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Özet 
 
Antagonizm mekanizmalarından biri olan hiperparazitizim üzerinde önemle durulan 
bu çalışmada hiperparazitizim mekanizması ışık ve elektron mikroskobisi ile 
açıklanmıştır. Çalışmalarda, 44 epifitik maya izolatının Botrytis cinerea ve Penicillium 
expansum hifleri üzerine tutunma yetenekleri araştırılmıştır. B. cinerea hiflerine 
tutunma yeteneği olan 32 maya ve P. expansum hiflerine tutunma yeteneği olan 12 
maya izolatı tespit edilmiştir. 
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Giriş 
 
Depolarda yaygın olarak görülen fungal hastalıklar, elmalarda büyük ekonomik 
kayıplara neden olmaktadır. Hasat sonrası fizyoloji ve bu husustaki bilgi eksikliği, 
hasat sonrası depo koşullarının uygun olmaması gibi nedenler kayıpları daha fazla 
artırmaktadır (1). Meyvelerde hasat sonrası kaliteyi düşüren ve raf ömrünü bitiren en 
önemli hastalık etmenleri funguslardır. Yaş meyveler bol miktarda su ve besin 
maddesi içerdiğinden hasattan sonra patojen saldırısına uğrarlar. Enfekte ürünlerde 
etilen sentezi, solunum ve ısı üretimi artarak olgunlaşma hızlanır. Hastalanan ürünler 
sağlam olanları da enfekte ederek kayıpların hızla artmasına neden olurlar. Hasat 
sonrası hastalık etmenleri olan Penicillium expansum ve 

                                                          

Botrytis cinerea elmalarda 
en etkili patojenlerdir. Bunlardan Penicillium expansum meyve kabuğunun 
yaralanması ile ürün içine girebilen, Botrytis cinerea ise doğal açıklıklar olan  stoma 
ve lentisellerden giren yara patojenleridir. Her iki patojen de olgunluğa paralel olarak, 
uygun ortamda çimlenir ve hastalığa neden olur (1). Depo hastalıklarıyla mücadelede 
pek çok fungisit kullanılmaktadır. Son yıllarda etkili fungisitlere dahi dayanıklı suşların 

 
1 Bu çalışma; Ankara Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü Biyoloji Anabilim dalında Prof. Dr. 
Lütfü Çakmakçı danışmanlığı altında Mehlika Benli tarafından yapılan ve 2000 yılında 
tamamlanan “Elmalarda Hasat Sonrası Bozulmaların Antagonistik Mikroorganizmalarla 
Biyolojik Kontrolü" adlı Doktora tezinin bir bölümüdür. 
2 Ankara Üniversitesi Fen Fakültesi Biyoloji Bölümü Beşevler Ankara. Yazışmalardan 
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ortaya çıkması ile fungisitler yetersiz kalmıştır (2). Bunun üzerine bilim adamları 
biyolojik mücadeleye yönelmişler ve etkili sonuçlar elde etmişlerdir (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9). 
 
Biyolojik mücadelede, biyoajanlar içinde patojenlerin, besin ve ortam isteklerine en 
yakın olan mikroorganizmalar tercih edilmiştir. Daha çok mayalar üzerinde 
durulmuştur (6, 7, 8, 9, 10).  
 
Biyokontrol ajanları olarak kullanılan mikroorganizmaların patojen inhibisyon 
mekanizmaları tam olarak açıklanamamaktadır. Yapılan araştırmalar ışığında, birçok 
bilim adamının birleştiği nokta; biyoajanların yer ve besin rekabeti, konukçunun 
patojene karşı direncinin artırılması, antibiyosis ve hiperparazitizim yollarından bir 
veya birkaçını kullanarak antagonistik etki gösterdikleri yolundadır (11, 12, 13, 14, 15, 
16). 
 
