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Depolanmis drinlerde sorun olan fungal hastalik etmenleri, hasat sonrasi Uriinlerde kaliteyi
sinirlandiran 6nemli faktorlerden biridir. Hasat sonrasi kurutulmalik biberler mikotoksin treten
fungal patojenler tarafindan ¢ok sik enfekte olmaktadirlar. Aspergillus niger, Alternaria
alternata ve Fusarium incarnatum, birgok bitkide hasat ©ncesi ve sonrasi donemlerde
hastaliklara neden olan potansiyel mikotoksin UGretebilen 6nemli fungal etmenlerdir. Brassica
spp. tarafindan lretilen ve genis antimikrobiyal etkiye sahip olan isothiocyanate (ITC)lar,
glukozinolatlarin biyolojik olarak aktif bozulma drinleri ile baglantili allelokimyasal
bilesiklerdir. Bu calismada, farkli kimyasal yapidaki isothiocyanate bilesiklerden methyl
isothiocyanate (MITC), 2-propenyl (Allyl) isothiocyanate (AITC), benzyl isothiocyanate (BITC) ve
ethyl isothiocyanate (EITC)'Iin Aspergillus niger, Alternaria alternata ve Fusarium incarnatum
izolatlarina karsi in vitro antifungal etkileri arastirilmistir. Test edilen Fusarium incarnatum,
Aspergillus niger ve Alternaria alternata’nin misel gelisimini tamamen engelleyen
konsantrasyonlari (MIC) baz alindiginda en ylksek antifungal etkinlik MITC tarafindan sirasiyla
0.06, 0.09 ve 0.09 pl petri! konsantrasyonlarinda gosterilmistir. En disiik antifungal aktivite
ise A. niger ile F. incarnatum’a karsi EITC (0.15 ve 0.21 pl petril), A. alternata’ya karsi ise AITC
ve BITC (0.21 pl petri) tarafindan gosterilmistir. Farkli yapidaki ITC’larin MIC degerlerinde
genelde fungisidal etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, oldukga dusik
konsantrasyonlarda antifungal etkinlik gosteren isothiocyanate’larin, depolanmis tarimsal
Urinlerde bozulmalara neden fungal etmenlere karsi fumigant olarak olarak uygulanabilir
potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Antifungal, Alternaria alternata, Aspergillus niger, Fusarium incarnatum,
isothiocyanate, mikotoksin

ABSTRACT

Fungal disease agents, which are the problem in stored products, are one of the important
factors limiting the quality of post-harvest products. Dried peppers are very often infected by
fungal pathogens that produce mycotoxins. Aspergillus niger, Alternaria alternata and
Fusarium incarnatum are important fungal agents that can produce potential mycotoxins that
cause disease in many plants in the pre- and post-harvest periods. The isothiocyanates (ITCs),
produced by Brassica spp. and having broad antimicrobial activity, are allelochemical
compounds with antimicrobial activities associated with the biologically active degradation
products of glucosinolates. In this study, the in vitro antifungal effects of different isothiocyanate
compounds such as methyl isothiocyanate (MITC), 2-propenyl (Allyl) isothiocyanate
(AITC), benzyl isothiocyanate (BITC) and ethyl isothiocyanate (EITC) were investigated against
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Aspergillus niger, Alternaria alternata and Fusarium incarnatum isolates. Based on the minimum inhibition concentrations
(MIC) that completely inhibit mycelial growth, the highest antifungal activity was displayed by MITC against Fusarium
incarnatum, Aspergillus niger and Alternaria alternata at 0.06, 0.09 and 0.09 ul petri! concentrations, respectively. The
lowest antifungal activities were shown by EITC against A. niger and F. incarnatum at 0.15 and 0.21 pl petri?, and by AITC and
BITC against A. alternata at the concentration of 0.21 pl petri?. In addition, It has been determined that ITCs compounds
generally have fungicidal effects at MIC values. The results showed that isothiocyanates, which have antifungal activity at
very low concentrations, have the potential to be applied as a fumigant against fungal agents that cause spoilage in stored

agricultural products.

Key Words: Antifungal, Alternaria alternata, Aspergillus niger, Fusarium incarnatum, isothiocyanate, mycotoxin

Giris

Biber Solanaceae

familyasinda yer alan, meyveleri gerek taze olarak

(Capsicum annuum L.),

gerekse de kurutmalik/baharat olarak tiiketilen

sebzelerden biridir. insan saghg acisindan da

onemli bir yere sahip olan biber meyvesi,
kanserojen maddelere karsi koruyucu ve
yaslanma slirecini geciktirici etkileri olan

karotenoidler (provitamin A) ve C vitamini gibi
bazi antioksidan maddeler yoninden zengindir
(Howard ve ark., 1994; Simonne ve ark., 1997;
Wien, 1997). Diinya Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)’
nin 2020 yili Uretim istatistitik verilerine goére
Tiurkiye taze biber {retiminde Diinyada 4.
kurutmalik biber Uretiminde ise 24. sirada yer
almistir (Anonymous, 2022).

Tarimsal Grinler gerek tarla kosullarinda
gerekse hasat edildikten sonra depolanmalari
sirasinda basta funguslar olmak (izere birgok
hastallk etmeni tarafindan enfekte edilirler
(Tripathi ve Dubley, 2004; Shukla ve ark., 2009;
Prakash ve ark., 2011). S6z konusu etmenlerden
fungal etmenler hasat sonrasi Urilnlerde
gelismeleri ve hastalik olusturmalarinin yanisira
gelistikleri Grlnler igerisinde mikotoksin olarak
bilinen sekonder metabolitleri Ureterek ayrica
zarara neden olurlar. Mikotoksin Ureten fungal
etmenler tarafindan en sik enfektelenen bitkisel
Uriinlerden biri de biber olup (Duman, 2010)
Ozellikle kurutmalik olarak tiiketilen biberler
Uzerinde Uretilen mikotoksinlerden kaynakli Grin
bir
ulasmistir (Ham ve ark., 2016). Mikotoksinlerin,

kayiplari son zamanlarda ©nemli boyuta
400’e yakin farkh Griinde olusturuldugu saptanmis
olmakla beraber bunlarin dogrudan veya dolayli
insan ve hayvanlarda o6nemli

sekilde saglik

sorunlarina sebep olduklari bir cok calismada
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bildirilmistir (Hussein ve Brasel, 2001; Smith,
2001; Weidenborner, 2014; Hontanaya ve ark.,
2015; Oksiiztepe ve Erkan, 2016).

