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OZET

Mavi kiif hastaligina neden olan Penicillium expansum yumusak g¢ekirdekli meyvelerde hasat sonrast Anahtar Sozciikler:
goriilen 6nemli patojenlerden biri olup, meyve enfeksiyonu i¢in yaraya ihtiyag duyan nekrotrofik bir Elma

fungustur. Bu ¢alismada, etidot-67 ve boraks dekahidratin P. expansum’a kars1 etkinligi hem in vitro Mavi kif

hem de in vivo denemelerle degerlendirilmistir. In vitro denemelerde, hem etidot-67 hem de boraks Etidot-67
dekahidrat P. expansum’un misel gelismesini, spor ¢imlenmesini ve ¢im tiipii uzunlugunu giiglii bir Boraks dekahidrat
sekilde engellemistir. Her iki tuzun engelleyici etkileri onlarin artan konsantrasyonlari ile yakindan Alternatif yontem
iligkili bulunmustur. Bor tuzlart P. expansum'un misel gelismesini %0.25 konsantrasyonda tamamen

engellerken, bu tuzlar fungusun spor ¢imlenmesini ve ¢im tiip uzamasini %0.125 konsantrasyonunda

tamamen engellemistir. Ayrica, test edilen tuzlarmn toksisitelerinin birbirine yakin oldugu, yani etidot-67

ve boraks dekahidratin ECsy degerlerinin sirasiyla 0.067 ve 0.071 oldugu belirlenmistir. Etidot-67 ve

boraks dekahidratin minimum engelleyici konsantrasyon (MIC) degerleri %0.25 iken, aym tuzlarin

minimum fungisidal konsantrasyon (MFC) degerleri %]1'den biiyiik bulunmustur. In vivo denemelerde,

fungus inokiilasyonundan sonra (tedavi edici aktivite), etidot-67 ve boraks dekahidratin %3.0

konsantrasyonu uygulanmis elma meyvelerinde mavi kiif gelisimi, kontrol uygulamasi ile

kiyaslandiginda, sirasiyla %92.8 ve %78.9’a kadar onemli derecede azalmistir (P<0.05). Bununla

birlikte, ayn1 konsantrasyonda, fungus (1x10* konidi mL™?) ile inokiilasyondan énce (koruyucu aktivite)

bor tuzlari ile muamele edilen elma meyvelerindeki lezyon alani kontrol uygulamasi ile kiyaslandiginda

strastyla %94.3 ve %98.3 azalmistir. Bu sonuglar, bor tuzlarmm P. expansum'un neden oldugu elma

meyvesinin hasat sonrasi hastaliginin kontrolii i¢in sentetik fungisitlere potansiyel bir alternatif olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.

Antifungal effect of some boron salts against Penicillium expansum, the casual agent
of blue mold of apple

ABSTRACT

Penicillium expansum causing blue mold disease is one of the most important pathogens of pome fruit Keywords:

and is a necrotrophic fungus that requires wounds to infect the fruit. In the present study, the efficacy of Apple

etidot-67 and borax decahydrate against P. expansum were evaluated in both in vitro and in in vivo. In  Blue mold

in vitro experiments, both etidot-67 and borax decahydrate strongly inhibited mycelial growth, spore Etidot-67
germination and germ tube elongation of P. expansum. The inhibitory effects of both salts were closely Borax decahydrate
correlated with their increasing concentrations. While boron salts completely inhibited the mycelial Alternative control
growth of P. expansum at %0.25 concentration, these salts completely inhibited spore germination and

germ tube elongation of the fungus at %0.125 concentration. Additionally, it was determined that the

toxicity of the salts tested were close to each other, namely ECs, values of Etidot-67 and borax

decahydrate were 0.067 and 0.071, respectively. While the minimum inhibition concentration (MIC)

values of the etidot-67 and borax decahydrate were %0.25, the minimum fungicidal concentration

(MFC) values of the same salts were found to be greater than 1%. In in vivo experiments, blue mold

development in apple fruits treated with 3.0% concentration of etidot-67 and borax decahydrate after
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fungal inoculation (curative activity) was significantly reduced by %92.8 and %78.9, respectively,
compared with the control treatment (P<0.05). However, at same concentration, lesion area on apple
fruits treated with the salts before inoculation with the fungus (1x10* conidia mL™) (preventive activity)

reduced by %94.3 and %98.3, respectively. These results show that both boron salts can be used as a

© OMU ANAJAS 2019

potential alternative to synthetic fungicides for the control of the postharvest disease of apple fruit

caused by P. expansum.

1. Giris

Elma (Malus domestica Borkh.) iilkemizde onemli
iriinlerden biri olup, 2017 verilerine gore 175.357 ha
alanda, yillik 3.032.164 ton elma iiretim miktar1 ile
Tiirkiye, Cin ve Amerika’nin ardindan 3. sirada yer
almaktadir (Anonymous, 2019a). Tirkiye’de ise
717.401 ton elma tiretim miktar ile Isparta ili ilk sirada
yer almakta, bunu sirasiyla 588.442 ton ile Karaman,
429.036 ton ile Nigde, 289.085 ton ile Denizli ve
265.068 ton ile Antalya illeri izlemektedir (Anonymous,
2019b). Tarmmsal iiriinlerde hasat sonrasi goriilen ve
ozellikle fungal patojenlerin neden oldugu hastaliklar,
iiriinlerin hasat edilmesi, paketlenmesi, pazara taginmasi
ve depolanmasi sirasinda gelisen siireclerde ortaya
cikmaktadir. Elmalarda hasat sonrasinda meydana gelen
iriin  kayiplarinda Penicillium expansum, Botrytis
cinerea ve Alternaria spp. Onemli patojenler olup,
bunlarin yam1 sira Monilinia fructicola, Glomerella
cingulata, Mucor pyriformis, Rhizopus stolonifer ve
Aspergillus  spp.’lerde  {iriin  kayiplarina  neden
olmaktadir (Snowdon, 1990). Ancak yukarida belirtilen
patojenler igerisinde P. expansum ve B. cinerea
digerlerine nazaran daha diisiikk sicakliklarda da
geligebilme 6zelliklerinden dolayi iiriin kayiplarinda 6ne
¢ikmaktadir.

