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Elmalarda Epifitik Mayalarin Hasat Sonrasi
Patojenlere 22 °C ’de inhibitor Etkisi'

Mehlika Benli 2

Ozet

Elmalarda (Malus domestica) hasat sonrasi ¢lrimelere neden olan en 6énemli yara
patojenleri; mavi kuf (Penicillium expansum) ve gri kuf (Botrytis cinerea) 'dur. Bu
patojenler, meyvelerin yaralarindan girerek enfeksiyonu baslatmakta ve sonugta
gurimeye neden olmaktadir. Bu tarz hasat sonrasi elma g¢urimelerinin kontrolinde
etkili mayalar kullaniimaktadir.

Elma depolarinda, mavi ve gri kiflerin kontrolinde etkili mayalari belirlemeyi
amaglanan c¢alismalarda; elma bitkisinin yaprak, cicek ve meyve gibi cesitli
kisimlarindan izole edilen 123 maya, patojenlere karsi denenmistir. Patojenler (10°
kob/ml) ve mayalar (108 kob/ml) birlikte yaralanmis elmalara inoklle edilmis ve tum
ornekler 22 °C ‘de, 7 gun inklbe edilmistir. 12 tane maya mavi kuflere karsi ve 37
tane maya gri kuflere karsi etkili (inhibitor etki ve yara azaltici etki) bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Hasat sonrasi hastaliklar, Biyokontrol, Maya

Girig

Penicillium expansum ve Botrytis cinerea elmalarda gurUmeye ve buyuk kayiplara
neden olan en o6nemli hasat sonrasi hastalik etmenleridir. Bu patojenlerle
mucadelede tum dunyada yaygin olarak kullanilan pek ¢ok fungisit mevcuttur. Son
yillarda direncli patojen suslarin ortaya ¢ikmasi ile fungisitler yetersiz hale gelmistir.

Fungisit olarak bilinen kimyasal maddeler, meyve yuzeylerinde kalmakta, dokulara
kadar igleyerek, insan ve c¢evre saghgini tehdit etmektedir(1). Hasat sonrasi
hastaliklarla muicadelede Kkarsilasilan bu zorluklar, arastirmacilarn fungisitlere
alternatif metotlar aramaya itmistir (2, 3).

Fungisitlere alternatif olarak geligtirilen biyolojik mucadele, son yillarda Uzerinde
¢okca calisilan bir konudur.

' Bu galisma; Ankara Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji Anabilim Dalinda, Prof. Dr.
Latfi Cakmakgl danismanhginda, 2000 yilinda tamamlanmis Doktora Tezi'nin bir bolimu
olup, Ankara Universitesi Arastirma Fonu ve TUBITAK tarafindan desteklenmistir.

2 Ankara Universitesi Fen Fakaiiltesi Biyoloji Bolimii Ankara. Yazismalardan sorumlu yazarin
E- posta adresi: benli@science.ankara.edu.tr
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Biyoajanlarin bitkilerin yetistikleri ortamlarda bulunmasi, mucadeleyi daha kolay ve
ucuz hale getirmistir. Biyolojik mucadele, insan saglhgini tehdit edici 6zelliginin
olmayisi ve su ile yikanarak meyve yuzeylerinden arindirilabilmesi nedeniyle oldukga
elverigli bir ydontemdir (4).

Bilim adamlari, meyve sebze turlerine, yetisme bdlgelerine ve ¢evre sartlarina bagh
olarak hasat sonrasi hastaliklarda etkili sonu¢ veren bakteri ve maya suslarinin
varligini saptamis ve bunlarin, en az fungisitler kadar etkili olabileceklerini ileri
surmdaglerdir (5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14).

Calismalarda elmalarda hasat sonrasi hastalik etmenleri olan P. expansum ve B.
cinerea ile biyolojik mucadele amacglanmis ve elma agaclarinin yaprak, gicek ve
meyveleri Uzerinden izole edilen 123 tane maya susu kullaniimigtir. Bu izolatlar, P.
expansum ve B. cinerea Uzerinde antagonistik aktiviteleri bakimindan denenmistir.
Elmalar Uzerinde agilan suni yaralara, patojen ve maya suspansiyonlari inokule
edilerek 22 °C’de 7 gun inkube edilmig, olusan c¢urimeler sayilmis ve yara ¢aplari
Olcllerek, hastalik yuzdeleri ve etki ylzdeleri hesaplanmistir. Sonuclar Duncan ¢oklu
testine gore, varyans analizleri yapilarak degerlendirilmigtir (15).

Materyal ve Metot

Bir yil sure ile aylik periyotlar halinde Isparta EQirdir Bolgesinde segilen dort ayri elma
bahgesinden elma agacinin yapraklari, gicekleri ve meyvelerinden alinan érneklerden
ve bir soguk hava deposundan, depolama suresince birer aylik periyotlar halinde
alinan elma o6rneklerinden epifitik mayalar izole edilmistir (16).