Farkh fungus tirleri mikotoksin olusumuna
neden olmakla beraber o6zellikle Penicillium,
Aspergillus, Alternaria ve Fusarium cinslerine ait
turlerin en 6nemli mikotoksin Ureticisi tlrlerin
basinda gelir (McKee, 1995; Kabak ve Dobson,
2017). bir¢cok bitkisel
gelisebilen Aspergillus tirleri daha cok Aflatoxin
(McKee, 1995; Uylaser ve ark., 2005), 6nemli bitki

de
(AOH)
(Yiannikouris ve Jouany, 2002), Fusarium spp. ise

Hasat sonrasi Urinde

patojenlerini iceren Alternaria  turleri

Alternariol ve Alternariol monometil
deoxynivalenol ve fumonisin (Hussein ve Brasel,
2001; Smith, 2001) gibi farkl
Urettikleri bildirilmistir.
Mikotoksin
micadelede basvurulan yontemlerin

mikotoksinleri

olusumuna neden funguslarla

basinda
genellikle kullanimi

kimyasal pestisilerin

gelmektedir. Ancak asiri derecede kimyasal
pestisit kullanimi sonrasi ¢evre, doga ve insan
sagliginda meydana gelen ciddi olumsuzluklarin
fungal etmenlere karsi kullanilan
hastalik

ve

yanisira,

pestisitlere  zamanla etmenlerinin

dayaniklihk kazanmasi insanlarin  kimyasal

kullanimi konusunda son yillarda bilinglenmesiyle

beraber biyolojik miicadele ajani

mikroorganizmalar, bitki ucucu yag ve ekstraktlar
ve antimikrobiyal etkinlige sahip  nano-

partikillerin etkinliklerinin irdelendigi alternatif
miicadele yontemlerinin arastirilmasi zorunlulugu
ortaya c¢cikmistir (Clifford ve Lester, 1988; Smith,
2001; Soliman ve Badeaa, 2002; Dwivedy ve ark.,
2016; Sahin ve ark., 2021; Kara ve ark., 2022;
Soylu ve ark., 2022; Turkmen ve ark., 2022).

depolanan tarimsal

Glnlimizde, drtnlerde

sorun olan fungal etmenle miicadelede
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kimyasallara alternatif olabilecek farkl bitkisel ve
biyolojik mikrobiyal kdkenli miicadele yontemleri
arastirilmis olmakla beraber (Soylu ve ark., 2010;
Atay ve ark., 2020; Soylu ve ark., 2022) son
zamanlarda dogal bitkisel kokenli bilesiklerden

(ITC)
Uzerine

olan isothiocyanate’larin

antifungal/antibakteriyel etkileri
arastirmalarada 6nem verilmeye baglanmistir.
Ozellikle lahana, brokoli, karnabahar ve turp gibi
bazi Brassicaceae familyasi bitkilerine ait
Glukosinolatlarinin enzimatik hidrolizinden elde
biyoaktif bilesik
isothiocynate’larin, hasat ve sonrasl
hastalik farkh  bitki

patojenlerine karsi gii¢li antimikrobiyal etkilerinin

edilen grubu olan
Oncesi
urdnlerde olusturan
oldugu bildirilmistir (Delaquis ve Mazza, 1995;
Mari ve ark., 1996; Mari ve ark., 2008; Troncoso-
Rojas, 2009; Kurt ve ark., 2011; Wu ve ark., 2011;
Ugolini ve ark., 2014; Dufour ve ark., 2015;
Manyes ve ark., 2015; Kara ve Soylu, 2020).

Bu calismada, Tirkiye ekonomisine o6nemli
derecede katkilari olan biberde, 6zellikle hasat
Oncesi ve sonrasi donemlerde meyvelerde
mikotoksin olusturma potansiyeline sahip fungal
etmenlerden Alternaria alternata, Aspergillus
incarnatum

niger ve Fusarium ile kimyasal

miicadeleye alternatif olabilecek farkli kimyasal

yapidaki ITC bilesiklerinden olan  methyl
isothiocyanate  (MITC),  2-propenyl  (Allyl)
isothiocyanate (AITC), benzyl isothiocyanate

(BITC) ve ethyl isothiocyanate (EITC) bilesiklerinin

misel gelisiminin engellenmesi (zerine olan

antifungal etkileri in vitro kosullarda

arastiriimigstir.

Materyal ve Metot

Isothiocyanate (ITC) bilesikleri

Calismadaki fungal etmenlere karsi antifungal
etkileri arastirilan Isothiocyanate’ler olan methyl
(MITC), (Allyl)
isothiocyanate (AITC), benzyl isothiocyanate
(BITC) ve ethyl isothiocyanate (EITC) saf olarak,
ticari firmadan (Sigma-Aldrich Chemical Company,

isothiocyanate 2-propenyl

Switzerland) tedarik edilmistir. ITC' lerin antifungal
etkilerinin belirlenecegi denemeler dncesi her bir

292

bilesik etanol ile seyreltimis ve calismada
hazirlanan stok ¢ozeltileri kullaniimigtir (Kara ve
Soylu, 2020).

Fungal izolatlarinin  biberlerden izolasyonu,
tanilanmasi ve patojenisite testleri

ve Alternaria alternata
biber
alanlarindaki tarlalardan hasat asamasindaki taze
biber yapan
veya kurutulmus bas
PDA besi

elde edilmistir.

