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III

OZET

NEKROTROFIK BITKI PATOJENI Sclerotinia sclerotiorum’A KARSI
GLUKOZINOLAT TUREVI ISOTHIOCYANATE’LARIN ANTiFUNGAL
ETKIiLERI

Lahanagiller familyasina bagh tiirlerde bulunan isothiocyanate (ITC) bilesikleri,
fungal patojenleri kontrol etmede potansiyel olarak yararhidir. In vitro kosullarda, saf
ITC bilesiklerinin her birinin Sclerotinia sclerotiorum’ un farkli fungal gelisim
parametrelerine zehirlilik diizeyi, bu bilesikleri petri kaplar1 i¢inde bulunan cam
filtrelere (Whatman GF/C 25mm) ekleyerek veya fungusun gelisme ortaminda ¢ozerek
aragtirtlmistir. Dort alifatik (methyl, allyl, butyl, ethyl ITCs) ve 3 aromatik (benzyl, 2-
PE, phenyl) ITC bilesigi denemeye alinmistir. Elde edilen sonuglar, 7 ITC bilesiginin S.
sclerotiorum’un farkli gelisim donemlerinde antifungal etkilerini dogrulamistir. S.
sclerotiorum’un  Ss31 izolat1 ile biyoetkinlik denemeleri, ITC’in farkli
konsantrasyonlarinin buharlasmasina izin verildigi parafilm ile sarilmis PDA petri
kaplar1 kullanilarak stirdiiriilmiistiir.

Denemeye alinan bilesikler arasinda en fazla zehirli olanlar, allyl ve benzyl
ITC’lar olmustur. Ugucu fazda miselyal gelisim, allyl, methyl ve butyl ITC bilesikleri
tarafindan tamamen engellenmistir. Aromatik ITC’lar, ucucu o6zelliklerinin diisiik
olmasindan dolay1 petri kaplarinda daha diisiik zehirlilik gostermis, ancak agar
icerisinde ¢oziindiiglinde alifatik ITC’lardan daha fazla zehirli olmustur. Benzyl ITC,
sklerot ¢imlenmesi iizerinde 0.0095 ECs, degeri ile en yliksek engelleyici etkiyi
gostermistir. ITC’larin S. sclerotiorum’un apotesyum olusumu iizerine etkileri, yiikselen
konsantrasyonlara bagli olarak artmigtir. Toprakta bulunan patojen fungus S.
sclerotiorum, biiyiik olasilikla yiiksek konsantrasyonda allyl ve benzyl ITC’lar1 ¢ikaran
glukozinolatlar1 igeren Brassica juncea, B. carinata, B. nigra and Sinapis spp gibi bitki
tiirleri tarafindan yiiksek oranda baskilanabilecektir.

2009, 59 sayfa

Anahtar Kelimeler: Sclerotinia sclerotiorum, Isothiocyanates, antifungal activity
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ABSTRACT

ANTIFUNGAL ACTIVITY OF GLUCOSINOLATE-DERIVED
ISOTHIOCYANATES AGAINST NECROTROPHIC PLANT PATHOGEN
Sclerotinia sclerotiorum

Isothiocyanates (ITC) contained in members of the Brassicaceae potentially
useful in controlling fungal pathogens. In vitro toxicity of individual pure ITCs to
different fungal growth parameters of Sclerotinia sclerotiorum was studied by either
adding them to glass filters (Whatman GF/C 25mm) in petri dishes, or dissolving them
in the growing media. Four aliphatic (methyl, allyl, butyl, ethyl ITCs) and three
aromatic ITCs (benzyl, 2-PE, phenyl) were tested. The results obtained confirmed the
antifungal effects of seven ITCs at different developmental stages of S. sclerotiorum.
Bioassays with S. sclerotiorum isolate Ss31 were performed using PDA petri plates
sealed with parafilm in which different concentrations of ITCs were allowed to
volatilize. Allyl and benzyl ITCs were the most fungitoxic of those compounds tested.
At volatile phase, mycelial growth were completely inhibited with allyl, methyl and
butyl ITCs. Aromatic ITCs were less toxic in the petri dishes due to their lower
volatility, but were more toxic than the aliphatic ITCs when dissolved in the agar.
Benzyl ITC exhibited the highest inhibitory effect on sclerotial germination with 0.0095
ECso value. Effects of ITCs on sclerotial carpogenic germination of S. sclerotiorum
increased with increasing concentrations. Pathogenic S. sclerotiorum in soil would
likely be most suppressed by species of plants such as Brassica juncea, B. carinata, B.
nigra and Sinapis spp, which contain glucosinolates that release high concentrations of
allyl and benzyl ITCs.

2009, 59 pages
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1. GIRIS

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, oldukc¢a yikic1 ve kozmopolit bir fungal
bitki patojenidir. Bu etmen, fasulye, lahana, marul, domates, ay¢icegi gibi bitkilerin
icinde bulundugu farkli familyalardan 278 cinse ait yaklagik 408 bitki tiiriinde beyaz
curiikliik, govde ¢iiriikligli ve meyve c¢iiriikliigli olarak adlandirilan hastaliklara neden
olmaktadir. Bu fungal patojenin neden oldugu hastaliklar, 60°dan fazla farkli isimlerle
antlmaktadir (Purdy, 1979). Amerika Birlesik Devletleri’'nde S. sclerotiorum’dan
kaynaklanan yillik kaybin 200 milyon dolar1 astig1 bildirilmistir. Ayni iilkede 1999
yilinda, aygicegi bitkisinde Sclerotinia tabla ¢liriikligii hastaligindan olusan kayip, 100
milyon dolar olarak kaydedilmistir (Anonim, 2005). Ulkemizde ise bu patojenin neden
oldugu beyaz ciiriikklik hastaliginin bir ¢ok farkli kiiltiir bitkisinde oldukca yaygin
oldugu ve onemli verim kayiplarina yol actigi bildirilmistir (Kurt ve Erkilig, 1997;
Irshad ve Onogur, 2001; Yanar ve ark., 2004; Dogu ve ark., 2007; Tok ve Kurt, 2007).
S. sclerotiorum’un neden oldugu asir1 {riin kaybi, yiiksek diizeyde konukgu
dayanikliligimmin olmamasi ve bu patojenin olusturdugu hastaliklarin miicadelesindeki
zorluklar gibi 6nemli faktorler, bu patojen iizerinde siirekli arastirmalarin yapilmasini
zorunlu kilmustir.

Nekrotrofik ve homotallik bir patojen olan S. sclerotiorum’un neden oldugu
hastaliklarin epidemiyolojisinde sklerotlar, uzun siireli canli kalabilme yetenegi ve
kitlesel ¢ogalma potansiyeli gibi oOzellikleri nedeni ile 6nemli bir yere sahiptir.
Sklerotlar, yilin belirli zamanlarinda, fungusun genetiksel 6zelligine ve degisik ¢evresel
kosullara bagli olarak miselyum ya da apotesyum olusturmak iizere c¢imlenirler.
Miselyal olarak ¢imlenen sklerotlar, bitki dokusunu dogrudan enfekte edebilen hifler
iiretirler (Bardin ve Huang, 2001; Le Tourneau, 1979). Skerotlarin ¢gimlenmesi sonucu
olusan apotesyumlar ise, konukc¢u bitkilerin toprak {istli aksamini enfekte eden
askosporlar meydana getirirler. Her iki ¢imlenme tipinde ortaya ¢ikan hifler, seffaf,
bolmeli, dallanmis ve ¢ok cekirdekli olup kiiltiir ortam1 ve bitki lizerinde beyaz-sari
renkte miselyum olustururlar. Bu fungus, eseysiz spor iiretmemesine karsin apotesyal
hymenium veya hifler iizerinde mikrokonidiler {tiretebilir (Kohn, 1979). Bununla
birlikte, ¢imlenme yetenegi olmayan bu mikrokonidilerin, fungusun biyolojisindeki

rolleri ise heniiz bilinmemektedir (Bolton ve ark., 2006).



Bu patojenin neden oldugu pek ¢ok hastalik, toprak sicakligi (Huang ve Kozub,
1989) ve nem (Morrall, 1977) gibi belirli ¢evresel kosullar altinda toprak yiizeyinde
veya ylizeye yakin alanlarda bulunan sklerotlarin karpogenik c¢imlenmesi ile olusan
eseyli lireme organi apotesyumlardan ¢ikan askosporlarin enfeksiyonu ile gergeklesir
(Abawi ve Grogan, 1979; Steadman, 1979). Bu askosporlar, saglikli bitki dokusu
tizerinde bir su filmi ve dis besin kaynagi yardimi ile ¢imlenebilirler (Abawi ve Grogan,
1979; Lumsden, 1979). Sklerotlarin ¢imlenmesi ile olusan miselyumlar, sicaklik ve nem
gibi cevresel faktorlere bagli olarak bitki dokusunu dogrudan hastalandirabilir (Le
Tourneau, 1979). Bunlar, stoma yolu ile penetrasyon ortaya ¢ikmadikca
apresoryumlarla mekanik giicii ve enzimleri kullanarak konukg¢u bitkinin kutikulasini
penetre edebilirler (Lumsden ve Dow, 1973; Lumsden, 1979). Ayrica enfeksiyon
stirecinde S. sclerotiorum tarafindan {iretilen okzalik asit, stomalarin agilmasini
ayarlayan savunma hiicrelerinin islevinin bozulmasina neden olur (Guimaraes ve Stotz,
2004; Lumsden ve Dow, 1973).

S. sclerotiorum genis bir konuk¢u dizisine sahip oldugu i¢in bu fungusun
enfekteledigi tiim bitkilere ait olan tek bir belirti tipi bulunmamaktadir. Yapraklar
genellikle suda haslanmig gibi lezyonlar gosterirler (Sekil 1.1). Bunlar hizla geliserek
yaprak sapindan asagi govdeye dogru ilerlerler. Bu lezyonlar, nekrotik dokulara
dontisiirler ve daha sonra beyaz kabarik miselyum kitlesi olustururlar. Fungus ana
govdeye dogru gelismeye basladiginda tipik olarak solgunluk ortaya c¢ikar. Lezyon
yaslandik¢a enfekteli dokuda beyazlasma ortaya ¢ikar ve ¢ogu zaman sadece iletim
dokulan kalacak sekilde bitki dokusu parcalanarak lifli bir goriiniim kazanir. Bazen
bitki dokusu disinda miselyum ortaya ¢ikmayabilir. Sklerotlar, tipik olarak enfekteli
kismin i¢ kisminda, ¢ogunlukla gévde boslugu icinde olusur ancak, yiiksek nemli
kosullar altinda bitki dokusunun yiizeyinde de meydana gelebilir (Sekil 1.1). Bunlar,
bitkinin ¢iceklenme doneminde ve generatif aksaminda yaygin olarak ortaya cikarlar ve
bu ylizden, hasat déneminde siklikla bulunurlar. Hastalik, konukg¢u bitkide basladiginda
enfeksiyon, temas yolu ile diger saglikli bitkilere yayilabilir (Bolton ve ark.,2006).



Sekil 1.1. Farkli sebze bitkilerinde S. sclerotiorum’ un olusturdugu beyaz ciiriikliik

belirtileri ve patojenin misel ve sklerotlari

S. sclerotiorum’un neden oldugu hastaliklar1 geleneksel olarak kontrol etmek
oldukca giictiir. Hastalik ¢ikisinin sporadik yapisi nedeniyle, bu patojenin zarar verdigi
onemli konuk¢u bitkilerde hastaliga karsi yiiksek diizeyde dayaniklilik
bulunmamaktadir. Bu hastalikla biyolojik miicadelede, otuzdan fazla fungus ve bakteri
tirtiniin S. sclerotiorum’a kars1 antagonistik etki gosterdigi bilinmektedir (Huang ve
ark., 1993; Yuen ve ark. 1991; McQuilken ve ark. 1995). Ayrica tarla kosullarinda
sklerotlara saldirip igine girerek onlarin pargalanmasina yol agan Coniothyrium minitans
ve Sporidesmium sclerotivorum gibi bazi mikoparazitlerin etkili oldugu bildirilmistir

(Ayers ve Adams, 1981). Bununla birlikte, bu gibi biyolojik etmenlerin baz1 zorluklar



bulunmaktadir. Ornegin, bilyiik miktarlarda inokulum iiretmek amaciyla in vitro’da S.
sclerotiorum’u gelistirmek giictiir (Del Rio ve ark., 2002). S. sclerotiorum’ un sera
kosullarinda topraktaki inokulum yogunlugunu diisiirmeye yonelik miicadele
yontemlerinden birisi de toprak solarizasyonudur (Katan, 1981; DeVay, 1991; Kurt ve
Emir, 2004, Yanar, 2005). Bunun disinda belirli organik ve inorganik maddelerin
(Kalsiyum siyanamid, bitki ekstrakti, ugucu yaglar) kullanimi, S. sclerotiorum’un
miicadelesi i¢in Onerilmektedir (Klasse, 1995; Kurt ve Erkilig, 1997; Huang ve ark.,
2006; Soylu ve ark., 2005, 2007). Ayrica benomyl, iprodione ve procymidone gibi
fungisitleri kullanarak S. sclerotiorum’un neden oldugu hastaliklar1 kimyasal yolla
kontrol yontemi uzun siiredir kullanilmaktadir (Anonim, 2002). Patojenin hem miselyal
hem de sklerotiyal ¢imlenme 6zelligi nedeniyle farkli miicadele seklinin uygulanmasi
gereklidir. Ornegin, bitkinin toprak iistii aksaminin askospor enfeksiyonundan
korunmasi, hem yaprak uygulamalari1 hem de askospor inokulumunun azaltilmasini
gerektirir. Oysaki toprak alt1 bitki dokularinin miselyal enfeksiyondan korunmasi toprak
uygulamalarin1 zorunlu kilar (Bardin ve Huang, 2001). Ancak, bu fungusun fungisitlere
karsi her zaman dayaniklilik gelistirme riski bulunmaktadir (Demir ve Delen, 1991;
Gossen ve ark., 2001; Hsiang ve ark., 2007). Giiniimiizde diinya genelinde ve iilkemizde
S. sclerotiorum ile birlikte diger toprak kokenli patojenlerin miicadelesinde, genis
spektrumlu biyolojik aktiviteye sahip toprak fumigantlar1 da kullanilmaktadir. Insan
sagligi ve ¢evre konusundaki olumsuzluklari nedeniyle metil bromidin iiretimi ve
kullanimindaki yasal siirlamalarin uygulamaya gegirilmesi ile birlikte toprak kdkenli
hastaliklarin miicadelesinde bunun yerini kimyasal veya kimyasal olmayan alternatif
yontemler almaya baglamistir.

