
funguslara (Smolinska ve Horbowicz, 1999; Rahmanpour ve ark., 2009) kars1 fungistatik
ve fungitoksik etki olusturdugu bildirilen ¢alismalarla uyum igerisindedir. ITC bilesikleri,
alifatik (methyl, allyl, butyl ve ethyl ITC) ve aromatik (benzyl ve 2-phenylethyl ITC)
bilesikler olarak G. citri-aurantii itizerinde zehirlilik seviyesi yoniinden benzerlik
gostermistir. Bu veriler, Monilinia laxa’nin kontroliinde alifatik ITC bilesikleri (allyl,
butyl ve 4-methylthiobutyl ITC) ve aromatik ITC bilesikleri (benzyl ve phenylethyl ITC)
arasinda herhangi bir fark bulunmadigini bildiren Stahmann ve ark. (1943) tarafindan da

desteklenmektedir.

4.3.2. Geotrichum citri-aurantii’nin Arthrokonidi Cimlenmesi Uzerine ITC
Uygulamalarimn Etkileri

Bu asamada, farkli ITC bilesiklerinin G. citri-aurantii’nin arthrokonidi
¢imlenmesine etkileri arastirtlmistir.  Misel denemesinde en etkili goriilen
konsantrasyonlarin konidi ¢imlenmesi denemelerinde de 25°C’de 8 saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda 151k mikroskobu altinda ¢imlenmis ve ¢imlenmemis arthrokonidi
sayimlart gerceklestirilmistir. G.Citri-aurantii’nin arthrospor olarak bilinen aseksiiel
sporlarinin (konidi) ¢imlenmesi {izerine ITC bilesiklerinin buhar etkilerinin arastirildig:
caligmalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’te verilmistir.

Cizelge 4.4 incelendiginde ITC bilesiklerinin misel gelisimini engelleyen
konsantrasyonlarin (Cizelge 4.2) daha altinda bir konsantrasyonda fungusun Kkonidi
cimlenmesinin  engellendigi  goriilmektedir.  Elde  edilen sonuglara  gore
konsantrasyonlarin artmasiyla fungusun konidi ¢imlenme oranlar1 azalmistir. Fungusun
konidi ¢cimlenmesinin engellenmesinde en yiiksek etkinligi misel gelisimindeki etkinlikte
oldugu gibi sirastyla benzyl, methyl, allyl, ethyl, butyl ve 2-phenylethyl ITC bilesiklerinin
gosterdigi belirlenmistir. ITC bilesikleri tarafindan konidi ¢imlenmesinin engellenmesi,
benzyl ITC’in 0,05 pl/L konsantrasyonunda, methyl, allyl ve ethyl ITC’in 0,07 ul/L
konsantrasyonunda ve 2-phenylethyl ITC’mm ise 0,10 pl/L konsantrasyonunda

gerceklesmistir. Yapilan istatistik analizlere gore ITC bilesiklerinin konidi ¢imlenmesi
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tizerine antifungal etkinlikleri konsantrasyonlara bagli olarak onemli diizeyde artmis
olup, konsantrasyonlar arasindaki fark P<0.05 6nem seviyesinde istatistiksel olarak

Onemli bulunmustur.

Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda G. citri-
aurantii’nin arthrokonidi ¢cimlenmesi iizerine etkinligi®
Kullanilan farkh ITC’larin konidi ¢imlenmesi iizerine etkisi

5?/”13 MleTtgy' Allyl ITC Butyl ITC Ethyl ITC Blegéy' ZITPCE
0,0 87,3h 88,0h 86,7] 85,09 82,39 85,0k
0,005 65,09 78,79 71,0i 83,09 66,0f 72,0
0,01 55,7f 62,0f 58,3h 72,7 51,3e 63,7i
0,02 41,3e 43,3e 40,39 56,3e 35,7d 51,0h
0,03 35,0d 38,0d 35,0f 42,3d 22,7¢c 40,79
0,04 23,3c 22,7c 29,0e 22,3C 6,3b 33,3f
0,05 12,7b 10,7b 24,7d 14,7b 0,0a 26,3e
0,06 4,0a 2,7a 11,0c 3,3a 0,0a 21,3d
0,07 0,0a 0,0a 5,0b 0,0a 0,0a 15,3c
0,08 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 9,3b
0,09 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 2,3a
0,10 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
0,11 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
ECso” 0,015 0,018 0,018 0,024 0,013 0,023
ECao° 0,052 0,05 0,064 0,053 0,036 0,089