Aspergillus niger

izolatlari, Hatay ilinin 6nemli ekim

biberlerle, kurutmalik satisi

aktarlardan kirmizi

biberlerden yeri Uzerinde vyapilan
Hastalikh

siphelenilen biber meyvelerinden

izolasyonlar sonrasi
oldugundan
sirastyla; hastalikli ve saglikh kisimlari icerecek
kare seklinde (0.5-
bunlarda ylzey sterilizayonlari yapilmis, kesitlerin
daha
antibiyotik iceren PDA besi ortamina ekimleri

1 cm) kesitler alinarak

sonra 50 pg ml?! streptomisin silfat

yapiimis ve 25 °C'de 7 giin boyunca inklibasyona
birakilmistir (Atay ve ark., 2020). inkiibasyon

sonunda besi ortamlarinda gelisen fungus

misellerinden saflastirma islemleri yapiimistir.

Elde edilen saf izolatlardan gelistirilen tek spor
izolatlarin  tir teshisleri gerek  morfolojik
yontemlerle (Dugan, 2006), gerekse molekiiler ve
MALDI-TOF

suretiyle belirlenmistir (Soylu ve ark., 2020).

tanilama teknikleri  kullaniimak

Tur teshisleri yapilmis fungal izolatlarin biberde
patojen olup olmadiklarinin belirlenmesi icin
saglikh biber meyvelerinde iki sekilde patojenisite
testi  yapilmistir.  Birinci

yontemde  spor

sispansiyonlari  saghkhh  olgunlasmis  kirmizi
biberlere hicbir sekilde zarar vermeden dogrudan
meyve icerisine (50 pl biber?) steril enjektér
yardimi ile inokiile edilmistir. ikinci ydntemde
saglikh olgunlasmis kirmizi biber meyveleri ug
kisimlarindan steril bistliri ile kesilip, aseptik
olarak doku icerisine 1 adet 6 mm c¢apinda 5
glinlik fungus kiltirinden alinan fungus misel
disklerinin biber meyvesi icerisine yerlestirildikten
sonra kesilen dokunun parafilm ile sarilmasi ile
iki sekilde de

yapiimis biber meyveleri

yaptmistir. Her inokulasyonu
Once 15x25x15 cm
ebatlarinda steril plastik saklama kaplari icerisine

konulmustur. Kaplarin tabanina énceden steril su
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ile slatilmis  kurutma kagitlart yerlestirilerek
gerekli nem kosullari saglanmigtir. Bu sekilde
hazirlanmis ve kapagi kapali kutular daha sonra
16:8 aydinlik/karanhk foto periyoda, 20-24 °C
sicakliga ayarlanmis inklbatoérlerde 5-10 giin siire
ile inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyondan
sonrasi inokulasyon noktalarinda tipik hastalik
belirtileri gozlenmis ve gelisen belirtilerden re-
izolatlar elde edilmistir. Saf fungus izolatlari in
vitro etkinlik denemelerinde kullanilmak tzere +4

°C’'de muhafaza edilmislerdir.

ITC bilesiklerinin antifungal etkilerinin belirlenmesi

ITC bilesiklerinin
gelisimi Gzerine olan antifungal etkileri in vitro
cam petri kaplarinda (90 mm
capindaki) bulunan PDA besi vyeri {(izerinde
arastinlmistir (Sekil 2 ve Sekil 4). PDA besi yeri
(20 ml pl petrit) petri
merkezine, bir haftalik taze fungus kiltirinin 6

fungal izolatlarin misel

kosullarda

iceren kaplarinin
mm c¢apindaki misel diskleri, miselli ylzey besi
yeri ile temas edecek sekilde yerlestirilmistir. Petri
kabinin st kapaginin i¢ ylzeyinin merkezine
yapistirilmis steril filtre kagidina (6 mm gapinda)
ise mikro pipet yardimi ile ITC bilesiklerinin farkli
dozlari (0.09-0.21 pl petrit) emdirilmis, uygulama
yapilir yapilmaz hizli bir seklide kapak kapatilarak
sizdirma olmamasi agisindan petriler parafilm ile
2-3 kez sarilmistir. Daha sonra ise petriler ters
cevrilmis bir bicimde (Ust kapak altta kalacak
sekilde) 25 °C'de
Kontrol grubu petrilere de ayni yoéntemle fungus
ITC
bilesikleri yerine sadece steril saf su emdirilmistir.

inklibasyona birakilmistir.

diskleri vyerlestiriimis fakat filtre kagidina

Kontrol grubu petrilerindeki misel gelisimi tim
petri ylzeyini kapladigl zaman uygulama yapilan
petrilerdeki fungus koloni caplari olgllerek
sonuclar kontrol grubu ile kiyaslanmistir. Her bir
ITC bilesiginin farkli dozlarinin engelleme orani

ise, (%) Abbott formilline gére hesaplanmistir.
Engelleme (%) = [(KFG-UFG)/KFG] x 100

KFG = Kontrol petrilerdeki fungal gelisim (mm)
UFG
gelisim (mm)

Uygulama yapilmis petrilerdeki fungal
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ITC bilesiklerinin in vitro kosullarda fungisidal
/fungistatik 6zelliklerinin belirlenmesi

ITC
konsantrasyonlarindaki

minimum
(MIC)
etkilerinin fungisidal veya fungistatik ozellikte

bilesiklerinin engelleme

antifungal

olup olmadiklarini belirlemek amaciyla herhangi
bir uygulama yapilmamis taze PDA besi yeri igeren
petrilere, denemeler sonucu herhangi bir hif
gelismi gostermeyen petrilerinden alinan misel
diskleri yerlestirilmis ve bu petriler 25°C’de 7 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Bu misel
diskleri, aktarildiklari yeni PDA besi yeri lizerinde
bir gelisme ITC

bilesiginin antifungal (fungus

herhangi gostermemisse
etkisi fungisidal
gelisimini kalici sekilde durduran, éldirici), misel
gelisimi  yeniden baslamis ise ITC bilesiginin
antifungal etkisi fungistatik (fungus gelisimini

gecici sekilde durduran) olarak kayit edilmistir.