Ulkemizde ortiialt sebze yetistirilen alanlarda toprak kdkenli patojen funguslarin
miicadelesinde de siklikla kullanilan metam sodium, toprakla temas ettiginde methyl
isothiocyanate iireten 6onemli bir kimyasal fumiganttir. Bu bilesik, nematod, fungal
patojenler, bocekler ve yabanci otlara karsi etkili genis spektrumlu bir biyolojik aktivite
gosterir (Munnecke ve ark., 1962). Bununla birlikte bu etken madde, Capparales
takimima bagli lahanagiller familyasinda yer alan brokoli, beyaz lahana, karnabahar,
karalahana, salgam, turp, kanola, kolza ve degisik hardal bitkilerinin dokularinda
glukozinolat olarak {iretilir. Ikincil bitki metabolitleri olan glukozinolatlar, &nemli

miktarda thioglukozid kiikiirt bilesikleri icerirler. Bunlar, zincir yapilarina bagl olarak



aromatik, alifatik ve indolyl olmak {izere 3 gruba ayrilirlar (Wittstock ve Halkier, 2002).
Glukozinolat iireten tiim bitkiler, doku igerisindeki glukozinolattan fiziksel olarak
ayrilan mirosinaz enzimi de iretirler. Bu bilesikler, goreceli olarak mikroorganizmalara
kars1 etkili degildir. Bitki dokusu par¢alandiginda glikozinolatlar ve mirosinaz enzimi
temas haline gelirler (Brown ve Morra, 1997). Glikozinolatlarin, endojen myrosinaz
(thioglukosid glukohidrolaz) tarafindan hidrolize olmasi sonucu, kimyasal yapisi ve
oranlar1 bulunduklar1 ortama gore degisen isothiocyanate (ITC), thiocyanate, nitril ve
oxazolidine gibi bilesikler ortaya ¢ikar (Brown ve Morra, 1997; Sarwar ve ark., 1998;
Fahey ve ark., 2001). Bu bilesikler, genis spektrumlu biyolojik bir etkinlige sahip
oldugu i¢in bu konuda yapilan son ¢alismalar, nematod, bakteri, fungus ve boceklerin
miicadelesinde Onemli bir ara¢ olarak disiiniilen bu bilesikleri igeren bitkilerin
kullanimui iizerine odaklanmistir (Fenwick ve ark., 1983; Brown ve Morra, 1997; Rosa
ve ark., 1997). ITC’lar, lahanagillerin rotasyon, yesil giibre bitkisi olarak veya tohum
unu seklinde topraga uygulanmasi sonucu ortaya ¢ikan ve buharlagsma 6zelligine sahip
olan en 6nemli bilesiklerdir. Glukozinolatlarin parcalanma {iriinleri igerisinde en fazla
biyolojik aktiviteye sahip olan bilesigin ITC olmas1 ve sentetik bilesik olan methyl ITC’
i metil bromidin yerine alternatif bir toprak fumigant1 olarak kullanilmasi, hastalik ve
zararhlarla miicadelede dogal kokenli ITC’ larin kullanimini arttirmistir (Matthiessen ve
Kirkegaard, 2006). Bu ITC’ larin, 20.yy’ 1n basindan beri genis bir organizma grubuna
(Walker ve ark., 1937) kars1 zehirli oldugu ve zehirliligin, proteinlerdeki kiikiirt iceren
gruplarla spesifik olmayan ve doniisiimsiiz bir tepkiden kaynaklandigi bilinmektedir
(Brown ve Morra, 1997). Ayrica son zamanlarda bu bilesikleri i¢eren bitkilerin toprak
kokenli patojenlerin gelisimini engellemesi olaymi tanimlamak i¢in “biyofumigasyon”
terimi kullanilmaktadir (Angus ve ark., 1994; Kirkegaard ve ark., 1996; Smolinska ve
ark., 1997; Kirkegaard ve Sarwar, 1998; Gimsing ve Kirkegaard, 2009).

Saf ITC’larin farkli organik yapilarima bagli olarak antifungal etkileri, uzun
siiredir bildirilmektedir (Walker ve ark., 1937; Drobnica ve ark., 1967). ITC’larin
fungisidal konsantrasyonlari, farkli fungal tiirler i¢in degisiklik gdstermektedir (Brown
ve Mora, 1997). Bu bilesiklere kars1 farkli duyarliliklar, ayni etmenin izolatlar1 ve hatta
yasam dongiisiiniin farkli evreleri arasinda da ortaya ¢ikar (Mari ve ark., 1993; Smith ve
Kirkegaard, 2002). Bu bilesiklerin, degisik hasat sonrasi patojenlerin (Mari ve ark.,
1993, 2002, 2008) yani sira, bugday kok ¢iiriikligli hastali§i etmeni Gaeumannomyces



graminis var. tritici (Angus ve ark., 1994), bezelye Aphanomyces kok c¢iriikligii
patojeni Aphanomyces euteiches (Lewis ve Papavizas, 1971), sklerot olusturan
funguslar (Smolinska ve Horbowicz, 1999), Fusarium oxysporum (Smolinska ve ark.,
2003), sebzelerde ¢okerten ve fide yanikligina neden olan Rhizoctonia solani (Dhingra
ve ark., 2004), domates meyvesinde hastalik olusturan Alternaria alternata (Troncoso-
Rojas ve ark., 2005), Lahana bitkisinde Alternaria brassicicola ve A. brassicae (Sellam
ve ark., 2007) ve sekerpancarinda Rhizoctonia solani ve bugday bitkisinde
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Motisi ve ark., 2009)’yi i¢ine alan genis bir
toprak ve yaprak kokenli patojen grubunun gelisimini engelledigi bildirilmistir. Ancak
bu bilesiklerin her birinin Sclerotinia sclerotiorum basta olmak iizere patojenler ve
funfal gelisim parametreleri {lizerine etkisi bilinmemektedir. Bu, oldukca zengin bir
biyofumigasyon potansiyeline sahip Lahanagiller familyasina bagl bitkileri 1slah
ederken kullanilabilecek seleksiyon Olgiitleri gelistirmede 6nemli olacaktir.

Bu calismada, saf ITC’larin toprak kokenli fungal bitki patojenlerinden S.
sclerotiorum’un misel gelisimi, sklerot ¢imlenmesi ve apotesyum olusumu {izerine

antifungal etkileri, in vitro ve in vivo kosullarda aragtirilmistir.



2. ONCEKIi CALISMALAR

Drobnica ve ark. (1967), phenyl isothiocyanate (ITC)’in farkl: tiirevleri, bircok
saprofitik ve parazitik funguslarin yani sira Aspergillus niger, Penicillium cyclopium ve
Rhizopus oryzae iizerine antifungal etkilerini in vitro kosullarda arastirmislardir.
Calisma sonucunda denemeye alinan bu bilesiklerin pek ¢ogunun, sozii edilen ii¢
fungusa kars1 esit diizeyde gelismeyi engelleyici etki gosterdigi saptanmigtir. Buna
karsilik dogal bilesik olarak benzyl ve phenylethyl ITC’ 1, R.oryzae’ ye kars1 diisiik

etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Drobnica ve ark. (1968), ITC’ larin, Aspergillus niger, Penicillium cyclopium ve
Rhizopus oryzae gibi farkli fungal tiirler iizerine antifungal etkilerini arastirmak
amaciyla ylriittiikkleri calismada, biphenyl (Grup A), stilbene (Grup B), azobenzene
(Grup C), naphthalene (Grup D) ve daha fazla yogunlastirilmis aromatik hidrokarbonlar
(Grup E) gruplarinin tiirevleri olan bilesikleri kullanmiglardir. Bu bilesikler igerisinde
sadece A ve D grubu bilesiklerde antifungal 6zellikler belirlenmistir. B, C ve E grubu
tiirevlerinin muhtemelen suda ¢ok zor ¢dziinmeleri ve molekiillerinin ¢ok biiyiik olmasi

nedeniyle sporlara ve funguslarin miselyumuna antifungal etkisi olmadig1 bildirilmistir.

Levis ve Papavizas (1971), lahana bitkisinden elde edilen ve bir miktar kiikiirt
igeren ugucu bilesiklerin, Aphanomyces euteicehes fungusunun farkli gelisim donemleri
lizerine etkilerini belirlemek i¢in yiiriittiikleri ¢aligmada, ITC bilesiklerinin fungusun
gelisimi, zoospor olusumu, hareketliligi ve zoospor ¢imlenmesini engellemede siilfitlere
gore daha etkili oldugunu bildirmislerdir. Bununla birlikte bu ugucu bilesiklerin, fungal
etmenin oospor olusturmasi iizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi saptanmistir.
Ayrica topraklar, karbondisiilfit methanethiol, allyl ITC, methyl ITC veya methyl
disiilfit ile fiimige edildiginde, patojen fungusun neden oldugu bezelye kdk ¢iiriikliigii

hastaliginin %90’ 1 asan diizeyde engellendigi bildirilmistir.

Muehlchen ve ark. (1990), lahanagiller familyasina bagli bitkilerin toprak
uygulamalarinin, bezelye bitkisinde Aphanomyces kok ciiriikligii hastaligina etkilerini
arastirmislardir. Bitkiler yesil giibre olarak topraga karistirllmig ve bezelyelerde hastalik

ve verim gibi Ozellikler yonlinden degerlendirmeler yapilmustir. Tarla caligmalar



sonucunda yapilan degerlendirmelerde, beyaz hardalin kok giiriikliigii hastaliginin

siddetini 6nemli oranda azalttig1 saptanmustir.

Angus ve ark. (1994), kanola ve hint hardali koklerinden ¢ikan ITC
bilesiklerinin biyofumigasyon 06zelliklerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda, bu
bitkilerin koklerinden ¢ikan gazlarin, bugday kok ciiriikliigli patojenlerinden
Gaeumannomyces graminis var. tritici fungusunun saf Kkiiltiirlerinin gelisimini
engelledigi saptanmistir. Ayrica kanola koklerinden ¢ikan gazlarin, patojenin gelisimini
hint hardali kokiinden ¢ikan gazlardan daha cok engelledigi bildirilmistir. Bununla
birlikte kurutulan koklerin yas koklerden daha etkili oldugu ve kanola kdklerinden
methyl ITC, hint hardali koklerinden de phenylethyl ITC gazlarinin ¢iktig1 saptanmustir.

Mayton ve ark. (1996), ugucu fungisidal bilesikler iireten Brassica cinsine bagli
genotipleri segmek ve allyl isothiocyanates (AITC) konsantrasyonu ile fungal gelisimin
engellenmesi arasinda korelasyonun olup olmadigini belirlemek amaciyla yiiriittiikleri
calismada, 6 lahanagil tiiriiniin her birinden bir g¢esidin Fusarium sambucinum’un
gelisimini engelleme durumunu aragtirmiglardir. Elde edilen verilere gore, sadece B.
nigra ve B. napus tiiriine ait ¢esitlerin, fungal gelisimi %50 oranda engelledigi
bildirilmistir. Bu ¢alismada etkili olan AITC, B. nigra, B. juncea ve B. carenata
tiirlerine ait genotiplerde belirlenmistir. Ayrica, F. sambucinum’un radyal gelisiminin,
lahanagil yaprak dokusunda iiretilen AITC konsantrasyonlar1 ile negatif korelasyon

gosterdigi bildirilmistir.

Potter ve ark. (1998), Gardiner ve ark. (1999), Kirkegaard ve ark. (2000), kanola
bitkisinin kok dokularinda bulunan yiiksek diizeydeki glikozinolatlara yonelik
yiriittiikleri ¢alismalarda, bu bitkilerin topraga karistirilmasi ile toprak funguslar1 ve
nematotlarin gelisimini biiylik oranda baskiladigini bildirmislerdir. Ayrica kanola yesil
giibre bitkisi olarak topraga karistirildiginda bu bitkilerin kdklerinin, biosidal ITC

bilesikleri i¢in 6nemli bir kaynak oldugu saptanmustir.

Smith ve ark. (1999), lahanagiller familyasina ait kanola (Brassica napus)
bitkisinin c¢iirliyen artiklarinin biofumigasyon olarak adlandirilan bir siirecle, toprak
kokenli bitki patojenlerinin inokulumunu azalttig1 diisiiniilerek yiiriittiikleri ¢alismada,

kanolanin kok artiklarmin topraga karistirllmasiyla toprak kokenli 3 tahil patojeni



lizerine etkisini arastirmiglardir. Saksi1 denemesi seklinde yiiriitilen bu calismada
dondurularak kurutulmus kanola koklerinin ¢esitli oranlariyla inokulum hazirlanmistir.
Kanola dokularinin patojen {iizerindeki etkisi, dort yaprakli donemde bugday fide
koklerindeki hastalik belirtilerinin gelisimi esas alinarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, Gaeumannomyces, Rhizoctonia ve Fusarium funguslari, kanola

artiklarina Bipolaris patojeninden daha duyarli bulunmustur.

Smolinska ve Horbowicz (1999), lahanagil familyasina bagl 9 tiir ve ¢esidin,
Fusarium oxysporum f.sp. radicis- lycopersici, Sclerotium cepivorum ve Sclerotinia
sclerotiorum’un dayanikli yapilarinin canliliklarini azaltma yetenegi konusunda in vitro
kosullarda bir ¢aligma yiiriitmiislerdir. Bu ¢alisma sonucunda, kuru bitki dokularinin
yeniden nemlendirilmesi sonucunda ortaya ¢ikan ugucu ITC bilesiklerinin, S.cepivorum
ve F. oxysporum’ a kars1 toksik etki gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte
denemeye alman 9 bitkiden 5’1, biyosit etki gosterirken salgam bitkisi disinda diger
bitkilerden elde edilen ITC’ lerin patojenlere karsi Oldiiriicii etkisi, bu bilesiklerin

konsantrasyonlarina bagli olarak degisiklik gosterdigi bildirilmistir.

Charron ve Sams (1999), Brassica cinsine bagh bitki tiirlerinin kurutulmus
yapraklarini kullanarak domates patojeni Pythium ultimum ve Rhizoctonia solani’ nin
engellenmesi konusunda yaptiklar1 ¢alismada, her iki fungusun radyal gelismesi en ¢ok
Hint hardali ile engellenmistir. Bu bitkilerden GC-MS ile elde edilen ugucu bilesiklerin
%90’ mndan fazlasini AITC olusturmustur. Standart AITC bilesigi kullanildiginda P.
ultimum gelisimi, 1,1 pmolL™" konsantrasyonda kismen baskilanmis ve 2,2 pmolL™"" de
ise tamamen engellenmistir. R. solani ise, 1.1, 2.2 ve 3.3 pmolL'l’ de kismen
baskilanmistir. Bu calisma sonucunda, fungal patojenlerin miicadelesinde Brassica

tiirlerinin kullanilmasinin iimit verici oldugu ifade edilmistir.