? Elde edilen degerler 3 farkli petride ¢imlenen fungus konidi sayilarinin ortalamasidir.
Ayni satir iginde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer kiiciik harfler veya siitun
igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer biiyiik harfler uygulamalar
arasindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli olmadigini gosterir (Duncan’s Multiple
Range Test, P<0.05).

b ITC bilesiklerinin konidi ¢imlenmesini %50 diizeyinde engelleyen etkili dozlari (ECso)
her bir ITC bilesigi i¢in farkli konsantrasyonlarda gozlenen ¢imlenen konidi sayilar
kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
yardimut ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir

¢ITC bilesiklerinin konidi ¢imlenmesini %90 diizeyinde engelleyen etkili dozlar1 (ECgo)
her bir ITC bilesigi i¢in farkli konsantrasyonlarda gézlenen ¢imlenen konidi sayilart
kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
yardimut ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir.

ITC bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarinin konidi ¢imlenmesini engelleme
oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ITC bilesiginin konidi
cimlenmesini %50 ve %90 oranlarinda engelleyen etkili konsantrasyonlar (sirasiyla ECso

ve ECgo) belirlenmistir (Cizelge 4.4). Elde edilen sonuglara gore en giiglii antifungal
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etkinlik gosteren benzyl, methyl, allyl, butyl, 2-phenylethyl ve ethyl ITC bilesiklerinin
ECso degerleri sirasiyla 0,013, 0,015, 0,018, 0,018, 0,023 ve 0,024 ul/L olarak
belirlenmistir. Benzyl, allyl, methyl, ethyl, butyl ve 2-phenylethyl ITC bilesiklerinin ECgo
degerleri ise sirastyla 0,036, 0,050, 0,052, 0,053, 0,064 ve 0,089 ul/L olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.4).

ITC bilesiklerinin buhar fazinda G. citri-aurantii’nin konidi ¢imlenmesine etkileri
(%) degerlendirildiginde (Cizelge 4.5), kullanilan en diisiik konsantrasyonda (0,005 pul/L)
en yiiksek etkiye methyl ITC (%25,6) sahip olurken, en diisiik etkiyi ethyl ITC (%2,3)
gostermistir. Patojen tizerine %100 etkinin goriildiigii 0,05 pl/L konsantrasyonda benzyl
ITC ilk siray1 alirken bunu, %87,9, %85,5 ve %82,7 ile sirasiyla allyl, methyl ve ethyl
ITC bilesikleri izlemistir. Konsantrasyon 7 kat arttirildiginda ise (0,07 ul/L), methyl, allyl
ve ethyl ITC bilesikleri patojenin misel gelisimini %100 oraninda engellemistir. 2-
phenylethyl ITC ise 0,10 ul/L konsantrasyonda patojenin misel gelisimini %100 oraninda

engellemistir.

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki saf ITC’larin buhar fazinda G. citri-aurantii
spor ¢imlenmesinin engellenmesi (%) tizerine etkinligi.
Kullanilan farkh ITC’larin konidi ¢cimlenmesi iizerine etkisi