Konukçunun direnci biyokimyasal yapı ve fizyolojik durumu ile belirlenir. Niteliği tam 
olarak bilinmeyen ve dokularda var olan veya sonradan sentezlenen maddelerin 
patojenlere direnmede etkili olduğu sanılmaktadır. Saponinler, fenol ve fenol 
glikozitleri hidrolize olarak, konukçuya antifungal aktivite kazandırırlar. Genellikle 
fazla miktarda fenolik madde ve fenol oksidaz içeren yapılar oksidasyon sonucu 
esmerleşerek, patojenlere direnirler. Direnç sağlayan bu maddeler patojen 
fungusların enzimlerini etkileyerek inaktive ederler. Bu bölgelerde hiflerin önünü 
kallosa ile keserler, fenolik maddeler ve lignin sentezleyerek fitoaleksin oluştururlar. 
Fitoaleksinler: Patojen fungus ile karşılaşan dokunun sentezlediği fungitoksik 
maddelerdir. Konukçunun bileşiminde bulunan asitler, özellikle askorbik asit, bazı 
eterik yağlar patojen spor gelişimini ve fungal gelişmeyi engeller. Ayrıca ortamda 
mekanik direnç sağlayan pektik maddeler; selüloz, hemiselüloz, lignin ve mineral 
maddeler; özellikle protopektin ve kalsiyum önemlidir (14, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23). 
 
Doğal ortamda patojen ve antagonist aynı ekolojik çevrede bulunurlar. Besin 
gereksinimleri ve optimal çevre koşulları bakımından benzerlik göstermeleri 
nedeniyle sınırlı bir bölgede sınırlı besin ortamında rekabet ederler. Bu konuda 
bakteri ve mayalar funguslara kıyasla daha şanslıdır. Hızla besini tüketerek ortamı 
kaplarlar. Bu şekilde patojenlerin gelişimine engel olurlar. Biyolojik savaşta 
patojenlerin gelişmesini önleyebilmek için hızla gelişen ve yara çevresini saran 
antagonistler seçilmelidir (14). Ortamdaki O2, CO2, ortamın pH’ı veya besin 
maddelerinin değiştirilmesi ve ortama CaCl2 , KCl2, CaCO3 gibi bazı maddelerin 
ilavesi ile patojen gelişimi engellenebilir (24, 25, 26, 27, 28). 
 
Antagonizm mekanizmalarından en çok araştırılan konulardan biri de antibiyosisdir. 
Özellikle bakterilerle girişilen; biyolojik mücadelede rapor edilen birçok antifungal 
bileşik vardır (29, 30, 31, 32, 33). 
 
İnsan sağlığına ve ekolojik dengeye tahrip yeteneği olabileceği düşünülen, antibiyotik 
üreten kontrol ajanları pek uygun görülmemektedir. Ayrıca patojen fungusların bir 
süre sonra antibiyotiklere direnç kazanabileceği düşünülürse, farklı mekanizmalarla 
çalışan antagonistler üzerinde çalışmak daha doğru olacaktır (16, 24). 
 
Antagonist organizmaların direk etkileşimleri sonucu  patojen gelişimini parazitik yolla 
inhibe etmesi olarak tanımlanan ve antagonizm mekanizmalarının en etkili şekli olan 
hiperparazitizim, henüz tam olarak açıklanamayan bir mekanizmadır (24, 34, 35, 36). 
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Hiperparazitizim üzerindeki bu çalışmada, elma yaprak, çiçek, meyve yüzeylerinden 
izole edilmiş 44 maya izolatının P. expansum ve B. cinerea hifleri üzerine tutunma 
yeteneği araştırılmış ve hiperparazitizm mekanizması irdelenmiştir.   
 
 
Materyal ve Metot  
 
Isparta Eğirdir bölgesinde, 1994 Şubat ayından başlayarak Kasım sonuna kadar birer 
aylık periyotlar halinde, dört elma bahçesi ve bir depodan yaprak, çiçek, meyve  
örnekleri toplanmıştır. Alınan örneklerden maya izolasyonu yapılmış ve 123 maya 
izole edilmiştir. Morfolojik olarak, koloni yapıları ve renkleri farklı 44 maya seçilerek 
patojen hiflere tutunma yeteneği bakımından denenmiştir. 