Kirkegaard ve ark. (2000), Lahanagil bitkilerini kullanarak bugday bitkisinde
siyah kok ciirikligii hastalik etmeni Gaeumannomyces graminis var. tritici’nin
biyofumigasyonu konusunda yiiriittiikleri 2 yillik tarla denemeleri sonucunda, kanola ve
hint hardali bitkilerinin patojenin inokulum yogunlugunu onemli 6l¢iide azalttigini

bildirmiglerdir. Bununla birlikte arastiricilar, uygulama sezonu sirasinda 6zellikle yagis
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gibi faktorlerin, biyofumigasyon islemine Onemli katkida bulundugunu ifade

etmislerdir.

Smolinska (2000), lahanagil familyasina bagli bazi bitki artiklarinin Sclerotium
cepivorum’un  sklerotlar1 ve Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici’ nin
klamidosporlarinin topraktaki miktarina etkisi konusunda yaptig1 calismada, havada
kurutulup parcalandiktan sonra topraga karistirtlmis hardal bitkisinin, fungal
propagullerin canliligini etkili bir sekilde azalttigin1 saptamistir. Ayrica, topraga kanola
bitkisinin artiklarinin eklenmesi, S. cepivorum’un sklerotlarinin sayisinda 6nemli bir
azalisa neden olurken, F. oxysporum’un klamidosporlari iizerinde farkli etki yarattigi
bildirilmistir. Buna ek olarak bitki materyalinin topraga karistirilmasinin, topraktaki

bakteriler ve funguslarda sayisal bir artisa yol actig1 gozlenmistir.

Irshad ve Onogur (2001), sera kosullarinda yetistirilen domateslerde sorun
olusturan 6nemli patojenlerden Sclerotinia sclerotiorum ve Sclerotium rolfsii’ nin neden
oldugu hastaliklarin miicadelesine yonelik olarak brokoli bitki materyalinin, hastalik
cikisina ve topraktaki patojen propagullerinin azalmasina olan etkisini denemislerdir.
Calisma sonucunda, brokoli bitki materyali ile benomyl fungisitinin karisim

uygulamasinin, hastalik siddeti tizerinde %100 etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Lazzeri ve Manici (2001), in vitro’ da yiiksek fungitoksik 6zellik sergileyen
parcalanma iriinleri iceren glukozinolatlara sahip lahanagiller ve Capparidaceae
familyalarina ait bitkilerin yesil giibre olarak Pythium sp. ve toprakta toplam fungal
populasyon lizerine olan allelopatik etkilerini arastirmiglardir. Saksida gercgeklestirilen
denemede, Pythium ile dogal olarak bulasik topraga taze bitki dokular1 gergek tarla
oraninda karistirilmistir. Elde edilen bulgular sonucunda, yesil giibre uygulamalarinin
Pythium sp.” nin gelisimini baskiladig1 ve ayrica toplam toprak mikrobiyal aktivitesinde

artist tesvik ettigi bildirilmistir.

Mari ve ark. (2002), armut meyvelerinde Penicillium expansum fungal
etmeninin neden oldugu ve mavikiif olarak bilinen hastaligin miicadelesinde, hint
hardalindan elde edilen ally-ITC bilesiginin patojen fungus iizerine fungistatik etkisini
arastirmiglardir. Meyve iizerindeki hastalifin neden oldugu lezyonlar iizerine gaz

formunda belirli oranlarda yapilan uygulamanin lezyon olusumunu %90 oraninda
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azalttig1 saptanmustir. Sentetik bir fungusit olan thiabendazole’ e kars1 dayanikli oldugu
belirlenen bu fungusa karsi AITC bilesiginin, alternatif olabilecegi yapilan ¢alisma ile

ortaya konmustur.

Smith ve Kirkegaard (2002), kanola bitkisinin kokleri tarafindan iiretilen temel
ITC bilesiklerinden biri olan 2-phenylethyl (2-PE ITC)’ in, baz1 fungus, oomycet ve
bakterilere karsi etkileri in vitro kosullarda arastirmiglardir. Bu calisma sonucunda
bakterilerin, 2-PE ITC’ye karsi genel olarak Okaryatik patojenlerden daha tolerant
oldugu saptanmustir. Okaryotlar arasinda Trichoderma spp., 2-PE ITC’ye kars1 yiiksek
derecede tolerant olarak bulunurken, Aphanomyces, Gaeumannomyces, Phytophthora

ve Theilaviopsis gibi funguslarin bu bilesige karsi ¢ok duyarli olduklari bildirilmistir.

Harvey ve ark.(2002), in vitro’ da hint hardali ugucu bilesiklerinin ve allyl
isothiocyanate (AITC)’ larinin Sclerotium rolfsii’ nin misel gelisimi ve sklerot
cimlenmesi tizerine etkilerini aragtirmiglardir. Miselyumun radyal gelisminin 6l¢iilmesi
ile belirlenen miselyal gelisim, hardal yag uygulamasinda 0,7 ve 1,0gL’
konsantrasyonlarinda, sirastyla %50 ve %90 diizeylerinde engellenmistir. AITC ise
Sclerotium rolfsii’ nin misel gelisimini, 4,5umolL-1"{i asan konsantrasyonda etkili
bulunmustur. Bununla birlikte ¢alismada, S. rolfsii’ nin sklerot ¢cimlenmesinin AITC ile
engellenmesi, misel gelisimini engellemeye gore daha giic olmustur. Diger bir deyisle,
miselyumu Oldiirmek icin gerekli olandan yaklastk 200 kat daha fazla
konsantrasyonlarda sklerotlar, giicliikle baskilanmis ve 7. giinden sonra tekrar canlilik

kazanmistir.

Smolinska ve ark. (2003), Fusarium oxysporum’ un dort farkli izolatlarinin ITC
bilesiklerine kars1 duyarliliklarimi belirlemek ve bu bilesiklere en duyarli olan fungal
gelisim donemini degerlendirmek i¢in yiiriittiikleri ¢aligmada, 2-propenyl, ethyl, butyl,
phenylethyl, benzyl ve phenyl ITC bilesikleri kullanmiglardir. Bu bilesikler igerisinde
propenyl ve ethyl ITC bilesikleri, patojen iizerinde yiiksek diizeyde fungistatik olarak
saptanmistir. Fungusun miselyal gelisimini engelleyen propenyl ve ethyl ITC’ larin ayni
konsantrasyonlari, tim izolatlarin konidiyal ve klamidiospor ¢imlenmesini tamamen

baskiladig1 bildirilmistir. Ayni ¢aligmada, diger ITC’lardan ethyl, benzyl ve phenylethyl
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bilesiklerinin, Fusarium oxsporum fungusunun konidi ve klamidiosporlarina karsi

fungistatik oldugu saptanmustir.

Dhingra ve ark. (2004), 6nemli bir toprak patojeni olan Rhizoctonia solani’nin
miicadelesine yonelik olarak lahanagil familyasina bagli bitkilerden c¢ikartilan bir
kimyasal olan allyl ITC (AITC)’1n kullanimiyla ilgili bir ¢aligma yiiriitmiislerdir. Sebze
fidelik topragina yesil giibre olarak karistirilan lahanagil bitkilerinden ¢ikan AITC ile
birlikte saprofit gelisen funguslarin da, patojen fungusu baskilayabilecegi ifade
edilmistir. Hem in vitro ve hem de fidelik ortamlarinda kurulan denemeler sonucunda R.
solani nin gelisimi, AITC tarafindan %90 oranda kontrol altina alinmistir. Bu ¢aligmada

AITC’ 1, metil bromid fumigantina kars1 iyi bir alternatif olabilecegi ortaya konmustur.

Lazzeri ve ark. (2004), lahanagiller familyasina baglh bitkilerin i¢germis olduklari
yiiksek biyosit 6zelliklerini saglayan bazi glukozinolat parcalanma iiriinleri olan ITC ve
nitrillerin, baz1 toprak kokenli hastaliklara karst etkisini in vitro kosullarda
arastirmiglardir. Metil bromitle toprak fiimigasyonuna karsi1 dogal bir alternatif olarak
diisiiniilen bu calismada, 6nce kurutulup sonra suyla nemlendirilen bazi lahanagil
bitkilerinin, Pythium spp ve Rhizoctonia solani {izerinde iyi bir fungitoksik etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu bulgular, saf glukozinolat bilesigi ve saf mirosinaz

enzimiyle yapilan benzer denemelerle dogrulanmistir.

Yanar ve ark. (2004), Tokat ve Amasya cevresinde seralarda yetistirilen hiyar
bitkilerinde S. sclerotiorum’un neden oldugu beyaz c¢iiriikliik hastaliginin miicadelesine
yonelik olarak yiirtittiikleri ¢alismada, solarizasyonla birlikte tavuk giibresinin tekli ve
karisim uygulamalarinin, topraktaki patojenin sklerotlarinin canlilig1 lizerine etkilerini
arastirmislardir. Bu calisma sonucunda, solarizasyon uygulanan parsellerde sklerotlarin
canliligi 6nemli Olclide diisiik bulunurken, solarizasyon uygulanan parsellerle tavuk

giibresi + solarizasyon uygulanan parseller arasinda 6nemli bir fark gozlenmemistir.

Troncoso-Rojas ve ark. (2005), domates bitkisinin meyvesinde hastalik meydana
getiren bir patojen olan Alternaria alternata’nin miicadelesinde, benzyl ITC (BITC)’ in
etkisi konusunda ¢alisma gergeklestirmislerdir. In vitro ve in vivo kosullarda kurulan

denemeler sonucunda, patojen biiyiik oranda kontrol altina alinmis ve ayni zamanda
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hasat ve depolama esnasinda BITC kullaniminin, meyve kalitesini diisiiriici herhangi

bir etkisinin olmadig bildirilmistir.

Huang ve ark. (2006), fasulye, kanola ve bugday yetistiriciliginde 6zel formiile
edilmis bir madde olan S-H karistmi ve Perlka (Kalsiyum siyanamid)’nin topraga
karistirilmas1 yolu ile Sclerotinia sclerotiorum’un apotesyumlarinin kontroliindeki
etkilerini aragtirmislardir. Bu c¢alismada, patojen i¢in konukcu bitki olarak fasulye ve
kanola, konuk¢u olmayan bitki olarak bugday secilmistir. Tarla ¢alismas1 seklinde 4 yil
siiren denemelerde, diisiik (30 g/m2) ve yiiksek (60 g/m2) olmak iizere 2 dozda olmak
iizere S-H karigimi ve Perlka uygulanmustir. Denemeler sonucunda, parsel (m?) basina
diisen apotesyum sayisi sirayla, fasulyede 42, 46 ve 182 kanolada 89,42 ve 318
bugdayda 146, 143 ve 412 olarak belirlenmistir. Sonu¢ olarak, Kanada’ nin {iretim
alanlarinda Sclerotinia’nin neden oldugu hastaligin miicadelesinde S-H karisimi ve

Perlka’ nin kullanilabilecegi bildirilmistir.

Dogu ve ark.(2007), Canakkale’ de lahanagillerden Sclerotinia sclerotiorum’ un
neden oldugu beyaz ciiriikliik hastaliginin siddeti ve yayginligini aragtirmak ve izolatlar
arasindaki varyasyonlar1 saptamak amaciyla yiriittiikleri ¢alismada, toplam 108
parselde sorvey yapilmig ve hastalikli parsellerde en yiiksek hastalik olusumu, % 30
olarak bulunmustur.

Larkin ve Griffin (2007), ABD’ de patates ekim alanlarinda Rhizoctonia solani
gibi toprak kokenli patojenlerin olusturduklar1 hastaliklarin miicadelesinde lahanagiller
familyasina ait baz bitkilerin yesil giibre olarak kullanilabilirligini aragtirmiglardir. Sera
kosullarinda yapilan bu denemede, R. solani’ nin olusturdugu hastalik siddetinin %20-
56 oraninda kontrol edildigi belirtilmistir. Sonug¢ olarak, lahanagiller familyasina ait
bitkilerin patates ekim alanlarinda yesil giibre olarak kullanilmasinin toprak kokenli

patojenlerle miicadelede alternatif olarak onerilebilecegi bildirilmistir.

Mazzola ve ark.(2007), hint hardali, kanola ve yabani hardal bitkilerinden elde
edilen tohum unlariin, elmalarda dikim 6ncesi hastaliklara neden olan toprak kokenli
patojenleri baskilamasi iizerine etkilerini, sera denemeleri ile arastirmiglardir. Secilen
bitkilere ait tim tohum unlarmin, Rhizoctonia solani’nin neden oldugu kok

enfeksiyonlarini biiylik oranda engelledigi bildirilmistir. Buna karsilik denemeye alinan
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sadece hint hardalina ait tohum unu uygulamasinin, Pythium tiirlerinin toprak

populasyonunu etkilemedigi bulunmustur.

Sellam ve ark. (2007), lahanagillerde hastaliga neden olan Alternaria
brassicicola ve A. brassicae izolatlarinin farkli fungal gelisim parametreleri iizerine, 2
isothiocyanate (ITC) bilesigi ile birlikte brassinin ve camalexin fitoaleksinlerinin
potansiyel toksik etkilerini degerlendirmek amaci ile in vitro kosullarda bir ¢alisma
yapmuslardir. Elde edilen sonuglar, fitoaleksinlerle birlikte allyl- ve benzyl ITC
bilesiklerinin, her iki Alternaria tiiriintin farkli gelisim donemlerinde antifungal etkilere
sahip oldugu dogrulanmistir. Brassinin, benzyl ve allyl ITC uygulamalarinda konidi
cimlenmesi ve miselyal gelisme ile karsilastirildiginda ¢im tiibii uzamasi, ¢ok daha

duyarli olarak bulunmustur.

Tok ve Kurt (2007), Akdeniz bolgesi Ortii altinda yetistirilen domates
bitkilerinde Sclerotinia sclerotiorum’ un neden oldugu beyaz c¢iiriikliik hastaliginin
populasyon ¢esitligi lizerinde Hatay, Adana, Mersin ve Antalya illerinde yiiriittiikleri
arazi calismasinda, hastalik yayginliginin % 50 ve hastalik olusumunun % 10-60
arasinda oldugunu belirlemislerdir. Populasyon ¢esitliligini ortaya koymak icin yapilan

bu caligmada, patojene ait 17 farkli miselyal uyum grubu saptanmustir.