5‘;}‘5 MleTtgy' Allyl ITC Butyl ITC Ethyl ITC Ble?éy' ﬁfg
0,0 i i i i i i
0,005 256 10,6 18,1 2,3 19,8 15,3
0,01 36,3 29,5 32,7 14,5 37,6 25,1
0,02 52,7 50,8 53,5 33,7 56,7 40,0
0,03 60,0 56,8 59,6 50,2 72,5 52,2
0,04 73,3 74,2 66,5 73,7 92,3 60,8
0,05 85,5 87,9 71,5 82,7 100,0 69,1
0,06 95,4 97,0 87,3 96,1 100,0 75,0
0,07 100,0 100,0 94,2 100,0 100,0 82,0
0,08 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 89,0
0,09 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 97,2
0,10 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
0,11 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Elde edilen bu sonuglar, tek basma 5 pg/ml AITC’1n elmalarda bir fumigant olarak
uygulandiginda, 10* konidi/ml konsantrasyonda inokule edilen P. expansum’un spor

¢imlenmesini tamamen engelledigini bildiren Mari ve ark. (2002)’nin bulgulari ile uyum
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icerisindedir. AITC, EITC ve kombinasyonlarinin, P. expansum ve Botrytis cinerea’nin
spor ¢imlenmesinin kontroliinde misel gelisiminden daha etkili oldugu bildirilmistir. Kurt
ve ark. (2011), ugucu ITC bilesiklerinin (methyl, allyl, butyl, ethyl, phenyl, benzyl ve 2-
phenylethyl ITC) Sclerotinia sclerotiorum’un sklerot canliligini engellemede oldukga
etkili oldugunu bildirmislerdir. Butyl, ethyl, phenyl ve 2-phenylethyl ITC’in farkli
konsantrasyonlarinda fungitoksik etkili oldugu gézlenmistir. Ayrica bu veriler, 1,5 pg/ml
AITC buhar faz konsantrasyonunun, 10® konidi/ml konsantrasyonda inokule edilen P.
expansum’un spor ¢imlenmesini tamamen engelledigini bildiren Wu ve ark. (2011)
tarafindan da desteklenmektedir.

ITC bilesiklerinin konidi ¢imlenmesini engelleme oranlarina dayanilarak yapilan
analiz sonucunda 0,013 pl/L ECso degeriyle en giiglii antifungal etkinligin benzyl ITC
bilesiginde goriilmiis olmasi, BITC’mn Sclerotinia sclerotiorum’un sklerot ¢gimlenmesini
75,1 umol/L. ECsp degeri ile en yiiksek engelleyici etkiyi gosterdigini bildiren Kurt ve
ark. (2011)’nin bulgulari ile uyum igerisindedir. Ugolini ve ark. (2014) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, in vitro kosullarda AITC’1n Botrytis cinerea’nin konidi ¢imlenmesi ve
misel gelisimi {izerine etkisini arastirmiglar ve miselyumun, AITC’a konididen daha
hassas oldugunu belirlemiglerdir (ECso degerleri sirasiyla 1,35 ve 0,62 mg/L). Ancak

calismamizdan elde edilen bulgularda bu sonuca rastlanmamastir.

4.3.3. ITC Bilesiklerinin Geotrichum citri-aurantii’nin Hiflerinde Meydana Getirdigi
Degisiklikler

ITC bilesiklerinin etkili oldugu belirlenen konsantrasyonlarinin fungusun
miselleri ve ¢im borulari lizerinde meydana gelen morfolojik degisiklikler faz kontrast
optiklerle donatilmig Olympus Bx51 mikroskobu altinda incelenmistir. Yapilan
gozlemlerde ITC bilesiklerinin tamamen engellemeyi saglayan konsantrasyonlarinda
fungus miselleri iizerinde olduk¢a siddetli morfolojik bozulmalara neden oldugu
gozlenmistir. ITC uygulamalar: sitoplazmik pihtilasmaya, hif yapisinda artan siddetlerde
sitoplazmik igerigin karararak hifin disina bosalmasina neden olmus, ilerleyen
zamanlarda sitoplazmasi bosalmis miseller tamamen koyulasip, deforme olarak nekrotik
bir misel haline dontismistiir (Sekil 4.2). Saglikli hif kalinlig1 yaklagik 7,5-10 um ¢apinda
iken, ITC uygulamasina maruz kalan hiflerde hif kalinlig1 yaklasik %20-33 oraninda
incelerek ortalama 5-7 um ¢apinda oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglar, AITC
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ile fumigasyon uygulamasinin bakteri hiicrelerinde metabolit sizintilara neden oldugunu
bildiren Lin ve ark. (2000)’nin bulgular ile uyum igerisindedir. Ayrica, lipofilik bir
bilesik olan phenylethyl ITC’in plazma membraninda bulunan enzimlerle tepkimeye
girebilecegini, bdylece hiicre 6liimiiyle gelisimi engelleyebilecegini bildirmislerdir. Bu
sonuglar ayn1 zamanda, ITC’larin siilfidril gruplari, disiilfit baglari, proteinlerin amino
gruplart ve amino asit kalintilar1 ile spesifik olmayan ve geri doniistiiriilemeyen
etkilesimlerinin meydana geldigini bildiren Kojima ve Oawa (1971) ve Banks ve ark.
(1986) tarafindan da desteklenmektedir.