 
 

Maya İzolasyonu 
 
Elma ağaçlarından toplanan yaprak ve çiçek örnekleri ayrı erlenler içinde fizyolojik 
tuzlu su (FTS) ile yarım saat 150 d/d hızla çalkalanmıştır. Bu yıkama suyundan 
Potato Dextrose Agar (PDA) plaklarına ekimleri yapılarak 4 gün 24 oC’de inkübe 
edilerek maya izolasyonları yapılmıştır (37). Depo ve bahçeden alınan elmalardan 
swap kültür yöntemiyle FTS içine alınan örneklerin yaprak ve çiçek örneklerinde 
olduğu gibi maya izolasyonları yapılmıştır (9, 38, 39). 
 
 
Işık Mikroskobisi 
 
Bu amaçla %10 zayıflatılmış PDA kullanılmıştır. %10 zayıflatılmış PDA, 100 ml 
patates ekstraktı, 2 g toz şeker, 18 g agar ve 900 ml distile su kullanılarak 
hazırlanmıştır. Stok saf P. expansum ve B. cinerea  kültürlerinden PDA üzerine nokta 
ekimler yapılarak, 22 oC’de 5 gün süreyle inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonunda 
NYDB (Nutrient Yeast Dextrose Broth) besiyerinde geliştirilmiş 48 saatlik kültürden 
108 kob/ml olacak şekilde gelişen patojen hiflerin uç kısımlarına damlatılmış ve 24 
oC’de 24 saat inkübe edilmiştir. Her bir deneme için üç paralel kullanılmıştır. Patojen 
maya karşılaşmasının olduğu bölgeler işaretlenerek, steril su ile iyice yıkanmıştır. 
Besiyerinde karşılaşmanın olduğu bölgelerden bistüri yardımıyla kare şeklinde 
parçalar kesilerek, lam üzerine konulmuş ve ışık mikroskobunda incelenmiştir (40, 
41). 
 
 
Scaning Electron Mikroskobisi (SEM) 
 
Işık mikroskobisinde olduğu gibi maya ve patojenler karşılaştırılmış, karşılaşmanın 
olduğu bölgelerden agar parçaları alınarak fosfat tamponunda (pH 7) hazırlanmış % 
3’lük Guluteraldehit ile ön fiksasyonu yapılmış, fosfat tamponunda hazırlanmış % 1’lik 
Osmium tetroksit (OsO4) içinde +4 °C’de, post fiksasyon işlemi tamamlanmıştır. 
Tampon çözeltisi ile yıkanan numunelerin dehidrasyonu yapıldıktan sonra,  Propilen 
oxide  alınarak dehidrasyon işlemi tamamlanmıştır. Numuneler, steril petrilere alınmış 
ve etüvde kurumaya bırakılmıştır. Staplar üzerine yapıştırılan numuneler altın ile 
kaplanarak Scaning Electron Mikroskobunda incelenmiştir (34). SEM çalışmalarında 
TPAO kurumu olanaklarından yararlanılmıştır.  
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Bulgular 
 
Mayaların antagonistik etki mekanizmalarından hiperparazitimin aydınlatılması 
amaçlanan çalışmada, elma yaprak, çiçek ve meyve yüzeylerinden izole edilmiş 44 
maya izolatı kullanılmıştır. 
 
In vivo ve in vitro koşullarda test edilen maya izolatlarından B. cinerea ve P. 
expansum üzerinde antagonistik etkileri saptanmıştır. Mayaların etki mekanizmalarını 
araştırmak amacı ile antibiyosis ve tutunma denemeleri yapılmıştır. 
 
Antibiyosis denemelerinde in vitro
koşullarda maya ve patojen küflerin 
karşılaştırılması sonucunda, üç farklı 
oluşuma rastlanmıştır. Bunlardan birincisi 
kırmızı pigmentli zon oluşumudur. Bu zon 
maya izolatlarında 3 tanesinde her iki 
patojene karşı gözlenmiştir. İkinci oluşum 
inhibisyondur. İzolatlardan 7 tanesinde 
gözlenmiş ve patojenlerle karşılaştıkları 
bölgelerde antibiyosis zonu oluşmuştur. 
Üçüncü oluşum ise çöküntü oluşumudur. 
Bu oluşum sadece B. cinerea hifleriyle 
karşılaşan 16 adet maya izolatında 
rastlanmıştır. Denemelerde B. cinerea 
hifleri maya disklerine kadar ilerleyerek 
gelişmiştir. Ancak, üç günün sonunda 
maya disklerinin etrafında maya hif 
karşılaşmasının olduğu bölgelerde zon 
oluşturacak şekilde çöküntü meydana 
getirdiği gözlenmiştir (Şekil 1).  