Elmada mavi kiif hastaligi etmeni P. expansum,
elmay1 da iceren 21 farkli cinse ait bitki grubunda
hastalik olusturarak, depolanmis iriinlerde %50’ye
varan kayiplara neden olan ve meyve kabugunun
yaralanmasi ile {irlin igine giren bir yara patojenidir
(Mari ve ark., 2002). Bu patojen, elmalarda olusturdugu
clirikliik kayiplar1 yaninda, kanserojenik etkiye sahip
patulin  mikotoksinini de iretmektedir. Patulin
miktarinin  artmasit veya bulunma oran1 kaliteyi
diistirmekte ve insan sagligini olumsuz etkilemektedir
(Janisiewicz, 1998).

Hasat sonrasi taze meyvelerde patojenden
kaynaklanan kayiplar1 Onlemek ic¢in giinlimiizde
kimyasal miicadeleyi de igeren farkli miicadele
yontemleri uygulanmaktadir (Vilanova ve ark., 2014).
Diinyada yumusak cekirdekli meyvelerde goriilen hasat
sonrast hastaliklarin - miicadelesinde thiabendazole,
thiophanate-methyl, pyrimethanil, imazalil, iprodione,
fenhexamide, boscalid, cyprodinil+fluodioxonil,
boscalid+pyraclostrobin, carbendazim, thiabendazole +
imazalil gibi bazi aktif maddeleri igeren fungisitler
kullanilmakta olup (Zhang ve Timmer, 2007,
Anonymous, 2019c), bunlardan bazilarinin hastaliklarin
miicadelesinde kullanimi tilkemizde sonlandirilmustir.
Elmada P. expansum’a karsi iilkemizde hasat sonrasi
depolarda kullanilan ruhsatl bir fungisit bulunmamakla

birlikte, sadece Boscalid 25.2 g/kg + Pyraclostrobin
12.8 g/kg (Bellis® WG, BASF) bu hastaliga karst hasat
oncesi ruhsatlidir (Anonymous, 2019c¢).

Son yillarda fungisitlere direngli patojen irklarinin
ortaya ¢ikmasi, fungisitlerin insan ve ¢evre sagligi
lizerine olumsuz etkilerinin anlagilmasi, aragtirmacilari
bitki hastaliklar1 ile miicadelede bazi yeni alternatif
metodlar aramaya itmistir (Conway ve ark., 2005).
Bugiine kadar hasat sonu hastaliklara karsi kullanilan
fungisitlere alternatif olarak; biyolojik miicadele
(Janisiewicz, W,J., 1998, Spadaro ve ark., 2002), sicak
su (Karabulut ve ark., 2005), organik ve inorganik tuzlar
(Palou ve ark., 2007; Arslan ve ark., 2013; Tiirkkan ve
ark., 2017), baz1 bor bilesikleri (Qin ve ark., 2010; Shi
ve ark., 2012), modifiye atmosfer (Grant ve Patterson,
1991) ve 1smlama (tek veya diger yontemlerle birlikte)
(Conway ve ark., 2004; Palou ve ark., 2007; Temur ve
Tiryaki, 2013) gibi pek ¢ok alternatif uygulama
lizerinde ¢alismalar yapilmistir.

Tiirkiye 953.300.000 ton bor (B,03) rezervi ile
(%72.8) dinyada ilk sirada yer almaktadir. Bor
bilesiklerinin farkli alanlarda kullaniminin yaninda,
depolanmis tarimsal iriinlerde hasat sonu kayba neden
olan bazi fungal etmenlere karsi etkili oldugu yapilan
farkli g¢aligmalarda rapor edilmistir (Rolshausen ve
Gubler, 2005; Qin ve ark., 2007). Qin ve ark. (2007),
potasyum tetraborat (PTB)’m P. expansum iizerinde
antifungal bir etkiye sahip oldugunu ve %0.1
konsantrasyonda kullanildiginda misel gelisimini %10-
15 oraninda azalttigini tespit etmislerdir. Yapilan baska
bir c¢alismada mango meyvelerinde  antraknoz
hastaligina neden olan Colletotrichum gloeosporioides’e
karst uygulanan PTB’m 20mM konsantrasyonunun
lezyon olusumunu yaklasik %47 oraninda azalttigi
belirlenmistir (Shi ve ark., 2012). Bununla birlikte,
borun artan konsantrasyonlar1 ile patojenlerin misel
gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiip uzunluklarinin
engellenmesi arasinda pozitif bir ilisgkinin oldugu
yapilan farkli ¢aligmalarda rapor edilmistir (Qin ve ark.,
2010; Cao ve ark., 2012). Yapilan bir ¢aligmada hiinnap
meyvesinde P. expansum’a karsi uygulanan PTB
konsantrasyonlar1 attikga patojenin misel gelisiminin
daha fazla engellendigi, %0.1 konsantrasyonda %10-15,
9%0.25 konsantrasyonda ise %100 engellemenin oldugu
belirlenmistir (Cao ve ark., 2012). Benzer bir ¢calismada
Qin ve ark. (2010), PTB’mn artan konsantrasyonlari ile
B. cinerea’nin misel gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im
tilp uzunlugu arasinda yine pozitif bir iliskinin oldugu
tespit edilmistir. Ayrica bazi bor tuzlarimin antifungal
etkinlikleri, bagda geriye dogru o6lim [Eutypa lata
(Rolshausen ve Gubler, 2005)] ve patateste kuru
ciiriikliik [Fusarium sulphureum (Li ve ark., 2012)] gibi
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hasat sonrasi goriilen hastaliklara kargi in vitro ve in
vivo kosullarda belirlenmistir.