Fan ve ark.(2008), In vitro kosullarda lahanagil ve lahanagil olmayan bitki
materyallerinin 28 farkli fungal bitki patojenine kars1 potansiyel biofumigasyon etkisini
aragtirmiglardir. Bu patojenler igerisinde Ceratobasidium fimbriata ve Verticillium
dahliae, biyofiimigasyona karsi S. sclerotiorum ve F. culmorum’dan daha duyarl
bulunmustur. Elde edilen sonuglara gore kullanilacak bitki dokusunun miktarinin, hedef

patojen tiiriine bagli olarak g6z oniine alinmas1 gerektigi vurgulanmistir.

Mari ve ark.(2008), ITC bilesiklerden olan allyl, butenyl, benzyl, 2-phenylethyl
ve 4-methylthiobutyl, sertgekirdekli meyvelerden nektarin ve seftalide Monilinia laxa
fungusunun neden oldugu kahverengi ¢iirlikliik hastaliginin  miicadelesinde
kullanmiglardir. Yapilan denemeler sonucunda, hastaligin biiyiik oranda kontrol altina
alindig1 ve ITC’lerin bazi fitotoksik etkilerinin olabilecegi bildirilmistir. Ayrica hasat
sonrast depolamada ITC’ lerden kaynakli bir kalite kaybina rastlanmadigi ifade

edilmistir.
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Njoroge ve ark.(2008), hardal ve kanola bitkilerinin topraga karistirilarak
polietilen ortiiller ¢ekmek suretiyle toprakta bulunan F. oxysporum, Pythium spp.,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii ve floresans Pseodomonas tiirlerinin yogunluklari
tizerine etkilerini belirlemek ve bu lahanagil bitkilerinin metil bromit ile
karsilastirildiginda karpuz bitkisinde ¢okerten ve Fusarium solgunlugu hastaliklari
tizerine etkinligini degerlendirmek icin 2 tarla denemesi yiiritmiiglerdir. Calisma
sonucunda hardal ve kanola bitkilerinin uygulandigi biyofumigasyon isleminin toprak
kokenli mikroorganizmalarin populasyonunu azaltmada etkili olmadig1 bulunmustur.
Bazi durumlarda F. oxysporum ve Pythium spp.” nin populasyon yogunlugunun,
kontrole goére daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte floresans
Pseodomonas tiirleri de uygulamalardan etkilenmemis ve populasyonlari, metil bromit

ve hi¢ uygulama yapilmayan parsellere gore daha yiiksek saptanmustir.

Rahmanpour ve ark. (2009), sentetik saf alifatik ve aromatik ITC’larin yani1 sira
hardal tozundan {iretilmis ugucu bilesiklere kasi S. sclerotiorum’un tepkilerini
aragtirmislardir. ITC bilesiklerinin etanolde yapilan 3 farkli seyreltme diizeyi ve petri
kapaklarina damlatma yontemi kullanilarak PDA besi ortamindaki koloni gelisimi
Olclilmiis ve allyl ITC’mn 0.01, benzyl ITC’mn 0.001, butyl ITC’in 0.1 ve phenylethyl
ITC’m 0.1 ve 0.01 seyreltmeleri, fungal gelisimi, kontrole oranla 24 saat iginde dnemli

oranda engellemistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Fungal etmen S. sclerotiorum’un izolasyonu ve patojenisitesi

Ortii alt1 ve agik alanda sebze yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi Hatay
ilinde, S. sclerotiorum’un her yil hastaliga neden oldugu domates, patlican ve biber gibi
kiiltiir bitkilerinden etmeni elde etmek igin, sklerot, misel ve doku yumusamasi gibi
tipik hastalik belirtisi gosteren bitkilerin gévde ve dal ornekleri alinarak kagitlara
sartlmis ve laboratuvara getirilerek izolasyon yapilincaya kadar +4°C’de bekletilmistir.
Hastalikli bitkiden S. sclerotiorum’u izole etmek i¢in, fungusun enfekteli bitki vaya
bitki artiklarindan toplanmig olan sklerotlar1 kullanilmistir. Sklerotlar, oda kosullarinda
havada kurutulduktan sonra nemli filtre kagidinda 2 saat bekletilmistir. Daha sonra bu
sklerotlar, %1’lik NaOCL’de 2 dakika yiizeyden steril edilip steril saf suda
calkalanmustir. Steril edilen sklerotlar, aseptik olarak parcalandiktan sonra streptomycin
sulfate (100mg/L) iceren PDA (patates dekstroz agar) ortamina aktarilmistir. Petri
kaplari, sklerot ¢imlenmesi ve koloni gelisimi i¢in oda sicakliginda (20+£2 °C) 7 giin
siireyle inkiibe edilmistir. Inkubasyon sonunda petri kaplarinda gelisen misel ve

sklerotlar +4°C’de saklanmuistir.

[zolasyon sonucu elde edilen izolatlarm viriilensligini belirlemek igin her bir
saksida 5 bitki olacak sekilde gelistirilen domates bitkisi kullanilmistir. Her bir izolatin
PDA’da 2-3 giin boyunca gelisen kolonilerinden yaklastk 3mm? biiyiikligiinde miselyal
diskler alinmig, miselyal kisim alta gelecek sekilde 6 haftalik bitkinin gdvdesinin
kotiledon bolgesinde agilan kisma yerlestirilmis ve nemli pamuk ile 24 saat boyunca
kapali tutulmustur. Bu siire sonunda pamuk ¢ikarilmig ve bitkiler her giin su
piuiskiirtiilerek nemlendirilmistir. Kontrol bitkilere ise sadece patojen igermeyen agar
disk yerlestirilmistir. Inokule edilen ve kontrol bitkiler, gece 20°C ve giindiiz 24°C’de
12 saat 151k olcak sekilde ayarli yetistirme odalarinda 2-3 hafta siireyle gelismeye
birakilmistir. Bu siire boyunca, giinliik 6lii bitki sayilar1 kaydedilmis ve bu sayilar
tizerinden AUDPC (hastalik gelisim egrisi altinda kalan alan) degerleri hesaplanmistir
(Kull ve ark.,2004). Deneme, tesadiif parselleri deneme desenine gore 4 tekrarli ve her
bir tekrarda 5 bitki olacak sekilde kurulmustur. Patojenisite denemesi sonunda

belirlenen olan en virlilent izolat, ¢alismanin diger asamalarinda kullanilmistir.
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3.2. Glucosinolate’in parcalanma iiriinii olan isothiocyanate’lar (ITC’lar)

Denemenin tiim asamalarinda, saf kimyasal bilesikler kullanilmistir. Bunlardan;

alifatik bilesiklerden methyl, propenyl,ethyl, butenyl, pentenyl ITC’lar ve aromatik

bilesiklerden benzyl ve phenylethyl ITC’lar, Sigma-Aldrich Kimya firmasindan

saglanmigtir. Denemede kullanilan bu ITC’lara ait 6zellikler (Sarwar ve ark.,1998),

Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1.

ozellikleri ve ortaya ¢iktig1 bitkiler

Denemede kullanilan isothiocyanate bilesiklerin baz1 karakteristik

ITC Glucosinolate’in  Molekiiler  Ortaya ¢iktigi
bilesikler Bilesik grubu yaygin adi agirh@ bitkiler
Capparales, Metham
Methyl Alifatik Glucocapparin 73,11 sodium (sentetik
fumigant)
2-Propenyl Alifatik Sinigrin 99,15 Brassica juncea, (L.)
(Allyl) Czern (Hint hardali),
B. carinata A. Braun
(Etyopya hardali) 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 kokleri
Phenyl Aromatik Thiocarbanil, 135,19 Sinapis spp. (Hardal)

PITC
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3.3. In vitro kosullarda ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum’a kars1 fungistatik ve

fungisidal etkileri

3.3.1. ITC’larin patojenin miselyal gelisimi iizerine etkileri

Fungal gelisim {izerine ITC’larin buhar etkisini belirlemek i¢in denemeye alinan
bilesiklerin bir seri konsantrasyonlar1 (0.0, 5, 10, 50, 70, 100ul/L) kullanilmistir. Bu
konsantrasyonlar ¢ok kii¢iik miktarlarda olduklari i¢in etanolde seyreltilip, 1ml’lik stok
sollisyon hazirlanmisgtir. PDA {izerinde 4 giin siireyle S. sclerotiorum’un aktif olarak
gelistirilmis olan kolonilerinden Smm ¢apinda miselyal diskler, mantar delici yardimi
ile alinmis ve yaklagik 10ml PDA igeren petri kaplarmin (10x100mm) orta kismina
miselyal kisim alta gelecek sekilde aktarilmistir. Her bir petri kabi, ters ¢evrilerek alta
geemis olan petrinin st kapagina, bir cam filtre (Whatman GF/C 25mm) yerlestirilmis
ve ITC’larin her bir konsantrasyonu, cam filtrelere ayr1 ayr1 eklenmistir. Cam kaplar
hizli bir sekilde kapatildiktan sonra parafilm ile sarilmistir. Kaplar, 20-22°C’de 5 giin
stire ile inkube edilmis ve bu siire boyunca giinliik ortalama koloni ¢aplar1 dl¢iilmiis ve
radyal koloni gelisimi hesaplanmustir.

Calismanin diger asamasinda ITC’ larin besi ortamina eklenerek degme etkisi
arastirilmis ve bunun ic¢in kimyasal bilesiklerin stok soliisyonlar1 hazirlanmistir. ITC’lar,
0.0,70,90,100,200ul/L  konsantrasyonlarda 10ml PDA igerisine katilarak iyice
karistirilmis ve petri kaplaria dokiilmiistiir. Daha sonra miselyal diskler PDA {izerine
yerlestirilmis ve kaplar yukarda belirtilen kosullarda 7 giin siireyle inkube edilmistir.
Inkubasyon sonucunda, giinliik ortalama koloni ¢aplar1 &l¢iilmiis ve radyal koloni
caplar1 hesaplanmistir.

Denemenin diger agsamasinda ITC’larin her biri en yiiksek konsantrasyonda cam
filtreye 0,1ul/L ve PDA igerisine 0,3ul/L kimyasal bilesik eklenmis ve tasiyici kap,
yukarida ifade edildigi gibi hemen kapatilmistir. Kap, 72 saat sonra acilmis ve cam filtre
uzaklastirilmistir. ITC’larin fungistatik veya fungisidal olup olmadigini belirlemek i¢in
diger 7 giin boyunca fungusun gelismesine izin verilmistir. Kontrol petrilere ise

herhangi bir uygulama yapilmamastir.
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3.3.2. ITC bilesiklerinin patojenin sklerot cimlenmesi iizerine etkileri

S. sclerotiorum’un sklerot canlilig1 iizerine ITC’larin etkilerini belirlemek amaci
ile patojenin sklerotlari, PDA’da 10-14 giin siireyle gelistirilen saf fungal kiiltiirden
toplanmis ve %70 etanolde, 1-2 dakika ylizeyden dezenfekte edilmistir. Yaklasik 5-
10mm biiytlikliigiindeki sklerotlardan 5’er adet, PDA igeren her bir petri kabina
(10x100mm) aktarilmigtir. Homojen biiytikliikteki sklerotlarin 0.0, 5, 10, 30, 50 ve
100ul/L konsantrasyondaki ITC’lara maruz birakilmasi, 3.3.1° de belirtildigi gibi
stirdiiriilmiistiir. Kontrol petrilere ise herhangi bir uygulama yapilmamistir. Sklerot
cimlenmesi, 7 giinliikk inkubasyon boyunca her giin gozlenmistir. ITC bilesiklerinin
fungistatik ve fungisidal etkilerini belirlemek i¢in 7. giinden sonra ITC uzaklastirilmis
ve sklerotlar, 5 glin daha gelismeye birakilmistir. Sklerotlarin canliligini belirlemek igin
bu sklerotlar, %1.5’lik NaOCL’de 2 dakika ylizeyden dezenfekte edilip saf suda
durulandiktan sonra PDA igeren petrilere aktarilmis ve 22°C’de 5 giin siireyle

inkubasyondan sonra ¢imlenme orani kaydedilmistir.

3.3.3. ITC bilesiklerinin apotesyum olusumuna etkileri

ITC bilesiklerinin patojen fungusun sklerotlarinin apotesyum olusturmasi {lizerine
etkilerini belirlemek i¢in Fawzy (1982) ile Miiller ve ark.(1985)’in dnerdigi yontem
degistirilerek kullanilmistir. Bu yontemde, icerisinde 100g dere kumu bulunan
190mI’lik cam kavanozlar, 120°C’de 15 dakika siireyle otoklav edilmistir. Ortamin
nemliligini saglamak i¢in kavanozdaki ortam, steril saf su ile doymus hale getirilmistir.
Daha sonra S. sclerotiorum™un 7-10 giinliik saf kiiltiirlerinden gelistirilen sklerotlar,
%70’lik etanolde 1-2 dakika yiizeyden dezenfekte edilip steril saf suda durulanmis ve
birka¢ saat kurumaya birakilmistir. Bu sklerotlardan her bir kavanoza 10 adet olacak
sekilde, ortam i¢ine hafifce bastirarak yerlestirilmistir. ITC’larin her bir konsantrasyonu
(0.0,5,10,30,100 ul/L), sklerot igeren kavanozlara pipetle uygulandiktan sonra kapaklari
hemen kapatilmis ve gece 20°C ve giindiiz 24°C’de 12 saat 151k (4800 liiks) olacak
sekilde ayarlanmis iklim kabininde (PERCIVAL, USA) 10-14 hafta gelismeye

birakilmistir. Bu siire boyunca apotesyum olusumlar1 gézlenmis ve gelisme gosterenler
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kaydedilmistir. Kontrol kavanozlara ise herhangi bir ITC uygulamasi yapilmamistir.
Apotesyum olusturmayan sklerotlar alinarak yiizeyden dezenfekte edilip durulanip
kurutulduktan sonra PDA igeren petri kaplarina aktarilip 7-10 giinliik inkubasyondan

sonra canlilik yoniinden degerlendirilmistir.

3.3.4. Veri analizleri

S. sclerotiorum’un, her bir konsantrasyonun her bir uygulamasi sonunda sahip
oldugu ECs degeri (fungal gelismeyi %50 azaltan etkili konsantrasyon), SAS istatistik
programi ile log;p ITC konsantrasyonuna karsi gelisimin engellenme orani {izerinden
regrasyon analizi yapilarak hesaplanmistir.

Misel gelisimi, sklerot cimlenmesi ve apotesyum olusumu denemeleri, her
uygulamada 3 tekrar olacak sekilde diizenlenmis ve tiim denemeler, 2 kez
tekrarlanmistir. Elde edilen tiim veriler, varyans analizine tabi tutulmus ve ortalamalar,

LSD testine gore (P>0.05) karsilastirilmistir.