Elma agaclarindan toplanan yaprak ve gigek ornekleri ayri erlenler iginde fizyolojik
tuzlu su (FTS) ile yarim saat 150 d/d galkalanmistir. Bu yikama suyundan PDA
(Potato Dextrose Agar) plaklarina ekimleri yapilarak 4 gun 24 °C’de inkube edilerek
maya izolasyonlari yapilmigtir (16).

Meyve bahgeleri ve soguk hava deposundan alinan elma orneklerinin swap kultur
yontemiyle ylzey oOrnekleri steril FTS igine alinarak, yaprak ve cigek orneklerinde
oldugu gibi maya izolasyonlari yapilmigtir (17, 18, 19).

izolasyon sonucu elde edilen 123 tane epifitik maya, B. cinerea ve P. expansum 'a
kargl elmalar Uzerinde denenmigtir. Her maya iki patojene ayri ayri denenmis, her
deneme igin 6 elma kullaniimig, her elmaya 3 mm c¢apinda ve 3 mm derinliginde iki
suni yara aciimigtir. Kontrol i¢in her tekrarda 6 elma kullaniimig, her elmaya acilan 2
suni yaraya sadece patojen inokulasyonu yapilmistir (19).

Elmalar su ile yikanip kurutulduktan sonra %70 ’lik alkol ile steril hale getirilmig, her
elma Uzerine 1,5-2 cm ara ile 3 mm c¢apinda ve 3mm derinliginde iki suni yara
acilmistir. Yaralar Gzerine 30 pl 10® kob/ml yogunlugunda maya siispansiyonu
damlatiimis ve iki saat kurumaya birakilmistir. Ayni yaralar {izerine 20 pl 10° kob/ml
yogunlugunda patojen suspansiyonu damlatiimistir (20).

Maya ve patojen uygulanan elmalar nemli ortamda polietilen torbalar icinde 22 °C 'de
7 gun inkdbe edilmislerdir (19). Bu slre sonunda yaralarda olusan clrumeler
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sayllmig ve yara c¢aplari olgulerek, hastalik yuzdeleri ve etki yuzdeleri hesaplanmistir.
Hastalik YlUzdesi = Curtyen Yara Sayisi / Toplam Yara Sayisi X 100 formulinden
hesaplanmigtir. Etki ylzdeleri hesaplanirken, kontrolle kiyaslanmistir. Kontrol olarak
elmalarda acilan suni yaralara sadece patojen uygulanmigtir. Buna gore; [(Etki
Yuzdesi = (Kontroldeki hastalik % - Uygulamadaki hastalik yuzdesi / Kontroldeki
hastalik yUzdesi] olarak hesaplanmigtir. Hastalik ylzdesi ne kadar buylk ise o
mayanin etki yluzdesi o kadar kuguk olacaktir. En etkili kontroli saglayan maya
izolatlari, hastalik yuzdeleri kuguk, etki yuzdeleri buyUk olanlardir. Elde edilen verilere
gore, her bir mayanin hastalik yuzdesi ve etki yuzdesi hesaplanarak, P = %1
oneme gore varyans analizleri yapilarak, Duncan ¢oklu testinde degerlendirilmigtir
(15).

Mayalarin yara ¢api Uzerine etkisini saptamak igin, suni yaralarda olusan g¢urimelerin
caplar 6lgulmus, yara ¢ap ortalamalari yine Duncan ¢oklu testinde (15) mayalarin
lezyon (yara) azaltici etkisi bakimindan degerlendirilmigtir (18).

Elde edilen veriler 1s1ginda etkili mayalarin hastalik ylzdeleri ve yara ¢api Uzerine
etkileri grafik ile gosterilmistir. Maya sayisinin goklugu ve grafikte tamaminin
gosterilmesinin mimkin olamamasi nedeni ile etkisiz bulunan maya izolatlar grafige
alinmamisgtir.

Mayalarin patojenler Uzerindeki etkisi degerlendirilirken; etki yuzdesi %100-%50
arasinda olan mayalar, basarili antagonizim gdostererek inhibitér etkiye sahip mayalar
olarak, etki yuzdesi %50-%25 arasinda olan mayalar yara azaltici etkiye sahip
antagonist mayalar olarak ve etki yuzdesi %25’in altinda olan mayalar etkisiz olarak
degerlendirilmistir (21, 22).

Bulgular

Elma kisimlarindan izole edilen epifitik mayalarin 22 °C ’de hasat sonrasi hastalik
etmenleri olan P. expansum ve B. cinerea Uzerindeki inhibitdr etkisini arastirdigimiz
calismalarimizda; epifitik mayalar elmalar Uzerinde 22 °C ’de denenmis ve bazi
mayalarin patojen gelisimini tamamen inhibe ettigi, bazi mayalarin ise kontrolle
kiyaslandigi zaman yara gaplarini azaltici etki gosterdigi saptanmistir (Sekil 1).

