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Epifitik Mayalarin Penicillium expansum ve Botrytis cinerea
Hiflerine Hiperparazitik Etkisi’

Mehlika Benli?

Ozet

Antagonizm mekanizmalarindan biri olan hiperparazitizim Gzerinde énemle durulan
bu c¢alismada hiperparazitizim mekanizmasi 1sik ve elektron mikroskobisi ile
aciklanmistir. Calismalarda, 44 epifitik maya izolatinin Botrytis cinerea ve Penicillium
expansum hifleri Uzerine tutunma yetenekleri arastirilmigtir. B. cinerea hiflerine
tutunma yetenegi olan 32 maya ve P. expansum hiflerine tutunma yetenegi olan 12
maya izolati tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Maya, Penicillium expansum, Botrytis cinerea, Antagonizim

Giris

Depolarda yaygin olarak goérulen fungal hastaliklar, elmalarda buyuk ekonomik
kayiplara neden olmaktadir. Hasat sonrasi fizyoloji ve bu husustaki bilgi eksikligi,
hasat sonrasi depo kosullarinin uygun olmamasi gibi nedenler kayiplari daha fazla
artirmaktadir (1). Meyvelerde hasat sonrasi kaliteyi dustren ve raf dmrinU bitiren en
onemli hastalik etmenleri funguslardir. Yas meyveler bol miktarda su ve besin
maddesi i¢erdiginden hasattan sonra patojen saldirisina ugrarlar. Enfekte Urtnlerde
etilen sentezi, solunum ve isI Uretimi artarak olgunlagma hizlanir. Hastalanan urinler
saglam olanlari da enfekte ederek kayiplarin hizla artmasina neden olurlar. Hasat
sonras| hastalik etmenleri olan Penicillium expansum ve Botrytis cinerea elmalarda
en etkili patojenlerdir. Bunlardan Penicillium expansum meyve kabugunun
yaralanmasi ile Urln igine girebilen, Botrytis cinerea ise dogal agikliklar olan stoma
ve lentisellerden giren yara patojenleridir. Her iki patojen de olgunluga paralel olarak,
uygun ortamda ¢imlenir ve hastaliga neden olur (1). Depo hastaliklariyla micadelede
pek ¢ok fungisit kullaniimaktadir. Son yillarda etkili fungisitlere dahi dayanikli suslarin
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ortaya cikmasi ile fungisitler yetersiz kalmistir (2). Bunun Uzerine bilim adamlari
biyolojik mucadeleye yonelmisler ve etkili sonuglar elde etmiglerdir (3, 4, 5, 6, 7, 8, 9).

Biyolojik mucadelede, biyoajanlar iginde patojenlerin, besin ve ortam isteklerine en
yakin olan mikroorganizmalar tercih edilmistir. Daha ¢ok mayalar Uzerinde
durulmustur (6, 7, 8, 9, 10).

Biyokontrol ajanlari olarak kullanilan mikroorganizmalarin patojen inhibisyon
mekanizmalari tam olarak agiklanamamaktadir. Yapilan arastirmalar 1s1ginda, birgok
bilim adaminin birlestigi nokta; biyoajanlarin yer ve besin rekabeti, konukgunun
patojene karsi direncinin artirilmasi, antibiyosis ve hiperparazitizim yollarindan bir
veya birkagini kullanarak antagonistik etki gosterdikleri yolundadir (11, 12, 13, 14, 15,
16).