Bu ¢aligmada, sentetik fungisitlere alternatif olarak
kullanma potansiyeli olabilecek, borun iki farkli formu
etidot-67 ve boraks dekahidrat tuzlarimin farkli
konsantrasyonlarimin in vitro kosullarda P. expansum’un
misel gelisimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiip uzunluguna
kars1 antifungal etkilerinin belirlenmesi, ayrica bu
tuzlarin fungisidal veya fungistatik etkilerinin tespit
edilmesi amaglanmigtir. Ayrica in vivo kosullarda
koruyucu ve tedavi edici olarak uygulanan her iki tuzun
farkli kosantrasyonlarinin patojenin elma meyveleri
iizerinde olusturdugu lezyon gelisimi iizerinde
engelleyici etkileri de belirlenmistir.

2.Materyal ve Yontem
2.1. Fungal kiiltiir

Calismada kullanilan Pe-78 izolatt hasat sonu soguk
hava depolarina alman ve mavi kiif hastaligi goriilen
elma meyvelerinden izole edilmistir. Daha sonra
patojenin PDA {izerinde tek spor izolasyonu yapilmis ve
izolatin viriilensligi patates dekstroz agar (PDA; Oxoid
Ltd, Basingstoke, UK) {iizerinde gelistirilen ve fungal
kiiltirden elde edilen spor siispansiyonu (1x10* konidi
mL?) ile inokule edilmis saglikli elma meyveleri
lizerinde dogrulanmistir. Pe-78 izolatt morfolojik
Ozelliklerine gore yapilan inceleme sonucunda P.
expansum olarak teshis edilmistir (Frisvard ve Samson,
2004). Bu izolat sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere,
Ondokuz Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Bolimii Mikoloji laboratuvarinda bulunan

fungal Kkiiltir koleksiyonunda 4°C’de muhafaza
edilmektedir.
2.2. Bor tuzlar

Calismada kullanilan  bor tuzlari; Etidot-67:

Disodyum Oktaborat Tetrahidrat (Na,BgO;3.4H,0) ve
Boraks Dekahidrat: Sodyum Tetraborat Dekahidrat
(Na;B,07.10H,0) Eti Maden Isletmeleri Genel
Miidiirliigi (Tirkiye) nden temin edilmistir.

2.3. Bor tuzlarimin misel gelisimi iizerine olan
etkilerinin in vitro kosullarda belirlenmesi

Calismada kullanilan iki bor tuzunun farkl
konsantrasyonlar1 (%0.0156, 0.0312, 0.0625, 0.125,
0.25, 0.5 ve 1.0, w/v) otoklavda sterilize edilmis ve
yaklasik 50°C’ye sogutulmus 100 mL’lik erlenlerdeki
PDA besi ortamma eklenmistir. Tuzlar manyetik
karigtiric ile karistirilarak homojen bir sekilde tiim besi
ortamma karismasi saglanmustir. Tuzlarm  farkhi
konsantrasyonlarim1 igeren PDA besi ortami, 6 cm
capindaki steril Petri kaplarma 8-10 mL olacak sekilde
dokiilmiistir. Bu Petrilere, daha onceden PDA besi
ortaminda gelistirilmig 7-10 giinliikk Pe-78 izolatina ait
kiiltiirlerden mantar delici ile alinan 4 mm ¢apli misel
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diskleri inokule edilmistir. Petriler parafilm ile
kaplandiktan sonra inkiibatér (Memmert ICP 110,
Germany)’de 21£1°C’de inkiibasyona birakilmistir.
Ayni1 kosullarda inkiibe edilen tuz eklenmemis kontrol
grubu (sadece PDA besi ortami igeren) Petrilerdeki
funguslarin geligsmeleri giinliik olarak izlenerek Petriyi
kaplamaya yakin oldugunda, kontrol ve tuzlarin farkh
konsantrasyonlarint  igeren  Petrilerdeki  fungusun
gelisimleri Slgiilmiistiir. Olciimler sirasinda funguslarin
en uzun ve en kisa radyal gelismeleri esas alinmigtir.
Misel gelisiminin engellenmesi, MGE (%) = [kpmg —
tpmg / kpmg (kontrol)] x 100 formiilii kullanilarak
hesaplanmistir (Mecteau ve ark., 2002). Formiilde MGE
(%), misel gelisiminin yilizde olarak engellemesini;
kpmg, kontrol Petrilerindeki misel gelismesini; tpmg,
tuz eklenmis Petrilerdeki misel gelismesini ifade
etmektedir. Deneme her bir tuz konsantrasyonu igin 4
tekerriirlii yapilmig ve 2 kez tekrar edilmistir (Tiirkkan
ve Erper, 2015).