Sekil 4.2. G. citri-aurantii hiflerinin sitoplazmalarinda gozlenen renk degisimleri (A),

koagiilasyonlar ve sisme seklinde gozlenen morfolojik degisiklikler (B).

4.4. Yan In Vivo Kosullarda Geotrichum citri-aurantii’ye Kars1 ITC Bilesiklerinin
Etkileri

Farkli konsantrasyonlardaki ITC bilesiklerinin G. citri-aurantii’nin neden oldugu
eksi clirikliigiin ortalama lezyon alani lizerine etkisinin yari in vivo kosullarinda
arastirildigr ¢alismalardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.6’da verilmistir. In vitro
kosullarda misel ve konidi ¢imlenmesi denemeleri sonucunda patojene karsi en yiliksek
etki gosteren ITC bilesikleri (methyl, allyl ve ethyl ITC) kullanilmistir. Benzyl ITC, yari
in vivo kosullarda yapilan 6n denemelerde etkili bulunmadigi igin meyvelere
uygulanmamustir.

Cizelge 4.6’da goriilecegi gibi methyl, allyl ve ethyl ITC bilesikleri 0,0-0,12 pl/L
konsantrasyon araliginda degisen oranlarda antifungal etki gostermistir. En giiclii
antifungal etkinlik ethyl ITC bilesigi tarafindan gosterilmis olup, bu bilesigi sirasiyla

methyl ve allyl ITC bilesikleri izlemistir. Fungusun ortalama lezyon alanini1 tamamen
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engelleyen konsantrasyonlart incelendiginde, ethyl ITC G. citri-aurantii patojenini 8,0
ul/L, methyl ve allyl ITC 10,0 ul/L konsantrasyonlarinda tamamen engellemistir (Sekil
4.3). Methyl, allyl ve ethyl ITC’mn 16 ul/L konsantrasyonda ise meyvelerde fitotoksisiteye

neden oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki saf ITC bilesiklerinin mandarin meyvesi
tizerinde G. citri-aurantii’nin neden oldugu eksi ¢iiriikliigiin ortalama lezyon alani (mm)
tizerine etkisi®

Kullanilan ITC’lar
KONS. Methyl ITC  Allyl ITC  Ethyl ITC
(nl/L)
0,0 25 7 25 7 25.7d
4,0 201eA  240deA  20,8cA
6.0 19,5dB 224dC  12,2bA
8,0 16,5¢B 18,5¢C 0,0aA
10,0 10,908 11,30B 0,0aA
12,0 0,0a 0,0 0,0
ECso” 8.139 8,582 5,331
ECo® 13,269 13,416 7,386

2 Elde edilen degerler 3 farkli mandarin meyvesinde gelisen hastaligin lezyon alani (mm)
degerlerinin ortalamasidir. Ayni satir i¢inde yer alan ortalama degerlerin yanindaki
benzer kiiciik harfler veya siitun igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki benzer
biiyiikk harfler uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak onemli olmadigini
gosterir (Duncan’s Multiple Range Test, P<0.05).

b ITC bilesiklerinin hastaligin lezyon alanim %350 diizeyinde engelleyen etkili
konsantrasyonlar1 (ECso) her bir ITC bilesigi i¢in farkli konsantrasyonlarda elde edilen
lezyon alan1 degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) yardimui ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir.