Yapilan denemelerde P. expansum ’a kargi en yuksek antagonistik aktiviteyi %50
etki ile 66 nolu maya izolati gostermigtir. Bunu %41.66 etki ile 33, 36, 116, 277 nolu
maya izolatlar ve %33.33 etki ile 85, 120 nolu maya izolatlari izlemigtir (Sekil 2, Sekil
3). Buna godre 123 epifitik mayadan, sadece 1 tanesi etkili antagonizim gdstererek
patojen gelisimini inhibe edebilmistir. Mayalardan 11 tanesi yara caplari Uzerinde
azaltici etki gdsterirken, 111 tane mayanin P. expansum ’a kargl etkisiz oldugu
saptanmigtir.

B. cinerea ile yapilan elma denemelerinde, P. expansum ’a oranla daha yuksek
antagonistik etki saptanmig, bazi maya izolatlari patojen gelisimini tamamen kontrol
altina almiglardir. Maya izolatlarinin hastalik yuzdeleri ve yara capi ortalamalar
hesaplanarak degerlendiriimesi sonucunda; etki yuzdesi %100 olan 36, 57, 91, 110
nolu izolatlar tam kontrolu saglayarak en basarili antagonistik aktiviteyi
gostermiglerdir. Elde edilen sonuglara gore; %91.66 etki ile 58 nolu izolat, %89.99
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etki ile 108 nolu izolat, %83.33 etki ile 62, 105, 107, 108, 154 nolu izolatlar, %79.99
etki ile 104 nolu izolat, %77.77 etki ile 27 nolu izolat, %75 etki ile 75 nolu izolat,
%66.66 etki ile 211, 230 nolu izolatlar ve %60-%25 arasinda degisen etkilerle 23
adet izolat antagonistik aktivite gostermistir. %25 ’in altinda etki gosteren 15 maya
etkisiz bulunarak, antagonistik aktivitesi degerlendirmeye alinmamistir (Sekil 4, Sekil
5). Elde edilen verilere gore 123 epifitik mayadan; 4 tanesi tam kontroll saglayarak
patojen gelisimini tamamen inhibe edebilmigtir. Mayalarin 21 tanesinde eftkili
antagonizim ve 16 tanesinde yara azaltici etki saptanirken, 86 tane maya B. cinerea
'ya kars! etkisiz bulunmustur.

Sekil 1. Kontrolle birlikte G¢ maya izolatinin B.
cinerea Uzerindeki etkileri: K (Kontrol)
yaralarin  hepsinde blyuk yara capli
curimeler, 295: etkisiz maya izolati ve tum
yaralarda ¢urime, 105: tam kontrol saglayan
maya izolati yaralarin higbirinde gurime yok,
266: Yara azaltici maya izolat, yaralarda
curime var fakat kontrolle kiyaslandiginda
yara ¢aplarinda kugulme goézleniyor. 5: etkisiz
maya izolati ve tUm yaralarda ¢urume, 105:
tam kontrol saglayan maya izolati yaralarin
higbirinde c¢lurime yok, 266: Yara azaltici
maya izolati, yaralarda c¢lUrime var fakat
kontrolle kiyaslandiginda yara c¢aplarinda
klgulme gozleniyor.
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Sekil 2. 22 °C P. expansum denemelerinde bazi etkili epifiik mayalarin hastalik
yuzdeleri ve en etkili kontroll saglayan 66 nolu maya izolati.

izole edilen mayalar iginde antagonistik aktiviteye sahip mayalara hem yaprak, hem
cicek, hem de meyve izolatlarinda rastlanmistir. Yaprak, meyve veya cicekten izole
edilmis mayalardan izolasyon kaynagina gore digerlerine oranla daha yuksek
antagonizm gostermemistir. Her grupta da basarili antagonistlere rastlanmigs olmakla
beraber, P. expansum ve B. cinerea 'ya kargl en etkili olan mayalarin meyve
yuzeylerinden izole edildigi gérulmuastur.
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Sekil 3. 22 °C P. expansum denemelerinde bazi epfitik mayalarin yara ¢api Gzerine etkileri

ve yara azaltici etkisiyle en etkili 116 nolu maya izolati.
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Sekil 4. 22 °C B. cinerea denemelerinde bazi etkili epifitik mayalarin hastalik ylzdeleri ve tam

kontrolU saglayan 91, 36, 57, 110 nolu maya izolatlari.
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Sekil 5. 22 °C B. cinerea denemelerinde bazi epifitik mayalarin yara ¢api lzerine etkileri ve

yara azaltici etkisiyle en etkili 91, 36, 110 nolu maya izolatlar
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Sonug ve Tartisma

Fungusitlere alternatif olarak biyolojik muicadelenin amagclandi§i c¢alismalarda;
Penicillium expansum ve Botrytis cinerea Uzerinde antagonistik aktivite gdstererek
patojen gelisimini inhibe edebilen epifitik mayalarin oldugu ortaya konulmustur.

