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Elmalarda Hasat Sonrasi Hastaliklarin Kontroliinde Kullanilan
Mayalarin Tanimlanmasi ve Siniflandiriimasi ’

Mehlika BENLI 2, Liitfii CAKMAKGI 3

Ozet: Elmalarda hasat sonrasi hastaliklara neden olan Penicillium expansum ve
Botrytis cinerea ’ya karsi etkili 13 maya izolati tanimlanmis ve siniflandiriimigtir.
Calismamizda karbon kaynagi testleri ve morfolojik testler kullaniimigtir. Test
sonuglarina gére maya izolatlarindan tugl Candida sp., Ugl Rhodosporidium sp., UgU
Hansenula sp., birer adedi Debaryomyces sp., Rodotorula sp., Torulaspora sp. ve bir
tanesi de Williopsis sp. genuslarina dahil edilmigtir.

Anahtar kelimeler : Maya, Tanimlama, Siniflandirma

Giris

Hasat sonrasi taze meyvelerde meydana gelen bozulmalar, ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Kayiplari énlemek igin pek ¢ok fungusit kullaniimaktadir (1). Son
yillarda fungusitlere toleransl patojen suslarinin ortaya ¢ikmasi, fungusitlerin insan
ve gevre sagligi uzerine olumsuz etkilerinin anlasiimasi, aragtirmacilari yeni alternatif
metotlar aramaya itmigstir. Biyolojik micadele Uzerinde duran bilim adamlari, meyve
yuzeyinden izole edilen mikroorganizmalari kullanarak patojenlerin tam kontrolinu
saglamiglardir (2, 3, 4, 5).

Elmalarda hasat sonrasi hastalik etmenlerinden Penicillium expansum ve Botrytis
cinerea 'nin biyolojik kontrolinde rapor edilen bir ¢ok etkili maya izolati vardir (6, 7).

Hanseniaspora uvarum ve Debaryomyces hansenii mayalar1 Penicillium, Botrytis ve
Rhizopus kuflerinin kontroliinde etkili biyokontrol saglamiglardir (8). Elma hasat
sonrasi hastalik etmeni olan U¢ major patojene karsi Candida sake denenmis ve etkili
kontrol saglamistir (9).

Elma mavi kiflerine karsi 6 maya izolati denenmig, 5, 10 ve 20 °C ’lerde tam kontrol
saglanmistir (10). Seftali meyve ylzeylerinden izole edilmis Sporobolomyces roseus
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elma mavi ve gri kufleri Uzerinde denenmig, mavi kuflere %100, gri kuflere %78
oraninda etki gostermiglerdir (11).

Dogal ortamda elma yaprak, tomurcuk ve meyveleri tizerinde bulunan Cryptococcus
laurentii, B. cinerea Uzerinde denenerek, basarili kontroli saglamistir (12). ki
ozmotolerant maya susu Candida sp. ile B. cinerea ve P.expansum Uzerinde lezyon
azaltma yetenegdi bakimindan denenmis ve etkili sonuglar alindigi bildirilmistir (1).

Elma yuzeylerinden izole edilen 200 maya yaralanmis elmalar Uzerinde denenmis,
en fazla etkiyi LS-28, Cyrptococcus laurentii, LS-11, Rodotorula glutinis gdstermistir
(13). Yine hasat edilmis elma yuzeylerinden izole edilen iki maya Botrytis
gurimelerine kargi denenmis, antagonistik aktiviteleri kanitlanan mayalarin
identifikasyonu sonucu bunlarin Trichosporon sp. ve Candida sp. olduklar
anlasiimistir (14).

Bu calismada da elma yaprak cicek ve meyve ylzeylerinden izole edilmis ve
antagonistik aktiviteleri in vitro ve in vivo olarak 4 ve 22 °C ’'de denemelerle
kanitlanmig 13 maya izolati tanimlanarak genus duzeyinde siniflandiriimigtir.

Materyal ve Metot
Vejetatif hiicrelerde ¢ogalma

Nutrient yeast dextrose broth NYDB sivi besiyerinde 28 °C ’de 1 gun aktif hale
getirilen maya izolatlari Potato Dextrose Agar PDA Uzerine ekimleri yapilarak, 28 °C
‘’de 3 gun inkube edilmigtir. Alinan maya 6rneklerinin preparatlari hazirlanarak isik
mikroskobunda incelenmistir (15,16).