3.4. In vivo kosullarda ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum’ un hastahk

olusturmasi iizerine etkileri

ITC’larin S. sclerotiorum’un hastalik olusturmasi ilizerine fumigant etkisini sera
kosullarinda belirlemek igin, in vitro kosullarda misel ve sklerot ¢cimlenmesi denemeleri
sonucunda patojene karst yiiksek etki gosteren konsantrasyonlar kullanilmistir. Bu
amagla, PDA’ da gelistirilmis 10-14 giinliik saf kiiltiirlerden elde edilen sklerotlar,
yiizeyden dezenfekte edilip durulanarak kurumaya birakilmistir. Inokulum olarak
secilen 20 adet sklerot, igerisinde sulanmis torf-perlit-steril dere kumu (1:1:2) karigimi
bulunan 15cm’lik her bir saksiya aktarilmis ve 1 hafta boyunca beklenerek ortami
kolonize etmesi saglanmistir. Bu siire sonunda, ITC bilesiklerinin 1 pl ve 2 pl olmak
tizere 2 konsantrasyonu, nemli saks1 topragia pipetle uygulanmis ve iizeri polietilen
torbalarla hemen kapatilmistir. Saksilar, 14 giin boyunca kapali tutulduktan sonra
torbalar agilmis ve saksi topragi birkag¢ giin havalandirilmigtir. Daha sonra Sera Demre
biber ¢esidine ait 14-21 giinliik fideler, her bir saksida 5 bitki olacak sekilde

sasirtilmistir. Kontrol saksilara ise herhangi bir ITC uygulanmamistir. inokule edilen ve
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kontrol saksilar, gece 20°C ve giindiiz 24°C’de 12 saat 151k (4800 liik) olacak sekilde
ayarlanmig iklim kabininde 10-14 hafta gelismeye birakilmistir. Tesadiif parselleri
deneme desenine gore 3 tekrarli olarak kurulan denemede, her bir uygulama i¢in 3 saksi1
ve her saksida 5 bitki olacak sekilde toplam 15 bitki kullanilmigtir. Yaklasik 4 haftalik
gelisimden sonra saglam ve Ol bitkiler kaydedilerek, hastalik orani (%) ve ITC
bilesiklerinin etkileri (%) hesaplanmistir. Tiim verilere varyans analizi uygulandiktan

sonra ortalamalar, LSD testi ile karsilastiriimistir.



22

4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Sclerotinia sclerotiorum izolatlarinin toplanmasi, izolasyonu ve

Patojenisitesi

Ortiialt1 ve acik alanda sebze yetistiriciliginin yogun olarak yapildig: Hatay ili ve
ilgelerinde, kiiltiir bitkilerinde beyaz ¢iiriikliilk yapan S. sclerotiorum fungusuna ait
izolatlar1 toplamak amaciyla sérvey calismasi yapilmistir. Sérvey sirasinda bolgede bu
patojenin siklikla hastalik olusturdugu domates, biber, fasulye, marul, kavun gibi
bitkilerden etmeni izole etmek icin bitki Ornekleri toplanmistir. Sebze iiretim
alanlarinda sklerot, misel ve doku yumusamasi gibi tipik hastalik belirtisi (Sekil 1.1)
gosteren bitkilerin govde, dal ve meyve 6rneklerinden yapilan izolasyonlar sonucu 2008
yili i¢erisinde Hatay ve ilgelerinde S. sclerotiorum fungusuna ait toplam 37 izolat elde
edilmistir (Cizelge 4.1). Cizelge 4.1° de goriilecegi gibi bu izolatlarin yaklasik %92’ si
domates bitkisinden elde edilirken diger izolatlar, marul, fasulye ve kavun bitkilerinden
izole edilmistir. Ortii altinda domates yetistiriciliginin yogun olarak yapildig
bolgemizde, izolatlarin ¢ogunlugu yiiksek tiinellerden saglanmistir.

izolasyon sonucu elde edilen izolatlarin viriilensligini belirlemek igin her bir
saksida Aspendos ¢esidi domates bitkisine ait 5 bitki gelistirilmistir. Bu bitkilerin
kotiledon bdolgesine uygulanan patojen inokulasyonundan 3 hafta sonra yapilan
patojenisite degerlendirmesinin sonucunda, AUDPC degeri olarak Meydan koylinden
alman Ss31 nolu izolat, en yliksek viriilenslige sahip olurken, 14 izolat 90 AUDPC
degeri ile ayn1 grup igerisinde yer almistir. Diger izolatlar ise 70-85 AUDPC degerleri
arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Hatay ilinde oOrtiialt1 sebze bitkilerinden elde edilen S. sclerotiorum
izolatlarinin alindig1 konukgu bitkiler, lokasyonlar ve patojenisitesi

izolat No Konukcu bitki Ornek alinan yer Kaynak AUDPC

Ssl Domates Kirikhan Tiinel 80 d*
Ss2 Domates Antakya Tiinel 75 ef
Ss3 Marul Dortyol Tiinel 9 b
Ss4 Domates Samandag Tiinel 9 b
Ss5 Domates Samandag Tiinel 9 b
Ss6 Domates Samandag Tiinel 9 b
Ss7 Fasulye Anayazi Tiinel 70 g
Ss8 Domates Antakya Tiinel 70 fg
Ss9 Domates Samandag Tiinel 85 ¢
Ss10 Kavun Alahan Tiinel 70 g
Ss11 Domates Serinyol Sera 70 fg
Ss12 Domates Serinyol Sera 75 ef
Ss13 Domates Serinyol Sera 75 ef
Ss14 Domates Serinyol Sera 80 d
Ss15 Domates Serinyol Sera 75 e
Ss16 Domates Serinyol Sera 80 d
Ss17 Domates Arsuz Sera 70 g
Ss18 Domates Arsuz Sera 70 g
Ss19 Domates Arsuz Sera 70 g
Ss20 Domates Arsuz Sera 70 g
Ss21 Domates Arsuz Sera 70 g
Ss22 Domates Arsuz Sera 70 g
Ss23 Domates Samandag Sera 80 d
Ss24 Domates Samandag Sera 90 b
Ss25 Domates Samandag Sera 9 b
Ss26 Domates Meydan Koyt Sera 90 b
Ss27 Domates Meydan Koyt Sera 9 b
Ss28 Domates Meydan Koyt Sera 80 d
Ss29 Domates Meydan Koyt Sera 80 d
Ss30 Domates Meydan Koyt Sera 85 ¢
Ss31 Domates Meydan Koyt 2.Sera 100 a
Ss32 Domates Meydan Koyt 2.Sera 90 b
Ss33 Domates Meydan Koyt 2.Sera 9 b
Ss34 Domates Meydan Koyt 2.Sera 90 b
Ss35 Domates Meydan Koyt 2.Sera 9 b
Ss36 Domates Meydan Koyt 2.Sera 90 b
Ss37 Domates Meydan Koyii 2.Sera 90 b

*Duncan Coklu Karsilagtirma Testine (P=0.05) gore aymi siitun icerisinde farkl
harflerle gosterilen ortalamalar, istatistiksel olarak birbirinden farklidir.
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4.2. In vitro kosullarda ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum’a kars1 fungistatik

ve fungisidal etkileri
4.2.1. ITC’larin Patojenin miselyal gelisimi iizerine etkileri

Fungal gelisim tlizerine ITC’larin buhar etkisini belirlemek i¢in bilesiklerin bir seri
konsantrasyonlar1 (0.0, 5, 10, 50, 70 ve 100 pl/L) kullanilmigtir. S. sclerotiorum’ un
yiiksek diizeyde viriilent Ss31 nolu izolatinin kullanildig1 ¢calismada, 20-22°C’de 5 giin
siire ile inkubasyon yapilmig ve bu siire boyunca giinliikk ortalama koloni ¢aplar

Olctilerek radyal koloni gelisimi hesaplanmistir (Sekil 4.1).

100
BKontrol ®W5pl/L. ®10pl/L S50/ m70ul/L 100/

|

Miselyval gelisim (mm)

Butyl Methyl Phenyl Allyl Benzyl 2-PE Ethyl
ITC bilegikleri

Sekil 4.1. S. sclerotiorum' un farkli saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda ortalama

miselyal gelisim (mm)

Sekil 4.1. ve 4.2” de buhar fazinda ITC’ larin S. sclerotiorum' un misel gelisimi
incelendiginde, methyl’ in 10 pl/L konsantrasyonundan sonra patojenin misel gelisimi
gozlenmezken, allyl, benzyl ve 2-Phenylethyl (2-PE)’ in 50ul/L konsantrasyonlarindan
sonra herhangi bir miselyal gelisme saptanamamustir. Bununla birlikte tiim ITC’ larin,

100pl/L konsantrasyonda fungusun misel gelisimi ortaya ¢ikmamustir.
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki Saf ITC bilesiklerinin (sirayla butyl, methyl,
phenyl, allyl, benzyl, 2-PE ve ethyl) buhar fazinda S. sclerotiorum' un miselyal
gelisimine olan etkileri. 1 (Sul/L), 2 (10ul/L), 3 (50ul/L), 4 (70ul/L), 5
(100ul/L) ve K (kontrol)
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ITC bilesiklerinin buhar fazinda S. sclerotiorum' un miselyal gelisimine etkileri (%)
g6z Oniine alindiginda (Cizelge 4.2), 5 ul/L konsantrasyonda en yiiksek etkiye allyl
sahip olurken, en diisiikk etkiyi ethyl gostermistir. Diger bilesikler benzer etkiyi
gosterdikleri icin istatistiksel olarak hemen ayni grupta yer almistir. Konsantrasyon 10
kat1 arttirildiginda ise (50 pl/L), en yiiksek etkileri, 100,0, 87,0, 70,3 ve 70,0 ile sirasiyla
methyl, allyl, butyl ve phenyl ITC’ lar izlemistir.

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki Saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda S.

sclerotiorum' un miselyal gelisimine etkileri (%)

Konsantrasyonlar (ul/L)

Uygulama 5 10 50 70 100

Butyl 22,8 b* 48,7 b 70,3 ¢ 72,3 bc  100,0 a
Methyl 34,7 ab 553 b 100,0 a  100,0 a  100,0 a
Phenyl 20,8 bc 42,8 bc 70,0 ¢ 74,2 b 100,0 a
Allyl 457 a 50,7 b 87,0 b 100,0 a 100,0 a
Benzyl 350 ab 71,2 a 78,2 bc 100,0 a  100,0 a
2-PE 243 b 42,7 bc 513 d 64,0 ¢ 100,0 a
Ethyl 50 c 30,8 ¢ 56,0 d 100,0 a 100,0 a

"Ayni siitun igerisinde farkli harfleri igeren ortalamalar, LSD (P<0,05) testine gére

birbirinden istatistiksel olarak farklidir.

Denemenin bu asamasinda ITC’larin her biri en yiiksek konsantrasyonda filtreye
eklenmis ve petri kabi, yukarida ifade edildigi gibi hemen kapatilmistir. Kap, 72 saat
sonra agilmis ve cam filtre uzaklastirilmigtir. ITC’larin fungistatik veya fungisidal olup
olmadigini belirlemek i¢in diger 7 giin boyunca fungusun gelismesine izin verilmistir.
Kontrol petrilere ise herhangi bir uygulama yapilmamustir. Petri kaplarindaki gelismeler
incelendiginde (Cizelge 4.3), ITC’larin bazi konsantrasyonlarinda gelisme devam
ederken bazi konsantrasyonlarda herhangi bir gelisme gozlenmemistir. Cizelge 5’de
goriildiigii gibi butyl, phenyl ve ethyl 100ul/L konsantrasyonda fungistatik etkiye sahip
olurken, allyl ve benzyl 70ul/L’ de fungistatik, 100ul/L’ de fungitoksik etki
gostermistir. Bununla birlikte en diisiik konsantrasyonda fungistatik etki, S0ul/L ile
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methyl’” de goriiliitken, en yiiksek konsantrasyonda ise 100ul/L ile ethyl’ de

saptanmistir.

Cizelge 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki Saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda S.

sclerotiorum' un ortalama miselyal gelisimi ve fungistatik - fungitoksik

etkiler
Konsantrasyonlar (ul/L)
Uygulama Kontrol 10 30 50 70 100
Butyl 90,0 77,2 51,5 29,7 27,7 * 0,0 =
Methyl 90,0 65,3 44,7 0,0 =* 0,0 = 0,0 =
Phenyl 90,0 79,2 57,2 17,3 25,8 0,0 =
Allyl 90,0 54,3 49,3 13,0 0,0 = 0,0 =
Benzyl 90,0 65,0 28,8 21,8 0,0 = 0,0 =
2-PE 90,0 90,0 69,2 44,0 0,0 = 0,0
Ethyl 90,0 75,7 57,3 48,7 36,0 0,0 =

* Fungistatik etki, ** Fungitoksik etki
*Aym siitun igerisinde farkli harfleri igeren ortalamalar, LSD (P<0,05) testine gore
birbirinden istatistiksel olarak farkhidir.

Son yillarda bitkisel tiretimde sorun olan toprak kokenli patojenlerin neden oldugu
hastaliklarin miicadelesinde biyofumigasyon amaciyla yesil giibre bitkisi olarak
Capparales takimina bagli lahanagil familyasina ait bitki tiirlerinin kullanimi oldukca
yogun bir sekilde dikkati gekmektedir. Bu bitkilerin dokularinda ikincil metabolit olarak
tiretilen glikozinolatlar, dokunun pargalanmasi ile myrosinaz enzimi tarafindan hidrolize
olarak isothiocyanate, thiocyanate, nitril ve oxazolidine’e pargalanir. Bunlar icerisinde
ITC’larin  fungal miselyumun gelisimini engellemesi {izerine bir¢ok c¢alismalar
gbzlenmektedir (Mari ve ark., 1993; Sarwar ve ark., 1998).