 
 
Şekil 1. B. cinerea  hiflerinin maya diskleri 
etrafında meydana gelen çöküntü  

 
 
Hiflerin geliştikten sonra mayalarla karşılaşarak çöküntüye uğraması; hiperparazitizim 
ile ilgisinin olabileceğini düşündürmüştür. Mayaların hiperparazitik olarak patojen 
hifleri yıkıma uğratabilmesi için öncelikle hiflere tutunma yeteneğinin olması gerektiği 
düşüncesi ile maya izolatlarının tutunma yeteneği araştırılmıştır. Hiperparazitizim 
üzerinde durulan ve hiflerin tutunma yeteneklerinin test edilen çalışmada, P. 
expansum hiflerine tutuma yeteneğinin çok zayıf olduğu, yer yer birkaç maya hücresi 
ile tutunmanın olduğu gözlenmiştir (Şekil 2). Çalışılan 44 maya izolatı içinde, 12 
izolatta çok zayıf tutunma yeteneği gözlenirken, diğer 32 mayada tutunma 
yeteneğine rastlanmamıştır.     
 
Mayaların B. cinerea hiflerine tutunma yeteneği P. expansum hiflerine oranla  daha 
fazladır. B. cinerea, ışık mikroskobisi denemelerinde mayaların kümeler halinde 
adeta hifleri sararcasına sıkı sıkı tutundukları görülmüştür (Şekil 3, Şekil 4, Şekil 5). 
Patojen hiflere tutunma yeteneği denenen epifitik 44 mayadan 32 tane izolatta B. 
cinerea hiflere çok kuvvetli bir şekilde tutunma gözlenmiştir. 
 
Tutunma yeteneği kuvvetli olduğu saptanan 4 maya izolatı Scaning Electron 
Mikroskobunda incelenmiş ve dört izolata da B. cinerea hiflerine sıkı bir tutunmanın 

 4



 

olduğu ve tutunmanın olduğu bölgelerde çukurlukların meydana gelerek hif 
duvarlarının yıkıma uğradığı gözlenmiştir (Şekil 6, Şekil 7). 
 

 
Şekil 2. P. expansum hiflerine yer yer 
tutunmuş 36 nolu maya izolatının ışık 
mikroskop görüntüsü  

 
Şekil 3. 33 nolu maya izolatının B. cinerea 
hiflerine tutunması  
 

 
 

 
Şekil 4. 27 nolu maya izolatının B. cinerea 
hiflerine tutunması  

 
Şekil 5. 279 nolu maya izolatının B. cinerea 
hiflerine tutunması  

 
 

 
Şekil 6. SEM mikrograflarında 75’nolu 
mayanın B. cinerea hiflerine tutunması  
 

 
Şekil 7. SEM mikrograflarında 75 nolu maya 
izolatının B. cinerea hiflerine tutunması ve hif 
üzerinde meydana gelen çukurluklar  
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Sonuç ve Tartışma 
 
Biyolojik mücadelenin hız kazandığı günümüzde biyolojik ajan olarak kullanılan 
mikroorganizmaların patojen inhibisyon mekanizmalarının açıklanması tam olarak 
yapılamamaktadır. Yapılan araştırmalar ışığında birçok bilim adamının birleştiği nokta 
biyoajanların yer ve besin rekabeti, konukçu direncinin artırılması, antibiyosis ve 
hiperparazitizm yollarından bir veya birkaçını kullanarak antagonistik etkiyi 
gösterdikleri yolundadır (11,12,13,14,15,16). 
 
Antagonistik etki mekanizmalarından en çok araştırılan antibiyosis olmuştur. Fakat 
insan sağlığını ve ekolojik dengeyi tahrip yeteneği olabileceği düşünülen antibiyotik 
ve benzeri maddelere karşı patojenlerin kısa süre içinde direnç kazanabilecekleri 
düşünülürse bu mekanizma ile çalışan antagonistlerle yapılacak mücadele etkili ve 
kalıcı olmayacaktır (16, 24).  
 