Deneme deseni ve istatistik analizler

Galismadaki tim in vitro denemeleri her petri 1
ve her ITC uygulamasi ise 3 tekerriir olacak sekilde
Tesaduf
yapilmigtir. Bunun yanisira yapilan denemeler iki

Parselleri Deneme Desenine gore
farkh zamanda tekrarlanmistir. Farkli ITC bilesigi
dozlarinin petrilerdeki fungus misel gelisimini
engellenme oranlari % oranlarina g¢evrilmeden
Once SPSS istatistik programi (SPSS Statistics 17.0)
kullanilarak tek yonlit ANOVA ile varyans analizleri

yapilmis ve uygulamalar arasindaki farkhlik Tukey

HSD Testi ile analiz edilmistir (P<0.05). ITC
bilesiklerinin ~ farklh  dozlarda fungus misel
gelisimini %50 oraninda engelleyen etkili

konsantrasyonlari (ECsp) ise, her bir ITC icin farkl
konsantrasyonlardan elde edilen degerlerin SPSS
istatistik programi (Versiyon 11.5, SPSS Inc.,
IL, USA) vyardimi
yapilmasiyla belirlenmistir.

Chicago, ile Probit analizi

Arastirma Bulgulari ve Tartisma

Kurutmalik biber meyvelerinde cliriimelere sebep
olan fungal etmenlerin izolasyonu, tanilanmasi ve
patojenisite testleri

Biber Uretim alanlarinda yapilan sorveyler
sonrasi toplanan biber 6rneklerinden vyapilan
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izolasyonlar sonucunda farkli koloni morfolojisine
ait 40 fungal izolat elde edilmistir. Elde edilen
tek  spor
kalturlerinin morfolojik ¢alismalari sonucu en sik

fungus  kolonilerinden  yapilan
karsilasiimis fungal etmen 8 izolat ile (%20)
Aspergillus niger olup, bu etmeni 6 izolat (%15) ile
(%12.5) ile

Alternaria alternata izolatlar takip etmistir. Geri

Fusarium incarnatum, 5 izolat
kalan diger izolatlarin genelde Aspergillus spp.,
Penicillium spp., Cladosporium spp., gibi firsatcl
saprofit hastalilk etmenleri oldugu belirlenmistir.
Gerek en fazla rastlanan tirlerden olmalari,
gerekse de bitkilerde hasat ©Oncesi ve sonrasi
onemli hastaliklara sebep olmalarindan dolayi bu
calismada ITClerin antifungal etkileri Alternaria
alternata, Aspergillus niger ve  Fusarium
incarnatum’a karsi arastirilmistir.

Morfolojik olarak 6n teshisleri yapilmis olan bu
turlere ait izolatlara

karsi  Isothiocynate

bilesiklerinin antifungal etkileri arastirilmadan
once bunlara saglikh biber meyveleri (zerinde
patojenisite testleri yapilmistir. Yapilan
patojenisite testleri sonrasi test meyvelerinde
olusan belirtilerin, etmenlerin izole edildikleri
hastalikli biber meyvelerinde olusan belirtilerle
(icsel curimeler, misel gelisimi, meyve kabugunda
renk acilmalari ve kararmalar) benzer olduklari
belirlenmistir. Bu meyvelerde yapilan testler
sonras! inokulasyon cevresinden elde edilen re-

izolatlar igin ayrica orijinal izolatlara uygulanmis

olan benzer teshis yontemleri uygulanmis, yapilan
teshis calismalari sonrasi re-izolatlarin orijinal
izolatlarla ayni tlrler olduklari belirlenmis ve
boylece bu izolatlarin biberde patojen olduklari

tespit edilmistir.

Alternaria  alternata’ya  karsi  farkli  ITC
bilesiklerinin in vitro antifungal etkilerinin
belirlenmesi

A. alternata’ya karsi test edilen ITC

bilesiklerinin MIC degerlerine bakildiginda en
etkili bilesiginin, 0.09 ul petrit dozla methyl
isothiocyanate (MITC) oldugu, bunu sirasiyla 0.18,
0.21, 0.21 pl petrit dozlari ile ethyl isothiocyanate
(EITC), 2-propenyl (Allyl) isothiocyanate (AITC) ve
benzyl isothiocyanate (BITC) bilesiklerinin izledigi
belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda A.
alternata’ya karsi antifungal etkileri arastirilan ITC
bilesiklerinin konsantrasyonlari arasinda farkin
istatistiksel agidan 6nemli oldugu belirlenmis olup
(Cizelge 1, Sekil 1).

Yapilan ITC

bilesiklerinin A. alternata’nin misel gelisimini %50

probit analiz  sonucunda
oraninda engelleyen etkili konsantrasyon (EC50)
degerleri, MITC icin 0.038 pl petril, EITC igin
0.110 pl petrit ve AITC icin 0.148 pl petri! olarak
hesaplanirken, en yilksek ECso degeri BITC igin
0.149 pl petri! olarak hesaplanmistir (Cizelge 1 ve

Cizelge 4).