Konukgunun direnci biyokimyasal yapi ve fizyolojik durumu ile belirlenir. Niteligi tam
olarak bilinmeyen ve dokularda var olan veya sonradan sentezlenen maddelerin
patojenlere direnmede etkili oldugu sanilmaktadir. Saponinler, fenol ve fenol
glikozitleri hidrolize olarak, konukguya antifungal aktivite kazandirirlar. Genellikle
fazla miktarda fenolik madde ve fenol oksidaz igeren yapilar oksidasyon sonucu
esmerleserek, patojenlere direnirler. Diren¢g saglayan bu maddeler patojen
funguslarin enzimlerini etkileyerek inaktive ederler. Bu bdlgelerde hiflerin 6nlnu
kallosa ile keserler, fenolik maddeler ve lignin sentezleyerek fitoaleksin olustururlar.
Fitoaleksinler: Patojen fungus ile karsilasan dokunun sentezledigi fungitoksik
maddelerdir. Konukgunun bilesiminde bulunan asitler, 6zellikle askorbik asit, bazi
eterik yaglar patojen spor gelisimini ve fungal gelismeyi engeller. Ayrica ortamda
mekanik direng saglayan pektik maddeler; sellloz, hemisellloz, lignin ve mineral
maddeler; 6zellikle protopektin ve kalsiyum énemlidir (14, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23).

Dogal ortamda patojen ve antagonist ayni ekolojik ¢evrede bulunurlar. Besin
gereksinimleri ve optimal ¢evre kosullari bakimindan benzerlik gostermeleri
nedeniyle sinirli bir bolgede sinirli besin ortaminda rekabet ederler. Bu konuda
bakteri ve mayalar funguslara kiyasla daha sanshdir. Hizla besini tuketerek ortami
kaplarlar. Bu sekilde patojenlerin gelisimine engel olurlar. Biyolojik savasta
patojenlerin gelismesini Onleyebilmek igin hizla gelisen ve yara cgevresini saran
antagonistler secilmelidir (14). Ortamdaki O,, CO,, ortamin pHI veya besin
maddelerinin degigtiriimesi ve ortama CaCl, , KCl;, CaCO3 gibi bazi maddelerin
ilavesi ile patojen gelisimi engellenebilir (24, 25, 26, 27, 28).

Antagonizm mekanizmalarindan en ¢ok arastirilan konulardan biri de antibiyosisdir.
Ozellikle bakterilerle girigilen; biyolojik mucadelede rapor edilen birgok antifungal
bilesik vardir (29, 30, 31, 32, 33).

insan sagligina ve ekolojik dengeye tahrip yetenegi olabilecegi diistiniilen, antibiyotik
ureten kontrol ajanlari pek uygun gorulmemektedir. Ayrica patojen funguslarin bir
sure sonra antibiyotiklere diren¢ kazanabileceg@i dusunulurse, farkli mekanizmalarla
calisan antagonistler Uzerinde ¢aligmak daha dogru olacaktir (16, 24).

Antagonist organizmalarin direk etkilesimleri sonucu patojen gelisimini parazitik yolla
inhibe etmesi olarak tanimlanan ve antagonizm mekanizmalarinin en etkili sekli olan
hiperparazitizim, henlz tam olarak agiklanamayan bir mekanizmadir (24, 34, 35, 36).



Hiperparazitizim Uzerindeki bu ¢caligmada, elma yaprak, gicek, meyve yuzeylerinden
izole edilmis 44 maya izolatinin P. expansum ve B. cinerea hifleri Uzerine tutunma
yetenegi arastirilmis ve hiperparazitizm mekanizmasi irdelenmistir.

Materyal ve Metot

Isparta Egirdir bolgesinde, 1994 Subat ayindan baslayarak Kasim sonuna kadar birer
aylik periyotlar halinde, dort elma bahgesi ve bir depodan yaprak, cicek, meyve
ornekleri toplanmigtir. Alinan o6rneklerden maya izolasyonu yapilmis ve 123 maya
izole edilmigtir. Morfolojik olarak, koloni yapilari ve renkleri farkli 44 maya segilerek
patojen hiflere tutunma yetenegi bakimindan denenmistir.

Maya izolasyonu

Elma agaclarindan toplanan yaprak ve ¢igek ornekleri ayri erlenler iginde fizyolojik
tuzlu su (FTS) ile yarim saat 150 d/d hizla calkalanmistir. Bu yikama suyundan
Potato Dextrose Agar (PDA) plaklarina ekimleri yapilarak 4 giin 24 °C’'de inkibe
edilerek maya izolasyonlari yapilmistir (37). Depo ve bahgeden alinan elmalardan
swap kultur yontemiyle FTS icine alinan orneklerin yaprak ve gicek orneklerinde
oldugu gibi maya izolasyonlari yapilmistir (9, 38, 39).