2.4. Bor tuzlarvun konidi ¢imlenmesi ve ¢im tipii
uzunlugu iizerine etkilerinin belirlenmesi

Penicillium expansum izolati (Pe-78) PDA besi
ortaminda 21£1°C’de 7-10 giin gelistirilmistir. Daha
sonra gelisen kiiltiiriin iizerine steril saf su eklenerek
firga yardimu ile konidilerin suya ge¢meleri saglanmig
ve slispansiyon 4 kat steril tiilbentten gegirilerek misel
kalintilar1 siispansiyondan uzaklastirilmistir. Hazirlanan
bu  siispansiyondaki  konidiler,  Thoma  lam
(hemocytometre)’nda sayilarak konsantrasyon 1x10*
konidi mL™’ye ayarlanmistir. Bor tuzlarmimn belirtilen 7
farkli konsantrasyonu (%0.0156, 0.0312, 0.0625, 0.125,
0.25, 0.5 ve 1.0, w/v) otoklav edilmis ve yaklagik
50°C’ye sogutulmus PDA besi ortamlarina eklenmistir.
Tuzlar manyetik karigtirict ile karistirilip homojen bir
karisgim saglanmig ve 6 cm c¢apindaki steril Petri
kaplarina 8-10 mL olacak sekilde dokiilmiistiir. Tuz
eklenmis ve eklenmemis (kontrol) PDA besi ortami
igeren her Petri kabina, hazirlanan spor siispansiyonu
(30uL) steril edilmis cam baget vasitasiyla yayilmustir.
Petri kaplar1 24 saat boyunca 21+1°C’de inkiibasyona
birakilmis ve konidi ¢imlenme orani (%), her tuza ait
farkli konsantrasyonlarda 400 konidi olmak {izere
Olympus CX-31 model mikroskopta 100-400x
bliylitmede, c¢imlenen ve ¢imlenmeyen konidiler
sayilarak belirlenmistir. Konidi biiylikligi kadar ¢im
tiipli  olusturmus konidiler ¢imlenmis olarak kabul
edilmistir (Mecteau ve ark., 2002).

Ayrica ayni Petrilerde ¢im tiipii uzunluklarinin
belirlenmesi i¢in her konsantrasyondan 100 konidinin
¢im tiipii uzunluklar1 okiiler mikrometre kullanilarak
Olclilmiistiir. Cim tlip uzunlugunun engellenmesinde,
CTUE (%)= [(kpstu - tpctu) / kpetu] x 100 formiiliine
gore hesaplanmistir. Formiilde CTUE (%), Cim tiip
uzunlugunun yiizde olarak engellenmesini; kpgtu,
kontrol Petrilerindeki ¢im tiipli uzunlugunu; tpgtu, tuz
eklenmis Petrilerdeki ¢im tipii uzunlugunu ifade
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etmektedir. Deneme her bir tuz konsantrasyonu igin 4
tekerriirli yapilmis ve 2 kez tekrar edilmistir.

2.5. Bor tuzlarinin toksik etkilerinin belirlenmesi

Penicillium expansum Pe-78 izolatimn misel
geligsmesini %50 oraninda azaltan konsantrasyon (ECso=
etkili konsantrasyon) IBM SPSS Statistic 21 paket
programi kullanilarak probit analizi ile hesaplanmustir.
Misel gelismesini tamamen engelleyen en kiiciik
konsantrasyon (MIC= minimum engelleyici
konsantrasyon) paralel denemelerle belirlenmistir.

Ayrica 2 farkli bor tuzunun fungisidal veya
fungistatik etkileri Thompson (1989) ve Tripathi ve ark.
(2004)’nin metodlart izlenerek belirlenmistir. Buna gore
farkli konsantrasyon uygulanmig Petrilerde gelisme
gostermeyen fungus diskleri bu Petrilerden alinarak,
taze PDA besi ortami igeren 6 cm ¢apli Petrilere tekrar
astlanmis ve fungusun misel gelisimi 21+1°C’de 9 giin
boyunca gozlenmistir. Bu siire i¢inde fungusun misel
gelisimi gorilmediyse, bu konsantrasyon fungusun
gelisimini %100 engelleyen konsantrasyon (MFC=
minimum fungisidal konsantrasyon) olarak
kaydedilmistir.

2.6. Bor tuzlarmn in vivo koruyucu ve tedavi edici
etkilerinin belirlenmesi

Bu amagla in vivo kosullarda etidot-67 ve boraks
dekahidratin 5 farkli konsantrasyonu (%1.0, 1.5, 2.0, 2.5
ve 3.0, w/v)’nun elma meyveleri iizerinde P.
expansum’a karsi etkinliklerinin belirlenmesi amaciyla
koruyucu ve tedavi edici uygulamalar olmak iizere 2
farkli yontem kullanilmigtir. Denemede kullanilan
saglikli elma (Granny Smith g¢esidi) meyveleri Samsun
ilinde bulunan bir soguk hava deposundan temin
edilmistir. Elmalar musluk suyu altinda yikanip 1 gece
kurumaya birakilmistir. Daha sonra bu meyveler %1°lik
NaOCI de 3 dk yiizeysel dezenfeksiyon iglemine tabi
tutulmus, 3 kez steril saf sudan gecirildikten sonra
tekrar kurutulmus ve yiizeysel dezenfeksiyondan
gecirilmis plastik viyollere yerlestirilmistir. Steril kabin
icinde elmalarin ekvator bolgesine karsiliklt olacak
sekilde, steril g¢elik bir tel ile 3 mm ¢apinda 3-4 mm
derinliginde 2 adet yara agilmistr.