Cizelge 1. Farkh ITC dozlarinin fungal etmen A. alternata’nin misel gelisimi Gzerine olan antifungal etkileri
Table 1. Antifungal effects of different ITC doses on mycelial growth of the fungal agent A. alternata

Farkli ITC bilesiklerin misel gelisi (MG) ve engelenmesi (MGl) lizerine olan etkisi
Effects of different doses of ITC compounds on mycelial growth (MG) and inhibition(MGl)

AITC BITC EITC MITC
Doz MG MGI MG MGI MG MGI MG MGI
(ul/petri) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 84.0f 0.0 84.0f 0.0 84.0f 0.0 84.0d 0.0
1 77.7e 7.5 73.3e 12.7 73.0e 13.1 48.3c 42.5
2 66.0d 21.4 61.7d 26.6 58.0d 31.0 34.7b 58.7
3 58.3c 30.6 53.0c 36.9 44.7¢ 46.8 0.0a 100.0*
4 16.7b 80.2 34.0b 59.5 27.0b 67.9 nt nt
5 0.0a 100.0* 0.0a 100.0* 0.0a 100.0** nt nt
ECso 0.148 0.149 0.110 0.038

AITC ve BITC Dozlari: 0, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18, 0.21 pl petril; EITC Dozlari: 0, 0.06, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18 pl petri't; MITC
Dozlari: 0, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12, 0.15 pl petri’?; nt: bu dozda test edilmedi

Shtun icerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkh kigtk harfler, uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak
Tukey HSD testine gore 6nemli oldugunu géstermektedir (P<0.05)

“*" ye “**”: kullanilan bu dozda goésterilen antifungal etkinin fungisidal (*) veya fungistatik (**) 6zellikte oldugunu gosterir
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Sekil 2’de gorillecegi lizere, A. alternata’ya
kargi ITC bilesiklerinin fungus misel gelisimini
engelleyen MIC degerlerindeki etkinin fungisidal
veya fungistatik 6zelliklerde oldugu saptanmistir.

L >

Sekil 1. Farkli ITC bilesiklerinin

fngl etmen A. alternata’nin misel gelisimin

ITC'lerden MITC, AITC ve BITC bilesiklerinin
fungisidal, EITC bilesiginin ise fungistatik etki
gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 1 ve Cizelge 4).

el \ ’
~
N e

i engelleme

potansiyellerinin in vitro kosullarda arastirilmasi. Farkli konsantrosyanlarda (A) AITC, (B)
BITC, (C) EITC, (D) MITC igeren petrilerdeki fungus misel gelisimleri gorilmektedir

Figure 1. In vitro investigation of the potential of different ITC compounds to inhibit mycelial
growth of the fungal agent A. alternata. Fungal mycelial growths are seen in petri dishes
containing different concentrations of (A) AITC, (B) BITC, (C) EITC, (D) MITC

alternata’ya karsi

Sekil 2. A. minimum engelleme
konsantrasyonunda gerceklesen antifungal
etkinligin fungisidal/fungistatik ozelliginin
belirlenmesi. MIC  degerlerinin  gerceklestigi
petrilerden alinan misel diskleri yeni PDA besi
yerinde aktarildiklarinda sadece EITC'den alinan
misel diski (ok) gelisme g6stermistir

2. Determination of the fungicidal/fungistatic effect
against A. alternata at the minimum inhibition
concentration (MIC). When the mycelial discs from the
petri dishes in which the MIC values were realized were
transferred to the new PDA medium, only the mycelial
disc from the EITC (arrow) showed mycelial development

Figure
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Aspergillus niger’e karsi farkh ITC bilesiklerinin in
vitro antifungal etkilerinin belirlenmesi

A. niger’e karsi test edilen ITC bilesiklerinin MIC
degerlerine bakildiginda en etkili bilesiginin, 0.09 pul
petrit dozla methyl isothiocyanate (MITC) oldugu,
bu bilesigi sirasiyla 0.12, 0.12, 0.15 pl petrit dozlari
ile 2-benzyl isothiocyanate (BITC), 2-propenyl
(Allyl) isothiocyanate (AITC) ve ethyl isothiocyanate
(EITC) bilesiklerinin izledigi belirlenmistir (Cizelge 2,
Sekil 3). Yapilan analiz sonucunda A. niger'e karsi
antifungal arastirilan ITC bilesiklerinin
farkin

etkileri

konsantrasyonlari  arasinda istatistiksel
acidan 6nemli oldugu belirlenmis olup (Cizelge 2)
ITC konsantrasyonlarinin fungal hastalik etmeninin
misel gelisimini % engellenmesi Uzerine olan
antifungal etkinlikleri ise Cizelge 4’de verilmistir.
Yapilan probit analiz sonucunda ITC bilesiklerinin
A. niger’in misel gelisimini %50 oraninda engelleyen
etkili konsantrasyon (EC50) degerleri, MITC igin
0.040 pl petril, BITC icin 0.068 pl petri! ve AITC icin
0.072 pl petrit olarak belirlenirken, en yiiksek ECso
degeri EITC icin 0.086 pl petril! olarak

hesaplanmistir (Cizelge 2 ve Cizelge 4).
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Cizelge 2. Farkli ITC dozlarinin fungal etmen A. niger’in misel gelisimi (izerine olan antifungal etkileri
Table 2. Antifungal effects of different ITC doses on mycelial growth of the fungal agent A. niger

Farkh ITC bilegiklerin misel gelisi (MG) ve engelenmesi (MGl) iizerine olan etkisi
Effects of different doses of ITC compounds on mycelial growth (MG) and inhibition(MGl)

AITC BITC EITC MITC
Doz MG MGl MG MGI MG MGI MG MGl
(nl/petri) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 82.7e 0.0 82.7e 0.0 82.7f 0.0 82.7e 0.0
1 73.7d 10.9 66.7d 19.4 73.7e 10.9 72.7d 12.1
2 63.7c 23.0 53.7c 35.1 59.7d 27.8 60.0c 27.4
3 43.7b 47.2 47.7b 42.3 46.3c 44.0 50.3b 39.1
4 0.0a 100.0* 0.0a 100.0* 39.3b 52.4 0.0a 100.0**
5 nt nt nt nt 0.0a 100.0* nt nt
ECso 0.072 0.068 0.086 0.040

EITC, AITC ve BITC Dozlari: 0, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12, 0.15 pl petri’l; MITC Dozlari: 0, 0.01, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12 pl petri’%; nt: bu
dozda test edilmedi

Situn igerisinde yer alan ortalama degerlerin yanindaki farkli kiigiik harfler, uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak
Tukey HSD testine gore 6nemli oldugunu géstermektedir (P<0.05).