Çalışmalarda antibiyosis zonu veren ve antifungal bileşik ürettiği düşünülen 7 tane 
maya izolatına rastlanmış, fakat analizleri yapılmamıştır. Antifungal bileşiklere 
patojenlerin direnç kazanabileceği düşünüldüğünden üzerinde fazlaca durulmamıştır.  
 
Antagonist organizmaların patojenlerle direkt etkileşimleri ile gerçekleşen 
hiperparazitik inhibisyon mekanizması antagonizm mekanizmaları içinde en etkili ve 
en kalıcısı olarak düşünülmekte ve halen araştırılmaktadır (14). 
 
Çalışmalarda patojen gelişimini tam ve kesin olarak kontrol altına alan 
hiperparazitizim mekanizması üzerinde durulmuştur. In vitro ve in vivo denemeler 
sonucunda etkili bulunan maya izolatlarından hiperparazitik yolu kullanarak 
inhibisyonu gerçekleştiren maya izolatlarını tespit etmek amacı ile elma yaprak, çiçek 
ve meyve yüzeylerinden izole edilmiş maya izolatlarından seçilen 44 tane maya  P. 
expansum ve B. cinerea hiflerine tutunma yetenekleri bakımından denenmiştir. 
 
Yapılan denemelerde epifitik mayaların P. expansum hiflerine tutunma yeteneklerinin 
çok zayıf olduğu gözlenmiş, 44 maya içinden 12 tanesinde patojen hiflere birkaç 
maya hücresinin tutunduğu görüntülenmiştir. Hiperparazitizmi ifade edecek tam bir 
tutunmaya rastlanmamıştır. 
 
Epifitik mayaların B. cinerea hiflerine tutunma yeteneği P. expansum hiflerine olan 
tutunmaya oranla daha belirgin ve daha kuvvetli olarak gözlenmiştir. Yapılan ışık 
mikroskobisi  çalışmalarında 44 maya izolatından 32 tanesinde tutunma yeteneği 
saptanmıştır. Mikrograflarda, maya hücrelerinin B. cinerea hiflerine sıkıca tutunduğu 
ve hifleri sararak kümeler oluşturduğu görülmüştür. 
 
Maya izolatları içinde en yoğun tutunma gözlenen 4 maya izolatı seçilerek B. cinerea 
hiflerine tutunmaları ayrıntılı olarak elektron mikroskobunda incelenmiştir. SEM 
mikrograflarında; mayaların B. cinerea hiflerine tutunduğu ve tutunma bölgelerinde 
çukurluklar meydana getirdiği gözlenmiştir. Çalışmalar sonucunda elma ağacı 
kısımlarından izole edilen mayaların içinde B. cinerea hiflerine tutunma yeteneği ve 
tutundukları bölgelerde meydana getirdikleri çöküntülerle hif hücre duvarlarını yıkıma 
uğrattıkları ve hiperparazitik yolla patojen hiflerini inhibe ettiği gözlenmiştir.   
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Benzer çalışmalara literatürde de rastlanmıştır. B. cinerea üzerinde tutunma yeteneği 
tespit edilen Pichia guilliermondii ve Debaryomyces hansenii ile çalışan bilim 
adamları yaptıkları SEM analizlerinde, P. guilliermondii etkisiz bulurken, D. hansenii, 
B. cinerea hiflerine sıkıca tutundukları ve bu bölgelerde çukurluklar oluşturarak hifleri 
çökelttikleri gözlenmiştir (34). 
 
Mayalar ekstraselüler matriks maddeleriyle tutunma sağlamakta ve fungal hücre 
duvarlarını hidrolize etmektedirler. Maya hücreleri β glukorinaz üretme 
yeteneğindedir. Antagonistik etkisi kanıtlanmış Candida albicans üzerinde yapılan bir 
çalışmada glukorinaz aktivitesinin varlığı ortaya konulmuştur (35). 
 
Elma B. cinerea patojenine karşı antagonistik etkisi saptanan Pichia anomala ’da 
exo-beta 1, 3 glukonaz aktivitesi gözlenmiştir (36). 
 
Bu konu ile ilgili elektron mikroskobisi çalışmalarımız halen devam etmektedir. 
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