In vitro kosullarda ITC’larin buhar fazinda S. sclerotiorum’un miselyal
gelisimlerine etkisi incelendiginde, en diisiik konsantrasyonda allyl ITC, patojenin
miselyal gelisimini engellemede en yiiksek aktiviteye sahip olmustur. Artan
konsantrasyona bagl olarak allyl ile birlikte methyl ve butyl ITC’lar, fungal koloninin
radyal gelisimini kontrole oranla yiiksek diizeyde engellemistir. Elde edilen bu sonuglar,

patateste toprak kokenli hastaliklarin miicadelesinde Brassica cinsine bagli tiirlerin
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¢ikardigi ugucu bilesiklerin S. sclerotiorum’un PDA ortaminda radyal koloni gelisimini
%90,2 oraninda engelledigini bildiren Larkin ve Griffin (2007)’in bulgular1 ile uyum
icerisindedir. Ayrica bu veriler, PDA’da gelistirilen S. sclerotiorum’un, saf ITC’lar ve
hardal tozundan {iretilmis ucucu bilesiklere karsi toleransi incelendiginde, bunlardan
allyl, benzyl, butyl ve phenylethyl ITC’larin koloni gelisimini 24 ve 72 saat icinde
onemli Olgiide engelledigini bildiren Rahmanpour ve ark. (2009) tarafindan da
desteklenmektedir. Fusarium oxysporum’un farkli gelisim donemlerine saf ITC
bilesiklerinin zehirlilik diizeyini belirlemek amaciyla yiiriitiilen benzer bir ¢alismada
(Smolinska ve ark., 2003), denemeye alinan ITC bilesiklerinden propenyl, ethyl ve
buthyl ITC’in patojenin miselyal gelisimi {lizerine en etkili bilesikler oldugu ve bu
etkinin fungitoksik degil fungistatik oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak lahanagiller
familyasina ait hint hardali gibi bitki tiirlerinin yapraklarinda bulunan allyl ITC 1n
konsantrasyonu ile dogrudan iligkili olarak Fusarium sambucinum, basta olmak tizere
Verticillium dahliae, V. albo-atrum, Colletotrichum coccodes, Pythium ultimum,
Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum, Alternaria brassicicola ve A. brassicae gibi
patojenlerin radyal koloni gelisimini baskiladigi, bir¢ok biyoetkinlik ¢aligmalart ile
ortaya konmustur (Isshiki ve ark., 1992; Mayton ve ark., 1996; Charron ve Sams, 1999;
Smolinska ve Horbowicz, 1999; Harvey ve ark., 2002; Smolinska ve ark.,2003; Sellam
ve ark., 2007). Ayrica, giinlimiizde Allyl ITC’ i genel bir toprak fumiganti olarak
dogrudan kullanimi o6nerilmektedir (Minuto ve ark., 1999). Benzer grupta yer alan
methyl ITC, ticari fumigant olarak toprakta metam sodyum tarafindan salinmaktadir.
Denemeye alinan bilesiklerin en yiiksek konsantrasyonda gelisimi engelleme
durumu ele alindiginda allyl ile birlikte methyl ve benzyl ITC bilesikleri, S.
sclerotiorum tizerinde fungitoksik etkiye sahip olurken butyl, phenyl ve ethyl ITC’lar
patojenin misel gelisimi ilizerinde fungistatik etki gostermistir. Allyl ITC iceren hind
hardali kullanilarak yapilan bir ¢alismada (Mayton ve ark.,1996), Fusarium
sambucinum’un miselyal gelisimi iizerine Allyl ITC’in yiiksek konsantrasyonlarda
fungitoksik etki gosterdigi bildirilmistir.
S. sclerotiorum’ un fungal gelisimi {izerine ITC’larin degme etkisini PDA besi
ortaminda belirlemek i¢in, bilesiklerin bir seri konsantrasyonlar1 (0.0,70, 90, 100, 200
ve 300ul/L) kullanilmistir. Bu bilesikler, PDA besi ortamina karistirildiktan sonra 20-



29

22°C’de 5 giin siire ile inkube edilmis ve bu siire boyunca giinliik ortalama koloni

caplan ol¢iilerek radyal koloni gelisimi hesaplanmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda Saf ITC bilesikleri iceren PDA ortaminda S.

sclerotiorum' un miselyal gelisimi (mm)

Sekil 4.3” de goriilecegi gibi, 100ul/L konsantrasyondan itibaren benzyl geligimi
engellerken, diger bilesikler, 2 kat daha fazla konsantrasyonda miselyal gelisimde etkili
olmustur. Bununla birlikte 300ul/L konsantrasyonda tiim bilesikler, S. sclerotiorum’ un
gelisimini tamamen engellemistir.

Farkli ITC bilesiklerinin PDA ortamina karistirildigi durumda S. sclerotiorum' un
miselyal gelisimine etkileri (%) incelendiginde (Cizelge 4.4 ve Sekil 4.4), tiim bilesikler
300ul/L konsantrasyonda S. sclerotiorum' un miselyal gelisimini %100 etkilemistir. Ote
yandan en diisiik konsantrasyonda (70ul/L), bilesikler icerisinde sadece allyl ve ethyl
yiksek etki gostermigtir. Diger tiim konsantrasyonlarda tiim bilesikler artan

konsantrasyonlarda giderek artan etkiler gostermiglerdir.
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Cizelge 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki Saf ITC bilesiklerinin PDA ortaminda S.

sclerotiorum' un miselyal gelisimine etkileri (%)

Konsantrasyonlar (ul/L)

Uygulama 70 90 100 200 300

Butyl 50 b* 11,7 b 29,2 f 100,0 a 100,0 a
Methyl 10,8 b 182 b 54,7 d 81,2 b 100,0 a
Phenyl 50 b 2370 65,5 bc  100,0 a 100,0 a
Allyl 32,0 a 37,7 ab 45,5 e 77,0 b 100,0 a
Benzyl 50 b 37,0 ab 100,0 a 100,0 a 100,0 a
2-PE 50 b 243 Db 59,7 cd 92,5 a 100,0 a
Ethyl 342 a 562 a 69,5 b 81,5 b 100,0 a

* Ayni siitun igerisinde farkli harfleri i¢eren ortalamalar, LSD (P<0,05) testine gore

birbirinden istatistiksel olarak farklidir.

Patojen iizerine %100 etkinin goriildiigii 100ul/L konsantrasyonda benzyl ilk siray1
alirken bunu, %69,5, %65,5 ve %59,7 ile sirastyla ethyl, phenyl ve 2-PE isothiocyanate

bilesikleri izlemistir.

120.0

m70ul/L ¢ 90ul/L =100pl/L 1200ul/L m300ul/L
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Sekil 4.4. Saf ITC bilesiklerinin PDA ortaminda S. sclerotiorum' un miselyal gelisimine

etkileri (%)

Miselyal gelisime etki (%)
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Denemeye alinan ITC bilesiklerinin patojen misel gelisimi lizerine fungistatik ve
fungitoksik etkileri karsilastirildiginda (Cizelge 4.5), methyl, allyl, 2-PE ve ethyl
300ul/L konsantrasyonda fungistatik olarak bulunurken, butyl, phenyl ve benzyl ayni
konsantrasyonda fungitoksik olarak saptanmustir. Ote yandan Butyl, phenyl ve benzyl
200ul/L konsantrasyonda fungistatik olarak ta bulunmustur.

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki Saf ITC bilesiklerinin PDA ortaminda S.

sclerotiorum' un ortalama miselyal gelisimi ve fungistatik - fungitoksik

etkileri
Konsantrasyonlar (ul/L)

Uygulama Kontrol 70 90 100 200 300

Butyl 200 900 2 883 a 708a 00 b* 0,0 a**
Methy! 00 8924 818a 453c 188 a 0,0 a*
Phenyl 0.0 900a 763 a 345ed 00 b* 0,0 a**
Allyl 00 680b 623ab 545b 230a 00 a*
Benzyl 200 900 a  630ab 00 P 00 b* 0,0 a**
2-PE 00 900a 757a 403cd 75b 00 a*
Ethyl 00 6581, 438 b 305c 185a 00 a*

* Fungistatik etki, ** Fungitoksik etki
*Ayni siitun igerisinde farkli harfleri iceren ortalamalar, LSD (P<0,05) testine gére
birbirinden istatistiksel olarak farklidir.

ITC bilesiklerinin PDA besi ortamina karistirildiktan sonra S. sclerotiorum’un
radyal gelisime etkisinin arastirildigi asamada, buhar fazina goére daha yiiksek
konsantrasyonlar kullanilmis ve bilesiklerin, patojenin koloni gelisimini tamamen
engellemesi i¢in gerekli konsantrasyonun 3 kati olmasi1 gerektigi saptanmistir. Her iki
deneme asamalarinda yer alan 100ul/L konsantrasyonu karsilastirildiginda, buhar
fazinda misel gelisimi %100 diizeyinde engellenirken, PDA ortamina karistirildiginda
patojenin radyal gelisimi, %100 oraninda sadece benzyl ITC bilesigi tarafindan
engellenmis ve bunu ethyl ve phenyl ITC izlemistir.

Buhar fazinda ve agar icerisine karistirilarak ¢oziinmiis ITC’ler, alifatik (methyl,
allyl, butyl, ethyl) ve aromatik (benzyl, 2-PE,phenyl) bilesikler olarak S. sclerotiorum

tizerinde zehirlilik seviyesi yoniinden farkli sonuglar verebilmektedir. Agar igerisinde



32

¢Oziinmiis ITC bilesikleri kullanarak yapilan denemelerde benzyl gibi aromatik
ITC’larn, digerlerine gore 20 kat daha fazla zehirli oldugu bulunmustur (Drobnica ve
ark., 1967). Bu sonuglar, elde ettigimiz bulgularla uyum icerisinde goriilmektedir.
Ayrica bunun nedeninin, aromatik ITC’larin diisiik orandaki ucguculugunun ITC
konsantrasyonunda yavas bir artisa yol agmasindan ve biiyiik olasilikla katilagsmadan
sonra ITC’larin tim agar ylizeyinde diizenli dagilimindan kaynaklandigr ileri
stiriilmektedir (Sarwar ve ark.,1998). Ayni ¢aligmada, aromatik ITC’larin agar i¢inde
coziindiiklerinde alifatik ITC bilesiklerinden daha fazla zehirli oldugu bildirilmistir.
Bununla birlikte ITC’lara kars1 fungus ve fungus benzeri organizmalarin duyarliligi
incelendiginde, Gaeumannomyces en duyarli, Rhizoctonia ve Fusarium orta diizey,
Bipolaris ve Pythium en diisiik duyarlilik gdsteren patojenler olarak belirlenmistir.
Ayrica Pythium’un agar iginde ¢oziinmiis ITC’lara kars1 diger funguslardan 2-16 kat
daha dayanikli oldugu kaydedilmistir.

4.2.2. ITC bilesiklerinin patojenin sklerot cimlenmesi iizerine etkileri

S. sclerotiorum’un sklerot canliligi iizerine ITC’larin etkilerini belirlemek amac ile
patojenin sklerotlari, PDA’da gelistirilip dezenfekte edildikten sonra farkh
konsantrasyonlardaki ITC’lara maruz birakilmistir. Sklerot ¢imlenmesi, 7 giinliik
inkubasyon boyunca her giin gozlenmis ve 5. giinde ¢imlenme orani belirlenmistir
(Sekil 4.5). Sekil 4.5’de goriildiigi gibi kontrol petrilerde bulunan tiim sklerotlar
cimlendikten sonra yapilan degerlendirme sonucunda, allyl bilesiginin tim
konsantrasyonunda sklerot ¢gimlenmesinin gergeklestigi saptanmistir. Bununla birlikte
en diisiik konsantrasyon olan 5ul/L’ de phenyl, benzyl ve 2-PE disinda kalan diger tiim
ITC bilesikleri uygulanan petrilerde sklerotlarin %100’ i ¢cimlenmistir. Konsantrasyon 2
katina ¢ikarildiginda (10ul/L), en diistik sklerot ¢cimlenme orani sirasiyla, benzyl, 2-PE,
ethyl ve phenyl’ de bulunmustur. Ote yandan 50pl/L konsantrasyonda methyl, phenyl,
benzyl ve 2-PE bilesiklerinin uygulandig: petrilerde sklerot ¢imlenmesi goriilmemistir.
En yiiksek konsantrasyonda (100ul/L), allyl disinda tiim bilesikler sklerot ¢cimlenmesini

tamamen engellemistir.
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Sekil 4.5. Farkli konsantrasyonlardaki Saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda S.

sclerotiorum' un sklerotlarinin ¢gimlenme orani (%)

ITC bilesiklerinin fungistatik ve fungisidal etkilerini belirlemek i¢in 5. giinden sonra
ITC uzaklagtinlmig ve sklerotlar, 3 giin daha gelismeye birakilmistir. Sklerotlarin
canliligin1 belirlemek icin bu sklerotlar, %1.5’lik NaOCL’de 2 dakika yiizeyden
dezenfekte edilip saf suda durulanip kurutulduktan sonra PDA igeren petrilere
aktarilmig ve 22°C’de 5 gilin siireyle inkubasyondan sonra ¢imlenme oran
kaydedilmistir.

S. sclerotiorum' un sklerot ¢imlenmesine etkileri yoniinden ITC bilesikleri ayri
ayr1 incelendiginde (Cizelge 4.6 ve Sekil 4.6), allyl disindaki bilesikler farkli diizeylerde
etkiler gostermistir. Patojen fungusun sklerot ¢imlenmesinin, saf ITC bilesiklerinin
buhar fazinda tamamen engellenmesi, 30ul/L konsantrasyonunda benzyl ITC ile
gergeklesmistir. Yiiksek uguculuk oOzelligine sahip alifatik bilesiklerden olan allyl

ITC’1n sklerot ¢imlenmesine herhangi bir etkisi bulunmamustir.
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Cizelge 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki Saf ITC bilesiklerinin buhar fazinin S.

sclerotiorum' un sklerot ¢imlenmesine etkileri (%)

Konsantrasyonlar (ul/L)

Uygulama 5 10 30 50 100

Butyl 0,0 a* 00 b 13,3 cd 46,7 b 100,0 a
Methyl 0,0 a 6,7 b 66,7 ab 100,0 a 100,0 a
Phenyl 6,7a 133 Db 46,7 bc  100,0 a 100,0 a
Allyl 0,0 a 0,0 b 0,0 d 0,0 ¢ 0,0 b
Benzyl 6,7 a 533 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
2-PE 6,7 a 26,7 ab 66,7 ab 100,0 a 100,0 a
Ethyl 0,0 a 26,7 ab 46,7 bc 66,7 b 100,0 a

*Ayn siitun igerisinde farkli harfleri iceren ortalamalar, LSD (P<0,05) testine gore

birbirinden istatistiksel olarak farklidir.

Denemeye alinan bilesikleri icerisinde methyl ve benzyl buhar fazinda hem miselyal

gelisme hem de sklerot ¢imlenmesi iizerine yiiksek diizeyde etkili oldugu saptanmaistir.
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etkileri
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S. sclerotiorum' un sklerot c¢imlenmesi tizerine buhar fazindaki saf ITC
bilesiklerinin fungistatik ve fungitoksik etkileri incelendiginde (Cizelge 4.7), 30ul/L
konsantrasyonda sadece benzyl fungistatik 6zellik gdstermistir. 5S0ul/L konsantrasyonda
ise phenyl ve 2-PE fungistatik Ozellige sahip olurken, methyl fungitoksik etki
gostermistir. Konsantrasyon 2 katina ¢iktiginda (100ul/L), butyl ve ethyl fungistatik
ozellik gosterirken, benzyl ve 2-PE, fungitoksik etkiye sahip olmustur.