“*" ye “**”: kullanilan bu dozda goésterilen antifungal etkinin fungisidal (*) veya fungistatik (**) 6zellikte oldugunu gosterir

Sekil 4’de gorilecegi Uzere, A. nigere’e karsi ITC'lerden EITC, AITC ve BITC bilesiklerinin
ITC bilesiklerinin ~ fungus misel gelisimini  fungisidal, MITC bilesiginin ise fungistatik etki
engelleyen MIC degerlerindeki ekinin fungisidal gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2 ve Cizelge 4).
veya fungistatik 6zelliklerde oldugu saptanmistir.

Sekil 3. Farkll ITC bilesiklerinin fungal etmen A. niger'in misel geI|§|m|n| engelleme
potansiyellerinin in vitro kosullarda arastiriimasi. Farkli konsantrosyanlarda (A)
AITC, (B) BITC, (C) EITC, (D) MITC igeren petrilerdeki fungus misel gelisimleri
gorulmektedir

Figure 3. In vitro investigation of the potential of different ITC compounds to inhibit mycelial
growth of the fungal agent A. niger. Fungal mycelial growths are seen in petri
dishes containing different concentrations of (A) AITC, (B) BITC, (C) EITC, (D) MITC
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Fusarium  incarnatum’a  karsi  farklh  ITC
bilesiklerinin in vitro antifungal etkilerinin
belirlenmesi

F. incarnatum’a karsi test edilen ITC
bilesiklerinin MIC degerlerine bakildiginda en
etkili bilesiginin, 0.06 ul petrit dozla methyl
isothiocyanate (MITC) oldugu, bu bilesigi sirasiyla
0.12, 0.15 ve 0.21 pl petrit dozlari ile benzyl
isothiocyanate  (BITC), 2-propenyl (Allyl)
isothiocyanate (AITC) ve ethyl isothiocyanate

. , - (EITC) bilesiklerinin izledigi belirlenmistir (Cizelge
Sekil 4. A. nigere karsi minimum engelleme

konsantrasyonunda gerceklesen 3, Sekil 5). A. niger'e karsi antifungal etkileri
fungisidal/fungistatik etkinin arastirilan ITC bilesiklerinin konsantrasyonlari
belirl i MIC degerlerini . . .. . o
eirienmest . eserierinin arasinda farkin istatistiksel agidan énemli oldugu
gerceklestigi petrilerden alinan misel

diskleri yeni PDA  besi yerinde belirlenmistir. Yapilan probit analiz sonucunda ITC
aktarildiklarinda sadece MITC'den alinan bilesiklerinin F. incarnatum’un misel gelisimini

misel diski (ok) gelisme g&stermistir

o -
Figure 4. Determination of the fungicidal/fungistatic %50 oraninda engelleyen etkili konsantrasyon

effect against A. niger at the minimum (ECso) degerleri, MITC icin 0.029 pl petri?, BITC
inhibition concentration (MIC). When the .. .1 .. .1
mycelial discs from the petri dishes in which icin 0.050 p'l petri ve AITC icin 0.064 ul petri

the MIC values were realized were transferred olarak belirlenirken, en yiksek ECso degeri EITC

to the new PDA medium, only the mycelial disc .. .1 .
from the MITC (arrow) showed mycelial icin 0.146 pl petrit olarak hesaplanmistir (Cizelge

development 3 ve Cizelge 4).

Cizelge 3. Farkli dozlardaki ITC bilesiklerinin fungal etmen F. incarnatum’un misel gelisimi Gzerine olan antifungal etkileri
Table 3. Antifungal effects of different doses of ITC compounds on mycelial growth of the fungal agent F. incarnatum

Farkl ITC bilesiklerin misel gelisi (MG) ve engelenmesi (MGI) lizerine olan etkisi
Effects of different doses of ITC compounds on mycelial growth (MG) and inhibition(MGl)

AITC BITC EITC MITC
Doz MG MGl MG MGl MG MGl MG [l
(n/petri) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%) (mm) (%)
0 90.0f 0.0 90.0e 0.0 90.0e 0.0 90.0g 0.0
1 72.3e 19.6 66.0d 26.7 70.7d 21.5 74.0f 17.8
2 64.0d 28.9 40.7c 54.8 63.7¢c 29.3 64.0e 28.9
3 33.7c 62.6 28.3b 68.5 62.3c 30.7 54.3d 39.6
4 8.3b 90.7 0.0a 100.0* 33.7b 62.6 43.3c 51.9
5 0.0a 100.0* nt nt 0.0a 100.0* 24.3b 73.0
6 nt nt nt nt nt nt 0.0a 100.0%*
ECso 0.064 0.050 0.146 0.029

AITC ve BITC Dozlari: 0, 0.03, 0.06, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18 pl petri’; EITC Dozlari: 0, 0.09, 0.12, 0.15, 0.18, 0.21, 0.24 ul petri;
MITC Dozlari: 0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06 pl petri!; nt: bu dozda test edilmedi. Siitun icerisinde yer alan ortalama
degerlerin yanindaki farkh kiiciik harfler, uygulamalar arasindaki farkin istatistiksel olarak Tukey HSD testine gére 6nemli
oldugunu gostermektedir (P<0.05).

“x” ye “**”: kullanilan bu dozda gosterilen antifungal etkinin fungisidal (*) veya fungistatik (**) 6zellikte oldugunu gosterir

Sekil 6’de gorilecegi Uzere, A. nigere’e karsi ITC'lerden EITC, AITC ve BITC bilesiklerinin
ITC bilesiklerinin ~ fungus misel gelisimini  fungisidal, MITC bilesiginin ise fungistatik etki
engelleyen MIC degerlerindeki ekinin fungisidal gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 2 ve Cizelge 4).
veya fungistatik 6zelliklerde oldugu saptanmistir.
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Sekil 5. Farkh ITC bilesiklerinin fungal

etmen F.

incarnatum’un misel gelisimini engelleme

potansiyellerinin in vitro kosullarda arastirilmasi. Farkli konsantrosyanlarda (A) AITC, (B)
BITC, (C) EITC, (D) MITC igeren petrilerdeki fungus misel gelisimleri gorilmektedir

Figure 5. In vitro investigation of the potential of different ITC compounds to inhibit mycelial growth of
the fungal agent F. incarnatum. Fungal mycelial growths are seen in petri dishes containing
different concentrations of (A) AITC, (B) BITC, (C) EITC, (D) MITC

Sekil

6. F. incarnatum’a karsi minimum engelleme
konsantrasyonunda gerceklesen
fungisidal/fungistatik etkinin belirlenmesi. MIC
degerlerinin gergeklestigi petrilerden alinan
misel disklerin tamami yeni PDA besi yerinde
aktarildiklarinda gelisme gdstermemistir.