Isik Mikroskobisi

Bu amagla %10 zayiflatilmig PDA kullaniimistir. %10 zayiflatimig PDA, 100 ml
patates ekstrakti, 2 g toz seker, 18 g agar ve 900 ml distile su kullanilarak
hazirlanmistir. Stok saf P. expansum ve B. cinerea kulturlerinden PDA Uzerine nokta
ekimler yapilarak, 22 °C’de 5 giin sireyle inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
NYDB (Nutrient Yeast Dextrose Broth) besiyerinde gelistiriimis 48 saatlik kultirden
108 kob/ml olacak sekilde gelisen patojen hiflerin ug kisimlarina damlatiimis ve 24
°C’de 24 saat inklibe edilmistir. Her bir deneme igin Ug¢ paralel kullanilmistir. Patojen
maya karsilagsmasinin oldugu bdlgeler isaretlenerek, steril su ile iyice yikanmigtir.
Besiyerinde karsilagsmanin oldugu bolgelerden bisturi yardimiyla kare seklinde
parcalar kesilerek, lam Uzerine konulmus ve 1sik mikroskobunda incelenmistir (40,
41).

Scaning Electron Mikroskobisi (SEM)

Isik mikroskobisinde oldugu gibi maya ve patojenler kargilastiriimig, kargilagsmanin
oldugu bdlgelerden agar parcalari alinarak fosfat tamponunda (pH 7) hazirlanmis %
3’luk Guluteraldehit ile 6n fiksasyonu yapilmisg, fosfat tamponunda hazirlanmis % 1’lik
Osmium tetroksit (OsQ4) icinde +4 °C’de, post fiksasyon islemi tamamlanmigtir.
Tampon ¢ozeltisi ile yikanan numunelerin dehidrasyonu yapildiktan sonra, Propilen
oxide alinarak dehidrasyon iglemi tamamlanmigtir. Numuneler, steril petrilere alinmis
ve etlvde kurumaya birakilmigtir. Staplar Uzerine yapistirilan numuneler altin ile
kaplanarak Scaning Electron Mikroskobunda incelenmistir (34). SEM c¢alismalarinda
TPAO kurumu olanaklarindan yararlaniimigtir.



Bulgular

Mayalarin antagonistik etki mekanizmalarindan hiperparazitimin aydinlatiimasi
amaclanan calismada, elma yaprak, cicek ve meyve yuzeylerinden izole edilmis 44
maya izolati kullaniimistir.

In vivo ve in vitro kosullarda test edilen maya izolatlarindan B. cinerea ve P.
expansum uzerinde antagonistik etkileri saptanmigtir. Mayalarin etki mekanizmalarini
arastirmak amaci ile antibiyosis ve tutunma denemeleri yapiimigtir.

Antibiyosis  denemelerinde in  vitro 254
kosullarda maya ve patojen kuflerin =
kargilastirlmasi sonucunda, Ug¢ farkl
olugsuma rastlanmistir. Bunlardan birincisi
kirmizi pigmentli zon olusumudur. Bu zon
maya izolatlarinda 3 tanesinde her iki
patojene kargi gdzlenmistir. ikinci olusum
inhibisyondur. izolatlardan 7 tanesinde
g6zlenmis ve patojenlerle karsilastiklari
bolgelerde antibiyosis zonu olusmustur.
Ugtincli olusum ise ¢dkintli olusumudur.
Bu olusum sadece B. cinerea hifleriyle
kargilasan 16 adet maya izolatinda
rastlanmistir. Denemelerde B. cinerea
hifleri maya disklerine kadar ilerleyerek 71 3

gelismistir. Ancak, U¢ gunUn sonunda

maya disklerinin etrafinda maya hif

kargilasmasinin oldugu bolgelerde zon gekil 1. B, cinerea hiflerinin maya diskleri

getirdigi gozlenmistir (Sekil 1).