Cizelge 4.7. Farkli konsantrasyonlardaki Saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda S.
sclerotiorum' un ortalama sklerot g¢imlenmesi (%) ve bu bilesiklerin

fungistatik - fungitoksik etkileri

Konsantrasyonlar (ul/L)

Uygulama 5 10 30 50 100
Butyl 100,0 a* 100,0 a 86,7 ab 533 b 0,0 b*
Methyl 100,0 a 93,3 a 33,3 cd 0,0 c** 0,0 b
Phenyl 933 a 86,7 a 53,3 bc 0,0 c* 0,0 b
Allyl 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a 100,0 a
Benzyl 933 a 46,7 b 0,0 d* 0,0 ¢ 0,0 b**
2-PE 933 a 73,3 ab 33,0 cd 0,0 c* 0,0 b**
Ethyl 100,0 a 73,3 ab 53,3 be 333 b 0,0 b*

* Fungistatik etki, ** Fungitoksik etki
*Aym siitun igerisinde farkli harfleri iceren ortalamalar, LSD (P<0,05) testine gore
birbirinden istatistiksel olarak farklidir.

Yiiksek konsantrasyonda (30ul/L) benzyl ITC bilesigi, fungitoksik bir etki
gostermistir. Bu ve diger bulgular, hardal bitkisinin dokularinda iiretilen benzyl ITC’1n,
sklerotlar lizerinde hem fungitoksik hem de fungistatik etkilere sahip oldugunu ve bu
bilesige karsi Sclerotium cepivorum’ un sklerotlarinin, Fusarium oxysporum’un
klamidosporlarima gore daha az duyarhilik gosterdigini bildiren Smolinska ve
Horbowicz (1999)’ in sonuglari ile uyum igerisindedir. Sclerotium rolfsii’nin
sklerotlariin ¢imlenmesi {izerine ITC bilesiklerinin etkisi konusunda yapilan bir
calismada (Harvey ve ark.,2002), sklerot ¢imlenmesinin Allyl ITC ile engellenmesinin,
aktif olarak gelisen miselyumlarin engellenmesine gore ¢cok daha gii¢ oldugunu ve

miselyumlar1 6ldiirmek icin gerekli olandan yaklastk 200 kat daha fazla
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konsantrasyonlarda sklerotlarin sadece baskilandigi ve 7. giinden sonra tekrar canlandigi
bildirilmistir. Bununla birlikte eger sklerotlar, ITC ile muamele edilmeden Once
cimlenmeye tesvik edilebilirse allyl ITC’in daha diisiik konsantrasyonlarinin, hem
saprofitlerin hem de S. rolfsii’nin yeni gelisen miselyumlarinin gelisimini
engellemesinin saglanabilecegi ileri siiriilmiistir.

S. sclerotiorum’un, her bir uygulamasi sonunda her bir konsantrasyonun sahip
oldugu ECs degeri (fungal gelismeyi %50 azaltan etkili konsantrasyon), SAS istatistik
programu ile logjo ITC konsantrasyonuna karsi gelisimin engellenme orani {izerinden

regresyon analizi yapilarak hesaplanmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Saf ITC bilesiklerinin farkli uygulamalardaki ECs, degerleri

Sklerot
Uygulama Buhar PDA cimlenmesi
Butyl 0.0145 0.1114 0.0484
Methyl 0.0539 0.1153 0.0229
Phenyl 0.0160 0.0964 0.0225
Allyl 0.0073 0.1044 -
Benzyl 0.0078 0.0897 0.0095
2-PE 0.0214 0.0971 0.0167
Ethyl 0.0198 0.0834 0.0271

Cizelge 4.8’de goriilecegi gibi buhar fazinda ITC bilesiklerinin ECsy degerleri,
en yliksek 0.0539 ile methyl ITC’ de belirlenirken, en diisiik deger 0.0078 ile benzyl
ITC’ de bulunmustur. ITC bilesiklerinin PDA besi ortamindaki ECsy degerleri, 0.0834-
0.1153 arasinda degisiklik gdstermistir. Her iki uygulama karsilagtirildiginda methyl,
buhar fazinda besi ortamima karistirma uygulamasina goére daha etkili oldugu
goriilmektedir. Tim ITC bilesiklerinin patojenin sklerot ¢imlenmesindeki ECs
degerleri incelendiginde, allyl ITC’in sklerot ¢cimlenmesine herhangi bir etkisi olmadig,
buna karsilik benzyl’in en diisiik ve butyl’ in en yliksek ECsy degerlerine sahip oldugu
saptanmustir.

Farkli ITC uygulamalar1 sonucunda elde edilen ECsy degerleri, buhar fazindaki
uygulamada alifatik bilesiklerin zehirlilik diizeyinin aromatik bilesiklere gore daha
yiiksek oldugunu goéstermistir. Benzer bir ¢alismada (Mari ve ark., 2008), Monilinia
laxa’ya kars1 in vitro kosullarda allyl, butenyl, benzyl, 2-PE ve 4-methylthiobutyl ITC
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bilesikleri denenmistir. Konidi ¢imlenmesi ve misel gelisimine etki, EDsy yoniinden
incelenmis ve en yiiksek etkinin 4-methylthiobutyl, benzyl, allyl, butenyl ve 2-PE ITC
bilesikleri ile saglandig: bildirilmistir. Bu veriler, buhar fazinda elde ettigimiz zehirlilik
diizeyi ile ilgili sonuglar destekler niteliktedir.

PDA besi ortaminda ITC bilesiklerinin ECsy degerleri incelendiginde benzyl,
phenyl ve 2-PE ITC gibi aromatik bilesiklerin S. sclerotiorum’un miselyal gelisimi ve
sklerot cimlenmesi lizerine zehirlilik diizeyinin alifatik bilesiklere gore ¢ok daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bu bulgular, aromatik ITC’larin alifatik olanlara gére daha aktif
ve zehirli oldugunu bildiren Carter ve ark. (1963) ve Sellam ve ark. (2007)’ nin verileri
ile uyum igerisinde goriilmektedir. Yapilan bir bagka calismada (Smith ve Kirkegaard,
2002), PDA ortamina farkli konsantrasyonlarda karistirilmig 2-PE ITC bilesiginin EDsg
degerleri, 8 fungus igerisinde farkli oranlarda ortaya c¢ikmistir. Buna gore
Gaeumannomyces ve Sclerotinia, 2-PE ITC’a kars1 toleransi ¢ok diisiik bulunurken,
Trichoderma ve Alternaria en yiiksek toleransa sahip olmustur.

4.2.3. ITC bilesiklerinin apotesyum olusumuna etkileri

ITC bilesiklerinin patojen fungusun sklerotlarinin apotesyum olusturmasi {lizerine
etkilerini belirlemek igin, igerisinde 100g dere kumu bulunan 190ml’lik cam
kavanozlarin her birinde 10 adet sklerot olacak sekilde yerlestirilmistir. ITC’larin her bir
konsantrasyonu (0.0,5,10,50,100ul/L), sklerot i¢eren kavanozlara uygulandiktan sonra
kapaklar1 hemen kapatilmis ve iklim kabininde 10-14 hafta gelismeye birakilmistir. Bu
siire boyunca apotesyum olusumlari gozlenmis (Sekil 4.7) ve gelisme gosterenler

kaydedilmistir (Sekil 4.8).

Apotesyumlar

Apotesyum olusturan sklerot

Sekil 4.7. ITC bilesiklerinin uygulandigi sklerotlarda S. sclerotiorum’un apotesyum

olusumu
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Sekil 4.8’de gorildiigii gibi en diisiik konsantrasyonda apotesyum orani (%)
phenyl ve 2-PE’de goriiliirken, bunlari methyl ve ethyl ITC bilesikleri izlemistir. ITC
konsantrasyonlarinin artisina bagl olarak apotesyum olusumundaki en istikrarl azalis,

butyl, allyl ve benzyl’ de ortaya ¢ikmustir.

120
EKontrol ®mSpl/L = 10pl/. =350pl/L. = 100pl/L
100

80

60

40

Apotesyum olusumu (%e)

Butyl Methyl Phenyl Allyl Benzyl 2-PE  Ethyl

ITC bilesikleri

Sekil 4.8. Farkli ITC bilesikleri uygulanmis ortamda S. sclerotiorum' un apotesyum
olusumu (%)

Denemeye alinan saf ITC bilesiklerinin patojenin apotesyum olusumuna etkileri
(%) incelendiginde (Cizelge 4.9), en diisiik konsantrasyonda (5 pl/L), phenyl ve 2-PE
disinda kalan ITC bilesiklerinin apotesyum olusumunu, %30-77,5 arasinda degisen
oranlarda engelledigi bulunmustur. Bunun nedeni, aromatik bilesiklerden olan phenyl
ve 2-PE’in uguculuk oraninin yiiksek olmamasina baglanabilir. Slerotlarin yiiksek
konsantrasyonlarda ITC bilesiklerine maruz birakilmasi, etkinlik yoniinden farkliliklar
yaratmistir. Konsatrasyon artisina bagli olarak ucuculuk orani yliksek olan alifatik

bilesikler, en yiiksek etkileri gostermislerdir.
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Cizelge 4.9. Farkli ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum' un apotesyum olusumu iizerine
etkileri (%)

Konsantrasyonlar (ul/L)

Uygulama 5 10 50 100

Butyl 77,5 a* 80,0 a 82,5 a 92,5 a
Methyl 30,0 ab 30,0 ab 350 ab 67,5 a
Phenyl 12,5 b 52,5 a 52,5 a 85,0 a
Allyl 60,0 ab 67,5 a 67,5 a 75,0 a
Benzyl 55,0 ab 62,5 a 72,5 a 92,5 a
2-PE 12,5 b 55,0 a 57,5 a 82,5 a
Ethyl 47,5 ab 52,5 a 62,5 a 87,5 a

*Aynl siitun igerisinde farkli harfleri iceren ortalamalar, LSD (P<0,05) testine gore

birbirinden istatistiksel olarak farklidir.

En yiiksek konsantrasyonda ise (100ul/L) denemeye alinan tiim bilesikler
patojenin apotesyum olusumuna ayni etkiyi gostermis ve istatistiksel olarak ayni1 grupta

yer almiglardir.

4.3. In vivo kosullarda ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum’ un hastahk

olusturmasi iizerine etkileri

Saks1 denemesi seklinde gerceklestirilen bu ¢alismada, duyarli bitki olarak Sera
Demre ¢esidi biber bitkisi kullanilmis ve inokulasyondan 4 hafta sonra hastalik gelisimi
yoniinden degerlendirmeler yapilmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9.°de gortldigi gibi kontrol bitkilerde hastalik oran1 %80’in iizerinde
belirlenirken, en diisiik hastalik oranlar1 (%) allyl ve 2-PE’de kaydedilmistir. Bunlari ise
phenyl ve ethyl ITC bilesikleri izlemistir.
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Sekil 4.9. In vivo kosullarda farkli saf ITC bilesikleri uygulanan biber bitkilerinde S.

sclerotiorum' un olusturdugu hastalik oran1 (%)

Denemede kullanilan tiim saf ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum' un hastalik
olusturmasina etkileri (%) degerlendirildiginde (Cizelge 4.10), 1ul konsantrasyonda en
yiiksek etkiyi, %76,7 ile allyl ITC gosterirken en diisiik etkiler, %31,7 ve 38,3 ile
sirastyla butyl ve ethyl ITC’larda kaydedilmistir. 2pul konsantrasyonda ise, denemeye
alman tim ITC bilesikleri, %63,3-85,0 arasinda degisen oranlarda benzer etkiler
gostermis ve istatistiksel olarak ayni grupta yer almislardir.

ITC bilesiklerinin fungal hiicre yapisinda gosterdigi zehirlilik, genel olarak
proteinler ve aminoasitlerde bulunan siilfidril, disiilfit ve amino gruplan ile spesifik
olmayan ve geri doniislimsiiz gerceklesen tepkimelere ve metabolik enzimlerin
inaktivasyonuna baglanmaktadir (Kojima ve Oawa, 1971; Banks ve ark.,1986;
Kawakishi ve Kaneko, 1987).
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Cizelge 4.10. In vivo kosullarda farkli saf ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum' un hastalik

olusturmasi iizerine etkileri (%)

Konsantrasyonlar ( ul)

Uygulama 1 2

Butyl 31,7 b* 63,3 a
Methyl 55,0 ab 85,0 a
Phenyl 61,7 ab 68.3 a
Allyl 76,7 a 81,7 a
Benzyl 36,7 ab 63,3 a
2-PE 70,0 ab 76,7 a
Ethyl 38,3 ab 70,0 a

*Aym siitun igerisinde farkli harfleri iceren ortalamalar, LSD (P<0,05) testine gore

birbirinden istatistiksel olarak farklidir.

ITC bilesiklerine kars1 fungal duyarliliktaki farkliliklar, sadece hiicre zehirlilik
diizeyi ile degil ayn1 zamanda ITC’larin hiicreleri penetre etme yetenekleri ile de iliskili
olabilir (Wood, 1975; Nastruzzi ve ark., 1996). Ayrica lipofilik bir bilesik olan PE-
ITC’1n, plasma membrani iginde bulunan enzimlerle tepkimeye girdigi ve boylece hiicre
Oltimleri ile gelisimin engellemesine yol agtigi ifade edilmistir (Troncoso-Rojan ve

ark.,2005).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, saf ITC’larin toprak kokenli fungal bitki patojenlerinden S.
sclerotiorum’un misel gelisimi, sklerot ¢imlenmesi ve apotesyum olusumu iizerine
antifungal etkileri, in vitro ve in vivo kosullarda aragtirilmistir. Bu amagla, ortiialtt ve
acik alanda sebze yetistiriciliginin yogun olarak yapildig1 Hatay ili ve il¢elerinde, kiiltiir
bitkilerinde beyaz ¢iiriikliik yapan S. sclerotiorum fungusuna ait izolatlar1 toplamak
amaciyla sorvey calismast yapilmis ve bolgede bu patojenin siklikla hastalik
olusturdugu domates, biber, fasulye, marul, kavun gibi bitkilerden toplam 37 izolat elde
edilmistir. Patojenisite degerlendirmesinin sonucunda, Samandag-Meydan koyiinden
alinan Ss31 nolu izolat, en yiiksek viriilenslige sahip olmus ve bu izolat, in vitro ve in
vivo denemelerde kullanilmistir.