Figure 6. Determination of the fungicidal/fungistatic effect

against F. incarnatum at the minimum inhibition

concentration (MIC). All of the mycelial discs from the

petri dishes in which the MIC values were obtained did

not develop when transferred to the new PDA

medium.
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Denemelerde kullanilan ITC bilesiklerinin test
edildikleri Alternaria alternata, Aspergillus niger
ve Fusarium incarnatum’un misel gelisimi tizerine
olan etkilerinin arastirildigl calismalar sonucunda

elde edilen minimum engelleme
konsantrasyonlari (MIC) ve fungal hastalik
etmenlerinin  misel gelisimini %50 oraninda

engelleyen etkili konsantrasyon degerleri (ECsg)
Cizelge 4’de verilmistir. ITC bilesikleri, MIC ve ECs
degerleri acisindan degerlendirildiginde fungal
etmenlere karsi en yiksek antifungal etkinlik
MITC bilesigi tarafindan gosterilmis olup, bu
bilesigi sirasiyla AITC ve BITC bilesikleri izlemistir.
Fungal etmenlere karsi en disuk etkinligin ise
Elde
edilen sonuglara gore test edilen her iki fungal

EITC bilesiginin sergiledigi belirlenmistir.

hastalik etmenine karsi MIC degerinde en glicli
antifungal etkinlik (% 100 engelleme) sirasiyla
MITC (0.09 pl petri?t) ve EITC (0.15-0.18 pl petri?)
ITC'lerinde saptanmis olup AITC ve BITC bilesikleri
0.12-0.21 pl petri' dozlarinda etki géstererek
nispeten daha vyilksek dozda antifungal etki

sergilemislerdir.
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Cizelge 4. Denemelerde kullanilan farkli ITC bilesiklerin fungal hastalik etmenlerinin misel gelisimini engelleyen minimum
engelleme konsantrasyonlari (MIC) ve probit analizi sonucu belirlenen fungal hastalik etmenlerinin misel gelisimini
%50 engelleyen etkili konsantrasyon degerleri (ECso)

Table 4. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of different ITC compound (ul petril) used in the trials to prevent
mycelial growth of fungal disease agents and the effective concentration values (EC50) of fungal disease agents
determined as a result of probit analysis to prevent mycelial growth by 50%.

Fungal etmenler, MIC ve ECso degerleri (pl petri?)
Fungal agents, MIC ve ECso values (ul petri?)

A. alternata A. niger F. incarnatum
(/'TTCCC?)':’;:)"L":Z;S ) MIC ECso MIC ECso MIC ECso
AITC 0.21* 0.148 0.12* 0.072 0.15* 0.064
BITC 0.21* 0.149 0.12* 0.068 0.12* 0.050
EITC 0.18** 0.110 0.15* 0.086 0.21* 0.146
MITC 0.09* 0.038 0.09** 0.040 0.06* 0.029

“*” ye “**”: kullanilan bu dozda gosterilen antifungal etkinin fungisidal (*) veya fungistatik (**) 6zellikte oldugunu gosterir

ITClerin antifungal etkilerinin arastirildigi bu
calismada
Aspergillus niger ve Fusarium incarnatum tirlerin

kullanilan  Alternaria  alternata,
yanisira bunlarin bagh olduklari cinslerde yer alan
diger bircok tlrin insan ve hayvan sagli§ina
zararh glicli mikotoksin treten funguslar olduklari
daha once  yapilmis bircok  calismada
bildirildiginden (Chen ve ark., 1992; Rheeder ve
ark., 2002; Blumenthal, 2004; Reddy ve ark.,
2010) bu

potansiyelleri ayrica arastirilmamistir. Aspergillus,

trlerin mikotoksin Uretme
Alternaria, Penicillium ve Fusarium cinslerine ait
tirlerin bashca mikotoksin Ureticisi funguslar
olduklari (McKee, 1995; Kabak ve Dobson, 2017),
¢ok sayida bitkisel Griinde 6zellikle hasat sonrasi
donemde ciriimelere sebep olan Aspergillus
1995;

Uylaser ve ark., 2005), gerek hasat oncesi gerekse

turlerinin daha ¢ok Aflatoxin (McKee,
de hasat sonrasi donemde bir c¢ok (riinde
bozulmalara sebep olan ve ayrica 6nemli bitki
de olan Alternaria tirlerinin ise
(AOH)

(Yiannikouris ve Jouany, 2002) gibi mikotoksinleri

patojenileri
Alternariol ve Alternariol monometil
baslica Urettikleri bildirilmistir.

Bitkisel Gretimde meydana gelen hasat sonrasi
clirimeler, depolama sirecinde blyuk kayiplara
ve Urlnlerin raf 6mrinin kisalmasina neden olan
onemli faktorlerden biridir. Daha 6nce yapilmis
bakildiginda  ITC

etkinlikleri

calismalara bilesiklerinin
daha

insan/hayvan/gida patojenlerine karsi veya bazi

antimikrobiyal cok

insan hastaliklarina olan etkileri bakimindan

(6zellikle cgesitli kanser hastaliklari) arastiriimistir.
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bitki
zamanlarda ilgiyle
ragmen bunlarin 6zellikle mikotoksin olusturan

Bu bilesiklerin farkli patojenlerine olan

etkileri son irdelenmesine
hasat sonrasi bitki patojenlerine olan etkileri
oldukca kisith sayida c¢alisamada arastiriimistir.
Yapilan literatlr arastirmalarina gore, dogrudan
biber meyvelerinde cirimelere sebep olan A.
niger etmenine karsi ITC bilesiklerinin antifungal
bir
rastlanilmamis olup s6z konusu bu etmene karsi

etkilerinin arastirildig calismaya
ITC bilesiklerinin antifungal etkileri ilk kez bu
Biber

tarleri

caisma ile  ortaya  koyulmustur.

meyvelerinde sorun olan Aspergillus
disinda depolanmis misir, yerfistigi gibi farkl
bitkisel

Aspergillus (Aspergillus parasticus, A. flavus vb.)