Tuzlarin koruyucu etkilerinin belirlenmesi i¢in, elma
meyvelerinde yara acilma islemi yapildiktan sonra
meyveler steril kabin i¢inde 2 saat bekletilmistir. Agilan
yaralara once steril su kullanilarak hazirlanan tuz
konsantrasyonlarindan (%1.0, 1.5, 2.0, 2.5 ve 3.0, w/v)
alman 25 pL’lik miktar mikropipet yardimryla yaralara
uygulanmistir. Daha sonra %0.03’liikk Tween 20 igeren
1x10* konidi mL™ spor siispansiyonundan 25 pL’lik
miktar mikropipet yardimiyla, tuz uygulamast yapilmig
yaralara 2 saat sonra uygulanmistir. Tuzlarm tedavi
edici etkilerinin belirlenmesinde ise, ilk olarak yukarida
belirtilen miktarda spor siispansiyonu mikropipet
yardimiyla aymi sekilde meyve iizerinde agilan yaralara
uygulanmis ve inkiibasyona birakilmistir. Bu yaralara

24 saat sonra ayni tuz konsantrasyonlar1 ayni miktarda
eklenmistir.

Her iki uygulamada da negatif kontrol amaciyla
meyvede agilan yaralara ayni miktarda %0.03’lik
Tween 20 igeren steril saf su, pozitif kontrol olarak ise
patojenin spor siispansiyonu ayni miktarda (1x104
konidi mL-1) uygulanmigtir. Plastik kaplara konulan
elmalar inkiibatérde 21°C’de inkiibasyona birakilmis ve
inokiilasyondan 7 giin sonra enfekteli meyveler kontrol
edilmistir (Droby ve ark., 2003). Elmalar iizerindeki
lezyon alanmi belirlemek amacryla 7. giiniin sonunda
lezyonlu alana konan asetat kagidina fungal gelismenin
sirlart  cizilmigtir.  Asetat kagitlarindaki ¢izimler
iizerinde 5 cm’lik bar olan beyaz A4 kagitlarma
aktarilmis ve Mustek 1200 UB Plus (Mustek Systems,
Inc., Hsin Chu, Taiwan, PRC), masaiistii scanner ile
taranarak 24-bit bmp dosyast olarak kaydedilmistir.
Daha sonra Digimizer programi (Version 4.0.0.0 for
Windows 2005-2011 MedCalc  Software bvba
Broekstraat 52, 9030 Mariakerke, Belgika) kullanilarak
bunlarin yiizey alanlar1 hesaplanmistir (Tiirkkan ve
Erper, 2015). Denemeler tesadiif parselleri deneme
desenine gore 5 tekerriirlii olarak yiiriitilmiis, her bir
elma meyvesi bir tekerriir olarak kabul edilmistir
(Nunes ve ark., 2001; Tiirkkan ve ark., 2017).

2.7. Istatistik analiz

Tim istatistiksel analizlerde SPSS (version 21,
Property of SPSS, Inc.;IBM Company) programi
kullanilmustir. Elde edilen veriler ayri1 ayri tek yonlii
varyans analizine tabi tutularak ortalamalar arasindaki
onemli farkliliklar Tukey—-HSD (P<0.05) testi ile
belirlenmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Bor tuzlarmin misel gelisimi, konidi ¢cimlenmesi ve
¢im tiip uzunluguna etkileri

Calismada kullanilan bor tuzlarinin (etidot-67 ve
boraks dekahidrat) farkli konsantrasyonlarinin P.
expansum’un misel gelisimi iizerine engelleyici etkileri
birbirinden farklilik gostermistir. Ancak her iki tuzun
konsantrasyonlar1 arttik¢a patojen tizerindeki engelleyici
etkilerinin de arttig1 gézlenmistir. P. expansum’un misel
gelisimi her iki bor tuzunun %0.25 ve daha iist
konsantrasyonlarinda tamamen engellenmis ve tam
engellemenin gergeklestigi konsantrasyonlar diger tiim
konsantrasyonlardan istatistiksel olarak onemli 6lgiide
farklt bulunmustur (P<0.05). Bununla birlikte %0.125
konsantrasyonda etidot 67’nin boraks dekahidrata gore
daha etkili oldugu, sirastyla misel ¢gimlenmesini %73.9
ve %54.3 oraninda engelledigi belirlenmistir (Cizelge
1).

Benzer olarak bor tuzlarinin artan konsantrasyonlari
ile incelenen diger parametreler (spor ¢imlenmesi ve
¢im tiip uzunlugu) arasinda engelleme yoniinden pozitif
bir iligki oldugu tespit edilmistir. Her iki tuzun %0.125
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konsantrasyonunda fungusun hem spor ¢imlenmesinin
hem de ¢im tiip uzunlugunun tamamen engellendigi
belirlenmistir. Bununla birlikte tuzlarin en diisiik
konsantrasyonunda engellemenin olmadigi, Etidot
67°nin %0.0625 konsanrasyonunda boraks dekahidrata
gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte
calismada kullanilan her iki bor tuzuna karsi P.
expansum’un spor ¢imlenmesinin ¢im tiip uzamasina

gore daha dayanikli oldugu, diger bir ifade ile etidot-67
ve boraks dekahidrat tuzularmin en  disik
konsantrasyon (%0.0156)’unda spor ¢imlenmesinin
goriildiigii  (engellemenin olmadigi), ancak boraks
dekahidratin  ayn1  konsantrasyonunda ¢im  tiip
uzunlugunun %15.4 oranlarinda engellendigi ve kontrol
uygulamasina gore istatistiki olarak farkli oldugu tespit
edilmistir (P<0.05) (Cizelge 1).