Elma agaclarinin yaprak, cicek ve meyveleri Uzerinden izole edilen mayalardan P.
expansum Uzerinde antagonistik etki gosteren 12 maya etkili bulunmustur. Bu
mayalardan, 1 tanesi etkili inhibisyon gosterirken, 11 tanesi yara azaltici etki
gOsterebilmigtir.

Yine ayni mayalar B. cinerea Uzerinde denendiginde P. Expansum ’a oranla daha
basarili antagonistik aktivite sahiptirler. Mayalardan 37 tanesi B. cinerea 'ya kargi
etkili antagonistik aktivite gdstermislerdir. Bu mayalardan 4 tanesi patojen gelisimini
tamamen kontrol altina alirken, 17 tanesi etkili inhibisyon, 16 tanesi de yara azaltici
etki gostermigtir.

Bir grup bilim adami, elma yuzeylerinden izole ettikleri 200 maya ve bakteri susunu
P. expansum ve B. cinerea Uzerinde in-vitro kosullarda +4 °C ’'de ve 25 °C ’de
denemiglerdir. izolatlar arasinda basarili antagonistik aktivite gésteren 2 maya ve 2
bakteri susunu in-vivo olarak elmalar Uzerinde de denemiglerdir. Maya suslarinin her
iki sicaklik derecesinde de etkili oldugunu, bakterilerin ise dusluk derecelerde ayni
etkiyi gosteremediklerini saptamiglardir (23).

Bizim calismalarimiza paralel olarak yapilan bir caligmada; gelisme periyodu
boyunca elma agac¢ kisimlari ve meyveleri Uzerinden sezon boyunca alinan
orneklerle 700 ’den fazla mikroorganizma izole edilmistir. Bu izolatlar antagonistik
aktiviteleri bakimindan, bagka patojenler olan Pezicula malicorticis ve  Nectria
galligena lizerinde denenmistir. in-vitro denemeler sonucunda 50 izolat patojenlerin
bir veya ikisine birden etkili bulunurken, elma Uzerinde yapilan in-vivo denemelerde 4
bakteri ve 3 maya izolati basarili sonug¢ vermistir (16).

Calismalarimizda izolasyon yapilirken bakteri izolatlari elimine edilmis, patojenlerle
ortak besin ve gevre sartlarina ihtiyag duyan maya izolatlari tercih edilmistir. Ozellikle
soguk hava kosullarinda gelisebilmeleri nedeniyle mayalarin daha basarili biyolojik
mucadele sergileyebilecedi dusunulmustur.

Bir bagka galismada; elma ylUzeylerinden izole edilen 200 maya yaralanmis elmalar
uzerinde denenmis ve bu izolatlar iginden en fazla antagonistik aktiviteyi gosteren
mayalarin, Rhodotorula glutinis ve Cyptococcus laurenti oldugu saptanmistir. Bu
mayalarin 0 ile 35 °C ’ler arasindaki antagonistik etki performansi kiyaslanmis ve 24
°C ’de performansinin en yuksek derecede oldugu ortaya konulmustur (19).

Yine bir bagka c¢alismada hasat edilmis elma yuzeyinden izole edilen 2 maya susu
Botrytis ¢urumeleri Uzerinde, 2-4 °C ve 22 °C ’lerde denenmis, patojen gelisimini
Onleyici etkileri saptanmistir. Bu mayalarin identifikasyonu sonucunda; Trichosporon
sp. ve Candida sp. olduklari anlagiimigtir (23).

Epifitik mayalarin antagonistik aktivitesinin arastirildigi bu ¢alismada, in-vitro ve in-
vivo denemeler sonucunda bagarili antagonistik aktivite gosteren 13 maya izolatinin
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identifikasyonu yapilarak, bu mayalarin 3’4 Candida sp., 3’ Rhodosporidium sp., 3’
Hansenula sp., 1'i Deboryomyces sp., 1’i Rodotorula sp., 1'i Torulaspora sp. ve 1'i de
Williopsis sp. cinslerine dahil edilmistir (24).

Sonug olarak izole edilen mayalar icinde; hasat sonrasi patojenler olan P. expansum
ve B. cinerea 'ya karsi 22 °C ’'de, etkili antagonistik aktiviteye sahip mayalarin varligi
ortaya konulmustur.

Halen bu konu ile ilgili mikrobiyolojik ve elektron mikroskobik ¢aligsmalarimiz devam
etmektedir.
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