Uriinlerde mikotoksin olusturan farkh

ve Fusarium (Fusarium tricinctum, Fusarium
vb.) ITC

bilesiklerinin antifungal giicll etkiler sergiledikleri

verticillioides turlerine karsi bazi
belirtilmistir (Otoni ve ark., 2014; Okano ve ark.,
2015; Quiles ve ark., 2015; Nazareth ve ark., 2016;
Tracz ve ark., 2017; Nazareth ve ark., 2018; de
Melo Nazareth ve ark., 2020). Bu calismadan elde
edilen sonucglar onceden yapilmis calismalarla
birbirleri  ile
Nitekim
calismada kullanilan ITC bilesiklerinin tamami A.

karsilastinldiginda  sonuglarin

paralellik  gosterdigi  soylenebilir.
alternata ve A. niger’e karsi doza gore degismekle
beraber glcli antifungal etkiler sergilemislerdir.
Fungal izolatin tiriine goére de degismekle
beraber ITClerin blyldk c¢ogunlugunun fungal
etmelere karsi MIC degerlerinde bliyik oranda

fungisidal (fungusu tiimiyle o6ldiren) etkilerinin
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oldugu saptanmistir. Benzer sekilde ITC'lerin in
vitro sartlarda gozlemlenen fungisidal etkileri bazi
galismalarda da bildirilmistir (Mari ve ark., 1996;
Troncoso-Rojas ve ark., 2005).

ITC'lerin biber meyvelerinde sorun A. alternata
ile micadeledeki antifungal etkileri ise ¢ok sinirli
calismada arastirilmis olup biber meyvesinde
sadece bir calismaya rastlanmistir. Troncoso-Rojas
ve ark. (2005) tarafindan vyapilan calismada,
dolmalik biberde sorun olan Alternaria alternata
ile miicadelede lahana yapraklarindan elde edilen
Allyl (AITC), Benzyl (BITC), 2-phenylethyl (PEITC),
Phenyl (PITC) ITClar ile bunlarin karisimlarinin
antifungal etkileri arastirilmistir. Sonug¢ olarak
AITC'in 0.04, BITC'In ise 0.08 mg ml* dozunda
fungus misel gelisimini tamamen engelledigi
bildirilmistir. Calismamizda kullanilan Ally (AITC)
ve Benzyl (BITC) ITC'lerin A. alternata’nin misel
gelisimini ¢ok dusiik konsantrasyonlarda (0.21 ul
petril) tamamen engelledigi belirlenmistir. ITC
bilesiklerinin funguslarin misel gelisimini timuyle
engelledikleri petrilerdeki misel gelisimleri 1sik
mikroskobunda incelendiginde bunlarda bazi
yapisal aksakliklarin meydana geldigi gézlenmistir
Misel %100
engellendigi bu konsantrasyonlardaki funguslarin
konidi hiflerinde
incelemeler sonucu hiflerde deformasyonlar, hif
hiflerde

konidilerde

(data verilmemistir). gelisiminin

ve yapilan  mikroskobik

g¢apinin incelmesi ve pargalanmasi,

sitoplazmik pihtilagmalar ile
deformasyonlar gibi bazi morfolojik degisimlerin
meydana geldigi gorilmistir. Sonuglarin, Kara ve
Soylu (2020)'nin bulmus olduklari sonuglar ile
benzerlikler gosterdigi gorilmektedir. Fungus
misel yapisinda bozulmalara sebep olunan etkinin
daha once farkh calismalarda bildirilmis oldugu
haliyle mikroorganizmanin hiicre zarina zarar
hicre duvarn sentezini

verilmesi, dolayisiyla

dizenleyen enzimatik reaksiyonlarin olumsuz

etkilenebileceginden veya zararlanma sonrasi
hiicrelerde gerceklesen metabolit sizintilardandan
kaynakli olabilecegi distnulebilir (Kojima ve
Oawa, 1971; Banks ve ark., 1986; Lin ve ark.,

2000).
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Sonuglar

Sonuc¢ olarak, bitkilerden elde edilen dogal
biber
meyvelerinde g¢liriimelere sebep olan hasat 6ncesi

bilesikler ~ olan  isothiocyanate’larin,

ve sonrasi fungal etmenlerden A. niger ve
A.alternata’ya karsi in vitro kosullarda antifungal
Ozellikle

calismadaki

etkiler  gosterdikleri  belirlenmistir.
(MITC)

karsi en etkili etkiyi
Allyl ~ (AITC) (BITC)

isothiocyanate’lar nispeten daha yiiksek dozlarda

methyl isothiocyanate

funguslara antifungal

sergilerken ve Benzyl
antifungal etkiler géstermislerdir. ITC’lerin ugucu
Ozellikleri gbz online alindiginda bunlar fumigant
olarak karisim  halinde

tek baslarina veya

preparatlari  yapilarak  6zellikle  depolanmis
Urtinlerde sorun olan fungal etmenlere karsi kolay
bir sekilde uygulanabilirler. Bununla beraber farkli
ITClerin fungal patojenlere karsi in vitro ve in vivo
etkilerinin arastiriimasi ve pratikte
kullanilmalarina imkan saglayacak yontemlerin

gelistirilmesi 6nem arz edecektir.
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