In vitro kosullarda ITC’larin buhar fazinda S. sclerotiorum’un miselyal
gelisimlerine etkisi incelendiginde, en diisiik konsantrasyonda allyl ITC, patojenin
miselyal gelisimini engellemede en yiliksek aktiviteye sahip olmustur. Artan
konsantrasyona bagl olarak allyl ile birlikte methyl ve butyl ITC’lar, fungal koloninin
radyal gelisimini kontrole oranla yiiksek diizeyde engellemistir.

Denemeye alinan bilesiklerin en yiiksek konsantrasyonda gelisimi engelleme
durumu ele alindiginda allyl ile birlikte methyl ve benzyl ITC bilesikleri, S.
sclerotiorum tiizerinde fungitoksik etkiye sahip olurken butyl, phenyl ve ethyl ITC’lar
patojenin misel gelisimi lizerinde fungistatik etki gdstermistir.

ITC bilesiklerinin PDA besi ortamina karistirildiktan sonra S. sclerotiorum’un
radyal gelisime etkisinin arastirildigi asamada, buhar fazina goére daha yiiksek
konsantrasyonlar kullanilmig ve bilesiklerin, patojenin koloni gelisimini tamamen
engellemesi i¢in gerekli konsantrasyonun 3 kati olmasi gerektigi saptanmistir. Her iki
deneme asamalarinda yer alan 100ul/L konsantrasyonu karsilastirildiginda, buhar
fazinda misel gelisimi %100 diizeyinde engellenirken, PDA ortamina karistirildiginda
patojenin radyal gelisimi, %100 oraninda sadece benzyl ITC bilesigi tarafindan
engellenmis ve bunu, ethyl ve phenyl ITC izlemistir. Yine ayn1 konsantrasyonda benzyl
ITC fungistatik bulunurken en yiiksek konsantrasyonda, butyl, phenyl ve benzyl ITC
fungitoksik olarak belirlenmistir.
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S. sclerotiorum’un sklerot ¢imlenmesinin, saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda
tamamen engellenmesi, benzyl ITC ile 30ul/L konsantrasyonda ger¢eklesmistir. Yiiksek
ucuculuk 6zelligine sahip alifatik bilesiklerden olan allyl ITC’1n sklerot ¢imlenmesine
herhangi bir etkisi bulunmamigstir. Ayrica en yiiksek konsantrasyonda (30ul/L) benzyl
ITC bilesigi, fungitoksik bir etki gdstermistir.

Farkli ITC uygulamalar1 sonucunda elde edilen ECsy degerleri, buhar fazindaki
uygulamada alifatik bilesiklerin zehirlilik diizeyinin aromatik bilesiklere gore daha
yiiksek oldugunu gostermistir.

PDA besi ortaminda ITC bilesiklerinin ECsy degerleri incelendiginde benzyl,
phenyl ve 2-PE ITC gibi aromatik bilesiklerin S. sclerotiorum’un miselyal gelisimi
tizerine zehirlilik diizeyinin alifatik bilesiklere gore c¢ok daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Denemede kullanilan ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum’un apotesyum tiiretimine
etkilerinin ilk kez irdelendigi bu asamada, en diisiik konsantrasyonda phenyl ve 2-PE
disindaki  bilesiklerin apotesyum olusumunu %30-77,5 arasinda engelledigi
bulunmustur. Apotesyum olusumunun yiiksek konsantrasyonlarda ITC bilesiklerine
maruz birakilmasi, etkinlik yoniinden farkliliklar yaratmistir. Konsatrasyon artigsina
baglh olarak uguculuk orami yiiksek olan alifatik bilesikler, en yiiksek -etkileri
gostermislerdir.

In vivo kosullarda ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum’ un hastalik olusturmasi
tizerine etkileri incelendiginde, kontrol bitkilerde hastalik orani %80’in iizerinde
belirlenirken, en diisiik hastalik oranlar1 (%) allyl ve 2-PE’de kaydedilmistir. Bunlari ise
phenyl ve ethyl ITC bilesikleri izlemistir. Tiim saf ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum' un
hastalik olusturmasina etkileri (%) degerlendirildiginde, 1ul konsantrasyonda en yiiksek
etkiyi, %76,7 ile allyl ITC gosterirken %31,7 ve %38,3 ile en diisiik etkiler, sirasiyla
butyl ve ethyl ITC’larda kaydedilmistir. 2pul konsantrasyonda ise, denemeye alinan tiim
ITC bilesikleri, %63,3-85,0 arasinda degisen oranlarda benzer etkiler gostermis ve
istatistiksel olarak ayn1 grupta yer almislardir.

Bu sonuglar 1siginda patojene yonelik olarak asagida belirtilen noktalar
Onerilebilir:

e ITC, genel bir biyosidal 6zellige sahip oldugu icin gliniimiizde metil

bromidin piyasadan ve kullanimdan ¢ekilmesi sonucunda giiniimiizde
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daha oOnce metil bromid ile toprak fumigasyonu sonucu kontrol
edilebilen organizmalar hedef alinarak, farkli toprak kokenli patojen
funguslara karst denenmelidir. Bu amagla, denenecek olan fungusun
enfeksiyon dongiisiinde onemli bir yere sahip olan gelisme donemleri
ayri ayri ele alinmalidir. Bu arada secgilen konsantrasyonlarin yiiksek
olmamasi, ekonomik ve pratik agidan hem iiretici hem de ¢evre
acisindan onemli yararlar saglayacaktir.

e S. sclerotiorum gibi 400°den fazla konukgusu olan bir patojen i¢in ITC
bilesikleri secilirken miselyal gelisimi, apotesyum olusumu ve hastalik
olusumunu 6nlemeye yonelik olarak allyl ITC gibi alifatik bilesiklere ve
sklerot ¢imlenmesini engellemek i¢in benzyl ITC gibi aromatik
bilesiklere yer verilmelidir.

e Toprakta bulunan patojen fungus S. sclerotiorum, yiiksek
konsantrasyonda allyl ve benzyl ITC’lar1 ¢ikaran glukozinolatlar: i¢eren
Brassica juncea, B. carinata, B. nigra and Sinapis spp gibi bitki tiirleri
tarafindan biiylik olasilikla yiiksek oranda baskilanabilecektir. Bu
amacla, bu patojenle bulasik olan iiretim alanlarindaki organik tarim
uygulamalarinda basvurulan yontemlerden birisi olan biyofumigasyon
isleminde bu bitkileri kullanmak daha yararli sonuglar verebilecektir.

e Bircok geleneksel toprak fumiganti ¢cevreye zararli, insanlara zehirli ve
yararli toprak organizmalari ilizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu i¢in
yesil giibre veya tohum unu seklinde Brassica ve Sinapis cinslerine ait
tiirlerin kullanimi, beyaz ciiriikliik hastaligi ile miicadelede 6nemli bir
alternatif saglayabilecektir. Eger biyofumigasyon;solarizasyon, kompost
uygulamalar1 ve pestisitlerin entegre kullanimi gibi ydntemlerle
kombine halinde olursa, hastalikla miicadeleyi daha iyi bir noktaya

gotiirebilecektir.
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EKI1. S. sclerotiorum' un farkli saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda ortalama koloni

gelisimi (mm)

Konsantrasyonlar (ul/L)

Uygulama 5 10 50 70 100 Kontrol
Butyl 90,0 450 25,0 225 0,0 90,0
765 525 32,5 31,5 0,0 90,0
600 565 31,5 29,0 0,0 90,0
Methyl 850 53,5 0,0 0,0 0,0 90,0
540 52,0 0,0 0,0 0,0 90,0
570 285 0,0 0,0 0,0 90,0
Phenyl 90,0 52,5 4,5 33,5 0,0 90,0
725 625 20,0 19,0 0,0 90,0
750 565 275 25,0 0,0 90,0
Allyl 505 475 10,0 0,0 0,0 90,0
550 49,0 12,5 0,0 0,0 90,0
575 515 16,5 0,0 0,0 90,0
Benzyl 70,0 30,0 24,0 0,0 0,0 90,0
650 27,5 18,5 0,0 0,0 90,0
600 29,0 23,0 0,0 0,0 90,0
Ethyl 700 48,0 46,0 31,0 0,0 20,0
790 650 51,0 48,0 0,0 90,0
780 59,0 49,0 29,0 0,0 90,0
2-PE 90,0 71,5 30,0 0,0 0,0 90,0
90,0 67,0 53,5 0,0 0,0 90,0
900 69,0 485 0,0 0,0 90,0
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EK2. Farkli konsantrasyonlarda Saf ITC bilesikleri iceren PDA ortaminda S.

sclerotiorum' un miselyal gelisimi (mm)

Konsantrasyonlar
(nl/L)
Uygulama 70 90 100 200 300 Kontrol
Butyl 90,0 90,0 65,0 0,0 0,0 90,0
90,0 75,0 70,0 0,0 0,0 90,0
90,0 90,0 77,5 0,0 0,0 90,0
Methyl 90,0 90,0 50,0 20,0 0,0 90,0
90,0 90,0 45,0 15,5 0,0 90,0
77,5 55,5 41,0 21,0 0,0 90,0
Phenyl 90,0 90,0 33,5 0,0 0,0 90,0
90,0 70,0 40,0 0,0 0,0 90,0
90,0 64,0 30,0 0,0 0,0 90,0
Allyl 80,0 61,5 50,0 34,0 0,0 90,0
69,0 50,0 53,5 12,0 0,0 90,0
55,0 75,5 60,0 23,0 0,0 90,0
Benzyl 90,0 47,5 0,0 0,0 0,0 90,0
90,0 66,5 0,0 0,0 0,0 90,0
90,0 75,0 0,0 0,0 0,0 90,0
2-PE 90,0 90,0 40,0 7,5 0,0 90,0
90,0 60,0 43,0 15,0 0,0 90,0
90,0 72,0 38,0 0,0 0,0 90,0
Ethyl 67,5 42,5 33,5 19,0 0,0 90,0
61,0 44,0 27,0 15,0 0,0 90,0
69,0 45,0 31,0 21,5 0,0 90,0
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EK3. Farkli konsantrasyonlardaki Saf ITC bilesiklerinin buhar fazinda S. sclerotiorum'’

un sklerotlarinin ¢imlenme orani (%)

Konsantrasyonlar

(W/L)
Uygulama 5 10 30 50 100  Kontrol
Butyl 100,0 100,0 60,0 80,0 0,0 100,0

100,0 100,0 100,0 60,0 0,0 100,0
100,0 100,0 100,0 20,0 0,0 100,0

Ortalama 100,0 100,0 86,7 53,3 0,0

Methyl 100,0 100,0 0,0 0,0 0,0 100,0
100,0 100,0 60,0 0,0 0,0 100,0
100,0 80,0 40,0 0,0 0,0 100,0

Ortalama 100,0 93,3 33,3 0,0 0,0

Phenyl 100,0 80,0 40,0 0,0 0,0 100,0
80,0 80,0 40,0 0,0 0,0 100,0
100,0 100,0 80,0 0,0 0,0 100,0

Ortalama 93,3 86,7 53,3 0,0 0,0

Allyl 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Ortalama 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0

Benzyl 100,0 60,0 0,0 0,0 0,0 100,0
100,0 60,0 0,0 0,0 0,0 100,0
80,0 20,0 0,0 0,0 0,0 100,0

Ortalama 933 46,7 0,0 0,0 0,0

2-PE 100,0 80,0 40,0 0,0 0,0 100,0
100,0 80,0 0,0 0,0 0,0 100,0
80,0 60,0 60,0 0,0 0,0 100,0

Ortalama 93,3 73,3 33,3 0,0 0,0

Ethyl 100,0 100,0 40,0 40,0 0,0 100,0
100,0 100,0 100,0 0,0 0,0 100,0
100,0 20,0 20,0 60,0 0,0 100,0

Ortalama 100,0 73,3 53,3 33,3 0,0
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EK4. Farkli ITC bilesikleri uygulanmis ortamda S. sclerotiorum' un apotesyum

olusumu (%)

Konsantrasyonlar
(nl/L)
Uygulama 5 10 50 100
Butyl 30 40 70 30
20 40 0
10 0 0
30 0 0
Ortalama 22,5 20,0 17,5 7,5
Methyl 0 100 90 0
80 60 80 50
100 100 90 50
100 20 0 30
Ortalama 70,0 70,0 65,0 32,5
Phenyl 100 80 70 0
100 10 50 50
100 100 0 10
50 0 70 0
Ortalama 87.5 47,5 47,5 15,0
Allyl 0 0 50 40
30 60 30 0
100 70 50 30
30 0 0 30
Ortalama 40,0 32,5 32,5 25,0
Benzyl 30 0 0 30
0 0 100 0
100 100 10 0
50 50 0 0
Ortalama 45,0 37,5 27,5 7,5
2-PE 100 100 0 0
100 10 80 0
100 70 70 70
50 0 20 0
Ortalama 87,5 45,0 42,5 17,5
Ethyl 100 0 30 10
50 100 0 0
10 70 20 0
50 20 100 40

Ortalama 52,5 47,5 37,5 12,5
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EKS. Farkli ITC bilesiklerinin S. sclerotiorum' un apotesyum olusumu {izerine etkileri

(%)
Konsantrasyonlar
(nl/L)

Uygulama 5 10 50 100
Butyl 70,0 60,0 30,0 70,0
80,0 60,0 100,0 100,0
90,0 100,0 100,0 100,0
70,0 100,0 100,0 100,0

Ortalama 71,5 80,0 82,5 92,5
Methyl 100,0 0,0 10,0 100,0
20,0 40,0 20,0 50,0

0,0 0,0 10,0 50,0

0,0 80,0 100,0 70,0

Ortalama 30,0 30,0 35,0 67,5
Phenyl 0,0 20,0 30,0 100,0
0,0 90,0 50,0 50,0

0,0 0,0 100,0 90,0
50,0 100,0 30,0 100,0

Ortalama 12,5 52,5 52,5 85,0
Allyl 100,0 100,0 50,0 60,0
70,0 40,0 70,0 100,0

0,0 30,0 50,0 70,0

70,0 100,0 100,0 70,0

Ortalama 60,0 67,5 67,5 75,0
Benzyl 70,0 100,0 100,0 70,0
100,0 100,0 0,0 100,0
0,0 0,0 90,0 100,0
50,0 50,0 100,0 100,0

Ortalama 55,0 62,5 72,5 92,5
2-PE 0,0 0,0 100,0 100,0
0,0 90,0 20,0 100,0

0,0 30,0 30,0 30,0
50,0 100,0 80,0 100,0

Ortalama 12,5 55,0 57,5 82,5
Ethyl 0,0 100,0 70,0 90,0
50,0 0,0 100,0 100,0
90,0 30,0 80,0 100,0

50,0 80,0 0,0 60,0

Ortalama 47,5 52,5 62,5 87.5
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