Cizelge 1. In vitro’da artan bor tuz konsantrasyonlarmin Penicillium expansum tizerindeki etkileri

% Engelleme

0
Bor tuzlar Konsantrasyon (%,

wiv) Misel gelisimi ~ Spor ¢imlenmesi Cim tiip uzunlugu
Etidot-67 0.0156 4.8 ef 0.0e 6.4 de
0.0312 10.9de 21.0d 39.8¢
0.0625 48.7 ¢ 729b 93.2a
0.125 739b 100.0a 100.0a
0.25 100.0a 100.0a 100.0a
0.5 100.0a 100.0a 100.0a
1.0 100.0a 100.0a 100.0a
Boraks dekahidrat 0.0156 6.5 ef 0.0e 15.4d
0.0312 19.9d 15.2d 33.6¢C
0.0625 46.1c 54.1c 60.9b
0.125 54.3¢c 100.0a 100.0a
0.25 100.0a 100.0a 100.0a
0.5 100.0a 100.0a 100.0a
1.0 100.0a 100.0a 100.0a
0.0 (Kontrol) 0.0f 0.0e 0.0e

- Aymn siitunda yer alan ve ayni harfle baglayan ortalamalar
onemsizdir (P<0.05).

Bu c¢alismada elde edilen sonuglar, bitkiler icin
gerekli bir mikro element olan borun farkli formlarimin
artan  konsantrasyonlar1 ile bazi bitki patojeni
funguslarin misel gelisimi, spor ¢gimlenmesi ve ¢im tiip
uzunlugu iizerine antifungal etkileri arasinda pozitif bir
iliskinin oldugu ortaya koyan benzer caligmalar ile
uyum i¢indedir (Qin ve ark.,, 2010; Thomidis ve
Exadaktylou, 2010; Cao ve ark., 2012, Li ve ark., 2012,
Shi ve ark., 2012). Li ve ark. (2012), patateslerde kuru
ciriiklige neden olan F. sulphureum karsi PTB ve
boraks (Na,B;O;)’m etkinligini belirlemek i¢in
yaptiklar1 ¢aligmada, artan tuz konsantrasyonlar ile
fungusun spor ¢imlenmesinin ve misel gelisiminin
engellenmesi arasinda pozitif bir iliskinin oldugunu,
ozellikle calismada kullanilan en yiiksek konsantrasyon
(20 g/L)y’da  engellemenin %100  oldugunu
belirlenmistir. Benzer olarak Cao ve ark. (2012)’nin
yaptig1 bir c¢alismada hiinnap meyvesinde mavi kif
hastaliina neden olan P. expansum’a karsi PTB
uygulandiginda konsantrasyon arttik¢a misel gelisiminin
engellenmesinin  arttig, yani  %0.01 ve 0.05
konsantrasyonlarda misel gelisiminin engellenmedigi,
%0.1 konsantrasyonda %10-15 oraninda, %0.25
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arasindaki farklilik Tukey—HSD testine gore istatistiksel olarak

konsantrasyonda ise %100 engellemenin oldugu rapor
edilmistir. Thomidis ve Exadaktylou (2010)’nun yaptig1
diger bir ¢alismada, Andross ¢esidi seftalide monilya
hastaligina neden olan Monilinia laxa’ya karst
kullanilan borun iki formiilasyonu [Power B (B 20%
w/w, FARMA-CHEM SA) ve Borax (B 20% wiw,
Moscholios Chemicals SA)]’nun antifungal etkiye sahip
olduklarmi ve boraksmn 750 pg mL™ ve Power B’nin
1000 pug mM™ konsantrasyonlarda patojenin misel
gelisimini tamamen engellendigi tespit edilmistir. Bagka
bir g¢alismada Qin ve ark. (2010), PTB’in artan
konsantrasyonlarinin bagda kursuni kiif etmeni B.
cinerea’nin misel geligimi, spor ¢imlenmesi ve ¢im tiip
uzunlugu {lizerine engelleyici etkilerinin oldugunu ve
PTB’mm %1 (w/v)’lik konsantrasyonunun 23°C’de
inklibasyondan sonraki 4. giin sonunda misel
gelisiminin tamamen engelledigini rapor etmislerdir.
Ayni ¢alismada misel gelisimi lizerine engelleyici etkide
oldugu gibi, artan PTB konsantrasyonlari ile spor
¢imlenmesi ve ¢im tiip uzunlugu arasinda pozitif bir

iligkinin ~ oldugu, kontrol uygulamalarina  gore
degerlendirildiginde PTB’in B. cinerea’nin spor
¢imlenmesini  %0.1’lik  konsantrasyonda, ¢im tiip
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uzunlugunu ise  %0.05 konsantrasyonda Onemli
derecede azalttig1 (P<0.05) tespit edilmistir. Bu sonuglar
calismamizda elde edilen sonuglara benzer olup
(Cizelge 1), PTB’ye karsi B. cinerea’in spor
¢imlenmesinin ¢im tiip uzamasina gore daha az hassas
oldugu belirlenmistir. Benzer olarak Qin ve ark. (2007),
PTB’in P. expansum iizerinde antifungal bir etkiye
sahip  oldugunu, tuzun %0.1 konsantrasyonda
kullanildiginda kontrole gore spor c¢imlenmesini
yaklasik %12, ¢im tiip uzunlugunu ise %82 oraninda
azaltiginm1  belirlemislerdir. Shi ve ark. (2012),
tarafindan yapilan bir ¢aligmada hasat sonu mango
meyvelerinde antraknoz hastaligina neden olan C.
gloeosporioides’e karst kullanllan PTB’in 20 mM
konsantrasyonunun etmenin spor ¢imlenmesini ve ¢im

tip uzunlugunu sirasiyla yaklasik %72 ve %94
oranlarinda engelledigi tespit edilmistir.
3.2. Bor tuzlarmn toksisiteleri