Hiflerin gelistikten sonra mayalarla karsilasarak ¢okuntlye ugramasi; hiperparazitizim
ile ilgisinin olabilecegini dusundurmustir. Mayalarin hiperparazitik olarak patojen
hifleri yikima ugratabilmesi igin oncelikle hiflere tutunma yeteneginin olmasi gerektigi
disuncesi ile maya izolatlarinin tutunma yeteneg@i arastiriimistir. Hiperparazitizim
uzerinde durulan ve hiflerin tutunma vyeteneklerinin test edilen calismada, P.
expansum hiflerine tutuma yeteneginin ¢ok zayif oldugu, yer yer birka¢ maya hicresi
ile tutunmanin oldugu gozlenmistir (Sekil 2). Caligilan 44 maya izolati iginde, 12
izolatta ¢ok =zayif tutunma yetenegi goOzlenirken, diger 32 mayada tutunma
yetenegine rastlanmamisgtir.

Mayalarin B. cinerea hiflerine tutunma yetenegi P. expansum hiflerine oranla daha
fazladir. B. cinerea, 1sik mikroskobisi denemelerinde mayalarin kimeler halinde
adeta hifleri sararcasina siki siki tutunduklar goralmustar (Sekil 3, Sekil 4, Sekil 5).
Patojen hiflere tutunma yetenedi denenen epifitik 44 mayadan 32 tane izolatta B.
cinerea hiflere gok kuvvetli bir sekilde tutunma gozlenmigtir.

Tutunma yetenedi kuvvetli oldugu saptanan 4 maya izolati Scaning Electron
Mikroskobunda incelenmis ve dort izolata da B. cinerea hiflerine siki bir tutunmanin



oldugu ve tutunmanin oldugu bodlgelerde cukurluklarin meydana gelerek hif
duvarlarinin yikima ugradigi1 gozlenmistir (Sekil 6, Sekil 7).

Sekil 2. P. expansum hiflerine yer yer Sekil 3. 33 nolu maya izolatinin B. cinerea
tutunmus 36 nolu maya izolatinin sik hiflerine tutunmasi
mikroskop goruntisi

L W

Sekil 4. 27 nolu maya izolatinin B. cinerea $ekil 5. 279 nolu maya izolatinin B. cinerea
hiflerine tutunmasi hiflerine tutunmasi

Sekil 6. SEM mikrograflarinda 75'nolu Sekil 7. SEM mikrograflarinda 75 nolu maya
mayanin B. cinerea hiflerine tutunmasi izolatinin B. cinerea hiflerine tutunmasi ve hif
Uizerinde meydana gelen gukurluklar



Sonug ve Tartisma

Biyolojik mucadelenin hiz kazandigi gunumuzde biyolojik ajan olarak kullanilan
mikroorganizmalarin patojen inhibisyon mekanizmalarinin agiklanmasi tam olarak
yapillamamaktadir. Yapilan arastirmalar i1siginda birgok bilim adaminin birlestigi nokta
biyoajanlarin yer ve besin rekabeti, konukgu direncinin artiriimasi, antibiyosis ve
hiperparazitizm yollarindan bir veya birkacini kullanarak antagonistik etkiyi
gosterdikleri yolundadir (11,12,13,14,15,16).

Antagonistik etki mekanizmalarindan en ¢ok arastirilan antibiyosis olmustur. Fakat
insan saghgini ve ekolojik dengeyi tahrip yetenegi olabilecegi dusunulen antibiyotik
ve benzeri maddelere karsi patojenlerin kisa sure iginde direng kazanabilecekleri
dusundlirse bu mekanizma ile galisan antagonistlerle yapilacak mucadele etkili ve
kalici olmayacaktir (16, 24).