¢ ITC bilesiklerinin hastaligin lezyon alanin1 %90 diizeyinde engelleyen etkili
konsantrasyonlari (ECgo) her bir ITC bilesigi i¢in farkli konsantrasyonlarda elde edilen
lezyon alan1 degerleri kullanilarak SPSS istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) yardimi ile Probit analizi yapilarak belirlenmistir.

ITC bilesiklerinin farkli konsantrasyonlarinin fungusun ortalama lezyon alanini
engelleme oranlarina dayanilarak yapilan Probit analiz sonucunda her bir ITC bilesiginin
misel gelisimini %50 ve %90 oranlarinda engelleyen etkili konsantrasyonlari (sirasiyla
ECso ve ECgo) belirlenmistir (Cizelge 4.6). Elde edilen sonuglara gore giiclii antifungal
etkinlik gosteren ethyl, methyl ve allyl ITC bilesiklerinin ECso degerleri sirasiyla 5,331,
8,139 ve 8,582 ul/L olarak belirlenmistir. Ethyl, methyl ve allyl ITC bilesiklerinin ECgo
degerleri ise sirastyla 7,386, 13,269 ve 13,416 ul/L olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6).
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda allyl ITC uygulanan mandarin meyvelerinde G.
citri-aurantii’nin neden oldugu eksi ¢iirtikliigiin lezyon alani. 1 (4 ul/L), 2 (6 ul/L), 3
(12 ul/L), 4 (16 ul/L) ve K (kontrol).

ITC bilesiklerinin G. citri-aurantii’nin ortalama lezyon alanina etkileri (%)
degerlendirildiginde (Cizelge 4.7), 4,0 ul/L konsantrasyonda en yiiksek etkiye ethyl ITC
(%18,9) sahip olurken, en diisiik etkiyi methyl ITC (%6,3) gostermistir. Patojen {izerine
%100 etkinin gozlendigi 8,0 pl/L konsantrasyonda ethyl ITC ilk siray1 alirken bunu,
%36,0, ve %283 ile sirasiyla methyl ve allyl ITC bilesikleri izlemistir. Konsantrasyon 3
kat arttirlldiginda ise (12,0 pl/L), methyl ve allyl ITC bilesikleri patojenin misel

gelisimini %100 oraninda engellemistir.

Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlardaki saf ITC bilesiklerinin mandarin meyvesi
tizerinde G. citri-aurantii’nin neden oldugu eksi ¢iiriikliiglin lezyon alani olusumunun
engellenmesi (%) tizerine etkisi.

Kullanilan ITC’lar
5?;‘5) Methyl ITC  Allyl ITC  Ethyl ITC

0,0 - - -

4,0 63 6,7 18,9
6,0 24,0 13,0 52,8
8,0 36,0 28,3 100,0
10,0 57,8 56,3 100,0
12,0 100,0 100,0 100,0

Yar1 in vivo kosullarda en diigiik konsantrasyonda ethyl ITC (8 ul/L), G. citri-

aurantii’nin neden oldugu eksi ciiriikliigiin ortalama lezyon alanini engellemede en
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yiikksek aktiviteye sahip olmustur. Artan konsantrasyonlara bagli olarak bu bilesigi
sirastyla methyl ve allyl ITC (12 ul/L) bilesikleri izlemistir. In vitro kosullarda kullanilan
konsantrasyonlarin en etkili olanlar1 20 kat1 arttirildiginda yar1 in vivo kosullarda yapilan
denemelerde olumlu sonu¢ vermistir. Bulgularimiz armutlarda P. expansum’a karsi
AITC’in  biyofumigasyonunun, derim sonrast endiistriyel uygulamalar igin
biyofumigasyonun kullanim olanagint bildiren Mari ve ark. (2002) tarafindan
desteklenmektedir. Mavi kiif inokule edilen Conference ve Kaiser ¢esidi armutlar, 28 saat
boyunca AITC bakimindan zenginlestirilmis bir atmosfere maruz birakilarak hastalik
kontrol edilmis ve in vivo kosullarda elde edilen sonuglar in vitro’dakileri desteklemistir.
5 mg/L AITC, 10* konidi/ml P. expansum inokule edilen armutlarda fitotoksik etkiye