Calismada kullanilan etidot 67 ve boraks
dekahidratin P. expansum’un misel gelisimi iizerine
toksik etkileri degerlendirildiginde birbirine yakin

degerler (sirastyla ECsy: 0.067 ve 0.071) aldiklar
goriilmiistiir. Bununla birklikte mevcut ¢aligmada her
iki tuzun fungistatik konsantrasyonun yani MIC
degerinin  %0.25 oldugu, fungisidal (fungitoksik)
konsantrasyonun yani MFC degerinin ise %1.0’dan
biiyikk oldugu tespit edilmistir (Cizelge 2). Yapilan
benzer ¢aligmalarda farkli bor ve diger bazi organik ve
inorganik tuzlarin bitki patojeni funguslara kars1 toksik
etkilerinin oldugu rapor edilmistir (Rolshausen ve
Gubler, 2005; Thomidis ve Exadaktylou, 2010; Li ve
ark., 2012; Tirkkan ve ark., 2017). Seftalide M. laxa’ya
kars1 uygulanan boraks ve Power B’nin ECs, degerleri
sirastyla 107.9 ve 522.4 pg mL™ olarak tespit edilmistir
(Thomidis ve Exadaktylou, 2010). Ornegin, borik asitin
E. lata’nin misel gelisiminin ve askospor ¢imlenmesinin
engellenmesindeki ECs, degerlerinin sirasiyla 125 ve

Kontrol (Pozitif)

Kontrol (Pozitif)

475 pg/mL olarak tespit edilmis ve inokulasyondan 10-
12 giin sonra hastalik kontroliinde %75’in iizerinde
basar1 saglanmistir (Rolshausen ve Gubler, 2005). Li ve
ark. (2012), PTB ve boraksin F. sulphureum’un spor
¢imlenmesi tizerinde EDgy degerlerini sirasiyla 2.1 ve
2.4 g/L, misel gelisimi iizerinde ise EDsy degerlerinin
sirastyla 2.8 ve 3.2 g L olarak belirlemislerdir.
Tiirkkan ve ark. (2017)’nin yaptig1 ¢alismada kivide B.
cinerea’ya kars1 kullanilan 6 farkh tuz iginde amonyum
karbonat, amonyum bikarbonat ve sodyum karbonat
tuzlarmin ECsy degerinin <10 mM oldugu, sonugta bu
tuzlarin diger 3 tuz (potasyum karbonat, potasyum
bikarbonat ve sodyum bikarbonat)’a gore daha etkili
oldugu ve MIC degerlerinin sirastyla 25, 10 ve 25 mM
oldugu rapor edilmistir.

Cizelge 2. Etidot 67 ve boraks dekahidrat (%, w/v)’in

Penicillium  expansum’un  misel  gelisimi
iizerine toksik etkileri
Bor tuzlart ECs MICc™ MFC™
Etidot-67 0.067 0.25 >1.0
Boraks dekahidrat 0.071 0.25 >1.0

*Misel gelisimini 50% oraninda azaltan konsantrasyon
Minimum engelleyici konsantrasyon
Minimum fungisidal konsantrasyon

3.3. Elma meyveleri iizerinde bor tuzlarmin P.
expansum’a karsi koruyucu ve tedavi edici
etkileri

Etidot-67 ve  boraks  dekahidratin  farkli
konsantrasyonlarinin elmada mavi kiif hastaligina karsi
koruyucu ve tedavi edici etkilerinin degerlendirildigi in
vivo caligmalarda, her iki tuzun da meyve iizerindeki
lezyon gelisimini pozitif kontrole kiyasla 6nemli oranda
azalttig1 belirlenmistir (P<0.05) (Cizelge 3) (Sekil 1).

Kontrol (Negatif)

Kontrol (Negatif)

Sekil 1. ElImada mavi kiif etmeni Penicillium expansum’a kars1 %3.0’lik konsantrasyonda etidot-67 [koruyucu (a)]
ve boraks dekahidrat [tedavi edici (b)]’1in engelleyici etkileri.
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Cizelge 3. Elmada mavi kiif etmeni Penicillium expansum’a karsi etidot-67 ve boraks dekahidratin farkli
konsantrasyonlarimin koruyucu ve tedavi edici etkileri

Konsantrasyon (%,

% Engelleme

Bor tuzlari

wiv) Koruyucu Tedavi Edici
Etidot-67 1.0 38.4d 44.2 cd
15 68.3 bc 75.1ab
2.0 82.1ab 76.8 ab
25 95.1a 84.0 ab
3.0 98.1a 92.8 a
Boraks dekahidrat 1.0 38.8d 39.8d
15 609c 53.3 cd
2.0 87.5ab 64.9 bc
2.5 934 a 75.3ab
3.0 94.3a 78.8 ab
Kontrol 0.0 0.0e 0.0e

* Ayni siitunda yer alan ve ayni harfle baglayan ortalamalar arasindaki farklilik Tukey—HSD testine gore istatistiksel

olarak 6nemsizdir (P<0.05).