Calismalarda antibiyosis zonu veren ve antifungal bilesik Urettigi disunilen 7 tane
maya izolatina rastlanmig, fakat analizleri yapilmamistir. Antifungal bilesiklere
patojenlerin direng kazanabilecegi distinuldiginden Uzerinde fazlaca durulmamistir.

Antagonist organizmalarin  patojenlerle direkt etkilesimleri ile gerceklesen
hiperparazitik inhibisyon mekanizmasi antagonizm mekanizmalari icinde en etkili ve
en kalicisi olarak dustnulmekte ve halen arastirilmaktadir (14).

Calismalarda patojen gelisimini tam ve kesin olarak kontrol altina alan
hiperparazitizim mekanizmasi Uzerinde durulmustur. In vitro ve in vivo denemeler
sonucunda etkili bulunan maya izolatlarindan hiperparazitik yolu kullanarak
inhibisyonu gergeklestiren maya izolatlarini tespit etmek amaci ile elma yaprak, gicek
ve meyve yuzeylerinden izole edilmis maya izolatlarindan segilen 44 tane maya P.
expansum ve B. cinerea hiflerine tutunma yetenekleri bakimindan denenmistir.

Yapilan denemelerde epifitik mayalarin P. expansum hiflerine tutunma yeteneklerinin
¢ok zayif oldugu goézlenmis, 44 maya icinden 12 tanesinde patojen hiflere birkag
maya hucresinin tutundugu goéruntulenmistir. Hiperparazitizmi ifade edecek tam bir
tutunmaya rastlanmamistir.

Epifitik mayalarin B. cinerea hiflerine tutunma yetenedi P. expansum hiflerine olan
tutunmaya oranla daha belirgin ve daha kuvvetli olarak gozlenmistir. Yapilan 1sik
mikroskobisi g¢alismalarinda 44 maya izolatindan 32 tanesinde tutunma yetenedgi
saptanmigtir. Mikrograflarda, maya hucrelerinin B. cinerea hiflerine sikica tutundugu
ve hifleri sararak kimeler olusturdugu géraimustur.

Maya izolatlari igcinde en yogun tutunma gdézlenen 4 maya izolati secilerek B. cinerea
hiflerine tutunmalari ayrintili olarak elektron mikroskobunda incelenmistir. SEM
mikrograflarinda; mayalarin B. cinerea hiflerine tutundugu ve tutunma bodlgelerinde
cukurluklar meydana getirdigi gozlenmigtir. Calismalar sonucunda elma agaci
kisimlarindan izole edilen mayalarin igcinde B. cinerea hiflerine tutunma yetenegi ve
tutunduklari bolgelerde meydana getirdikleri gokuntulerle hif htiicre duvarlarini yikima
ugrattiklari ve hiperparazitik yolla patojen hiflerini inhibe ettigi gdozlenmistir.



Benzer calismalara literaturde de rastlanmistir. B. cinerea Uzerinde tutunma yetenegi
tespit edilen Pichia guilliermondii ve Debaryomyces hansenii ile ¢alisan bilim
adamlari yaptiklari SEM analizlerinde, P. guilliermondii etkisiz bulurken, D. hansenii,
B. cinerea hiflerine sikica tutunduklari ve bu bdlgelerde gukurluklar olusturarak hifleri
cokelttikleri gézlenmistir (34).

Mayalar ekstraselller matriks maddeleriyle tutunma saglamakta ve fungal hicre
duvarlarini  hidrolize etmektedirler. Maya hucreleri [ glukorinaz Uretme
yetenegdindedir. Antagonistik etkisi kanitlanmis Candida albicans Uzerinde yapilan bir
calismada glukorinaz aktivitesinin varligi ortaya konulmustur (35).

Elma B. cinerea patojenine karsi antagonistik etkisi saptanan Pichia anomala 'da
exo-beta 1, 3 glukonaz aktivitesi gézlenmistir (36).

Bu konu ile ilgili elektron mikroskobisi galigmalarimiz halen devam etmektedir.
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