neden olmadan yiiksek bir fungitoksik etki gostermistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada, turuggillerde derim sonrasi 6nemli kayiplara neden olan toprak
kokenli fungal bitki patojenlerinden G. citri-aurantii’nin miicadelesinde saf ITC’larin
etkileri in vitro ve yar1 in vivo kosullarda aragtirilmistir.

Paketleme tesislerinden elde edilen ve hastalikli oldugu disiiniilen mandarin
meyvelerinden PDA ortaminda izolasyonu yapilarak koloni gelisimi ve mikroskobik
incelemelerden sonra G. citri-aurantii olarak tanimlanmistir. PDA ortaminda gelistirilen
5-7 giinliik kiiltiirden 10° konidi/ml konsantrasyonundaki spor siispansiyonu ile mandarin
meyvelerine daldirma inokulasyon yontemi uygulanmistir. Patojenisite sonucunda,
depolardaki mandarinlerde goriilen meyve eksi ¢liriiklik hastaligina benzer lezyonlar
gbzlenmistir.

Calismada kullanilan Owari Satsuma mandarin meyvelerinin suda ¢6ziinebilir kuru
madde miktari, usare oran1 ve titre edilebilir asitligi belirlenerek meyveler uygun déneme
ulagtiginda derilmistir. Yart in vivo kosullarda meyvelerin bekletildigi 5 L’lik plastik
kavanoz hacminin kapasitesinin aerobik solunum i¢in yeterli oldugu meyvelerdeki
solunum hiz1 dlgiilerek belirlenmistir.

In vitro kosullarda ITC’larin buhar fazinda G. citri-aurantii’nin misel gelisimine
etkileri incelendiginde, en diisiik konsantrasyonda benzyl ITC (0,06 ul/L), patojenin
misel gelisimini engellemede en yiiksek aktiviteye sahip olmustur. Artan
konsantrasyonlara bagli olarak benzyl ITC ile birlikte methyl ITC (0,08 ul/L), allyl ve
ethyl ITC (0,10 ul/L), fungal koloninin radyal gelisimini kontrole oranla yiiksek diizeyde
engellemistir. ITC bilesiklerinin fungusun misel gelisimini engelleme oranlarina
dayanilarak yapilan analiz sonucunda en giiclii antifungal etkinlik gdsteren benzyl, ethyl
ve butyl ITC bilesiklerinin ECso degerleri sirasiyla 0,014, 0,014 ve 0,016 pl/L olarak
belirlenmistir. Benzyl, ethyl ve butyl ITC bilesiklerinin ECgo degerleri ise sirasiyla 0,044,
0,061 ve 0,072 pl/L olarak belirlenmistir. ITC bilesiklerinden methyl, allyl, ethyl ve
benzyl ITC’1n fungistatik etkiye sahip oldugu belirlenmistir. ITC’lar, alifatik (methyl,
allyl, butyl ve ethyl ITC) ve aromatik (benzyl ve 2-PE ITC) bilesikler olarak G. citri-
aurantii tizerinde zehirlilik seviyesi yoniinden benzerlik gostermistir.