Genel olarak hem koruyucu hem de tedavi edici
uygulamalarda etidot-67’nin boraks dekahidrata kiyasla
mavi kiif hastalik siddetini daha etkili bir sekilde kontrol
ettigi gozlenmistir. Koruyucu uygulamalarda, her iki
tuzun %2.0 ve tlizeri konsantrasyonlarinin elmalarda
lezyon gelisimini kontrol etme etkinlikleri arasinda
istatistiksel olarak Onemli bir farklilk olmadig:
belirlenmistir (P<0.05). Tedavi edici uygulamalarda ise,
%]1.5’lik bir konsantrasyonda, etidot-67 hastaligin
lezyon gelisimini %75.1 oraninda engellerken, boraks
dekahidrat %>53.3 oraninda engelleyebilmistir ve bu
engelleme oranlart arasindaki farklilik istatistiksel
olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Boraks dekahidrat
ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda etidot-67’nin
tedavi edici etkinligine ulasabilmistir. Mevcut
bulgularimiz daha oOnce hasat sonu hastaliklarinin
miicadelesinde kullanilan bor ve diger tuz bilesiklerinin
uygulamalari ile benzerlik gostermektedir.
Domateslerde meyve c¢iirtikliigiine neden olan farkli
fungus (Alternaria alternata, Fusarium oxysporum,
Geotrichum candidum, R. stolonifer, Aspergillus flavus
ve A. niger)’lara karsi farkhi tuz ve fungisitlerin
kullanildigr bir g¢alismada %0.4, %0.5 ve %0.6 ik
konsantrasyonlarda kullamlan borik asit ve boraks
uygulamalarinin patojen ile inokuleli kontrole kiyasla
domateslerde hastalik siddetini dnemli oranda azalttig1
rapor edilmistir (Akhtar ve ark., 1994). Shi ve ark.
(2012), yaptiklar1 ¢alismada mango meyvelerinde C.
gloeosporioides’in neden oldugu antraknoz hastaligina
karsi  potasyum  tetraboratin = 20mM  (%0.2)
konsantrasyonda, uygulama yapilmamis kontrol
meyvelerine gore lezyon olusumunu yaklasik %47
oraninda azalttigin1 rapor etmislerdir. Daha once
yaptigimiz bagka bir ¢aligmada, B. cinerea’nin kivide
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neden oldugu kursuni kiife karsi koruyucu olarak
uygulanan karbonat ve bikarbonat tuzlarinin antifungal
etkileri in vivo denemelerle belirlenmis, sonugta 100
mM amonyum karbonat digindaki 5 karbonat ve
bikarbonat tuzunun kivi meyveleri tizerinde olusturdugu
kursuni kif belirtilerini kontrole gore istatistiki olarak
onemli derecede azalttigi tespit edilmistir (P<0.05)
(Tiirkkan ve ark., 2017).

Mevcut ¢alismada kullanilan P. expansum izolatina
karst in vitro kosullarda etkili bulunan baz1 tuz
konsantrasyonlarinin  in  vivo da etkili olmadig:
gozlenmistir. Patojen inokulasyonunun 7. giinii sonunda
yapilan lezyon oOl¢timlerinde, in vitro testlerde misel
gelisimini ve spor ¢imlenmesini tamamen engelleyen
konsantrasyonlardan biri olan %]1.0°de, etidot-67 nin
koruyucu ve tedavi edici  uygulamalarindaki
engellemelerin sirasiyla %38.4 ve %44.2, boraks
dekahidratin ise bu engelleme degerlerinin %38.8 ve
%39.8 oldugu tespit edilmistir. Daha Once yapilan
benzer calismalarin sonuclari bulgularimizi destekler
nitelikte olup, bu durum daha 6ncede patates giimiis
kabukluluk (Helminthosporium solani), fasulye pasi
(Uromyces appendiculatus) ve bugday pasi (Puccinia
triticina) gibi bazi patojenlerin kontroliinde de rapor
edilmistir (Hervieux ve ark., 2002; Arslan ve ark.,
2006). Wisniewski ve ark. (1998) P. digitatum ve B.
cinerea’ya karst kullanilan farkl bilesiklerin in vitro ve
in vivo etkinlikeri arasinda bir iliski olmadigini
belirlemislerdir. Bu uyumsuzluklarda konuk¢u doku-tuz
interaksiyonlart ve bazi c¢evresel faktorlerin etkili
oldugu belirtilmektedir (Punja ve Grogan, 1982;
Hervieux ve ark., 2002).
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4. Sonug

Sonug olarak, hem in vitro hem de in vivo kosullarda
yapilan bu calismada kullanilan iki bor tuzunun bazi
konsantrasyonlarinin, P. expansum’un neden oldugu
elmada mavi kif hastaliginin  miicadelesinde etkili
oldugu tespit edilmistir. Bor bilesiklerinin antifungal
etkisi, patojenin hiicre zarmi bozarak, sitoplazmik
materyallerin disar1 ¢ikmast ve sonugta patojenin
Olimiine yol agmasi seklinde olabilmektedir (Qin ve
ark., 2010). Elma meyveleri {izerine uygulanan her iki
borun en yiiksek konsantrasyonu (%3.0)’nda bile
meyveler lizerinde herhangi bir fitotoksisite goriilmemis
olmasi, bu bilesiklerin farkli patojenlerin miicadelesinde
de potansiyel olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Qin ve ark. (2010), yaptiklari c¢alismada PTB
uygulanmasinin, tiziimdeki B. cinerea’nin
miicadelesinde ¢ok etkili olan ancak pedicelleri
kararttigt ve meyveleri iizerinde koyu kahverengi
lekelere neden olan (Gabler ve Smilanick, 2001)
sodyum karbonat ve potasyum karbonat gibi diger
tuzlarla kiyaslandiginda bir avantaja sahip oldugunu
rapor etmislerdir. Ayrica bor, bitkiler i¢in gerekli bir
mikroelement olup, fungus, bakteri ve birgok bdcegin
miicadelesi i¢in tarimda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Qin ve ark., 2010). Ayrica hasat sonu fungal
hastaliklarin entegre miicadelesi i¢in borun diger genis
spektrumlu antimikrobial 6zellige sahip ve genellikle
giivenli kabul edilen (GRAS) organik ve inorganik
tuzlarla kombinasyon halinde etkinliklerinin
belirlenmesine yonelik yapilacak caligmalara ihtiyag
vardir.
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