In vitro kosullarda ITC’larin buhar fazinda G. citri-aurantii’nin arthrokonidi

cimlenmesi lizerine antifungal etkileri incelendiginde, en diisiik konsantrasyonda benzyl
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ITC (0,05 ul/L), patojenin arthrokonidi ¢imlenmesini engellemede en yiiksek aktiviteye
sahip olmustur. Artan konsantrasyonlara bagl olarak benzyl ITC ile birlikte methyl, allyl
ve ethyl ITC (0,07 ul/L), fungal koloninin arthrokonidi ¢imlenmesini kontrole oranla
yiiksek diizeyde engellemistir. ITC bilesiklerinin konidi ¢imlenmesini engelleme
oranlarina dayanilarak yapilan analiz sonucunda en giiclii antifungal etkinlik gosteren
benzyl, methyl ve allyl ITC bilesiklerinin ECso degerleri sirasiyla 0,013, 0,015 ve 0,018
ul/L olarak belirlenmistir. Benzyl, allyl ve methyl ITC bilesiklerinin ECgo degerleri ise
sirasiyla 0,036, 0,050 ve 0,052 pl/L olarak belirlenmistir.

ITC bilesiklerinin G. citri-aurantii’nin hiflerinde meydana getirdigi degisiklikler
incelendiginde, ITC bilesiklerinin tamamen engellemeyi saglayan konsantrasyonlarinda
fungus miselleri iizerinde oldukca siddetli morfolojik bozulmalara neden oldugu
gozlenmistir. Farkli ITC bilesiklerinin G. citri-aurantii lizerinde hiicre membrani ve
sitoplazmik igerik diizeyinde olusturdugu bu zaralanmanin muhtemelen ITC
bilesiklerinin fungus membranimi yikarak sitotoksik etkiye neden olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

Yari in vivo kosullarda en diisiik konsantrasyonda ethyl ITC (8 pl/L), G. citri-
aurantii’nin neden oldugu eksi ¢iiriikliigiin ortalama lezyon alanini engellemede en
yiiksek aktiviteye sahip olmustur. Artan konsantrasyonlara bagli olarak bu bilesigi
sirastyla methyl ve allyl ITC (12 ul/L) bilesikleri izlemistir. ITC bilesiklerinin fungusun
ortalama lezyon alanini engelleme oranlarina dayanilarak yapilan analiz sonucunda giiclii
antifungal etkinlik gosteren ethyl, methyl ve allyl ITC bilesiklerinin ECso degerleri
sirastyla 5,331, 8,139 ve 8,582 ul/L olarak belirlenmistir. Ethyl, methyl ve allyl ITC
bilesiklerinin ECgqo degerleri ise sirasiyla 7,386, 13,269 ve 13,416 ul/L olarak
belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, denemede kullanilan farkli ITC bilesiklerinin buhar fazinda
turunggillerde derim sonrasi eksi ¢iirtikliik hastaligina neden olan fungal etmen G. citri-
aurantii’ye kars1 yiiksek diizeyde antifungal etkinlige sahip oldugu a¢ik¢a goriilmektedir.

Derim sonras1 meydana gelen bu patojenlere karsi kullanilan ruhsatli kimyasallarin
sayica az olmalari ve uzun siire kullanimlarindan dolay:1 fungisitlerin yeni irklarinin
direng¢ kazanmalarina neden olmaktadir. Farkli ITC bilesikleri ile patojene kars1 dogrudan
toksik etkide bulunmasi, s6z konusu bu tip dogal bilesiklere kars1 direng gelistirmesinin

oniine gegilebilecegi belirtilebilir. Bu uygulamalarin insan ve ¢evre sagligina giivenilirligi
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acisindan turunggil meyvelerinde eksi ¢iiriikliik hastaligina karsi derim sonrasinda
kullanim1 konusunda iimit verici sonuglar alinmastir.

ITC bilesikleri, genel bir biyosidal ozellige sahip oldugu ig¢in giliniimiizde
biyofumigasyon sonucu kontrol edilebilen organizmalar hedef alinarak, hem depo hem
de farkli toprak kokenli patojen funguslara karsi denenmelidir. Bu amacla, denenecek
olan fungusun enfeksiyon dongiisiinde 6nemli bir yere sahip olan gelisme donemleri ayr1

ayr1 ele alinmalidir.
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