Pseudomisel olugumu

Dalmau plates yontemi kullaniimistir 15. Bu metot igin ana besiyeri PDA 'dir. NYDB
‘de bir gun gelistirilen maya kultarlerinden PDA Uzerine bir ¢izgi iki nokta ekimleri
yapillmistir. Onceden sterilize edilmis lameller ekim yapilan bdlgelerin Uzerine
kapatiimig, 28 °C ’de 10 gun inkube edilerek mikroskopta incelenmisgtir.

Ballistospor olusumu
9 mm ve 5 mm c¢apinda iki ayri Petri kutusu kapagina Malt extract agar dokulmus,
bayluk Petri 'ye + isareti seklinde c¢izgi ekim yapilimig, kiglk Petri buyluk Petri

kapagina oturtularak, Petri kutusunun agzi bantlanmigtir. 3 hafta 20 °C ’de inkibe
edilerek, kuguk Petri 'de gelisme durumuna goére degerlendirilmistir (15).

31



Askospor olugumu

NYDB ’de geligtiriimis bir glnluk taze kiltirden Gorodkowa agara ekimleri yapilan
mayalar, 25 °C ’de 3 gun inktbe edilmis, mikroskobik inceleme sonucunda negatif
olarak degerlendirilen kultlrler 20 °C 'de 6 hafta bekletilerek tekrar incelenmistir.
Incelemelerde Malahit yesili — safranin ikili boyamasi kullanilmigtir (15).

Glukoz fermantasyonu

Bromocresol purple indikatoru ile hazirlanmisg sivi besiyeri kullaniimistir. Gaz
olusumu ve renk deyisimi birlikte degerlendirilmistir (17).

Ureaz testi

Chistensen ‘in Ure sivi besiyeri kullaniimig, renk degisimine gore degerlendirilmistir
(15).

Diazonyum blue B DBB testi

Malt Yeast Glucose Pepton (MYGP) agar Uzerine bir gunlik taze kiltirden ekim

yapilarak,10 gun 28 °C 'de inkube edilmistir. Olgunlasan kulture DBB solusyonu
damlatilarak renk olusumuna gore degerlendirilmistir (15).

Nitrat testi

Bu test icin Yeast carbon base ve %0,5 KNOs; kullaniimistir. Hazirlanan sivi
besiyerlerine bir gunluk taze kiltirden asilanarak 3 gun 28 °C ’'de inkube edilmis ve
gelisme durumuna gore degerlendirilmistir (16).

Karbon kaynag: testleri

%2 karbon kaynagi ile hazirlanan Yeast N base sivi besiyerine bir gunlik taze
kiltdrden ekimler yapiimis, 3 gin 28 °C ’'de inkube edilmistir. Kultir gelisimine gore

degerlendirilmigstir (15, 16, 17,1 8, 19, 20).

Test sonuglar birlikte degerlendirilerek Barnet ve ark. (15) tarafindan yapilmis olan
siniflandirmaya goére antagonist mayalar tanimlanmistir.
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Bulgular

Elma kisimlarindan izole edilip, in vitro ve in vivo kogullarda 4 ve 22 °C ’'de test
edilerek antagonistik aktiviteleri saptanan 13 epifitk maya tanimlanmistir.
Tanimlamada morfolojik testler ve karbon kaynagi testleri kullaniimistir.

Vejatatif hucre ile olan gogalma sekillerini belirlenen mayalardan; 36, 45, 58, 75, 85,
108, 110 ve 116 nolu maya izolatlarinin tek kutuplu tomurcuklanma ile, 33, 66 nolu
izolatlarin iki kutuplu tomurcuklanma ile, 105, 154 ve 277 nolu izolatlarin ise fizyon
bdlinme ile godaldiklari gézlenmistir.

33, 66, 105, 110 ve 277 nolu maya izolatlari pseudohif olusturmuslardir (Sekil 1).
Olgun kultirlerde 66, 110 ve 277 nolu izolatlarin septali hifler olusturduklari
g6zlenmistir (Sekil 2).
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Sekil 1. Pseudohif Sekil 2. Septali hif

Tanimlamada karbon kaynagi olarak glikoz, galaktoz, maltoz, sakkaroz, mellibioz,
laktoz, selibiyoz, rafinoz ve nisasta kullaniimistir (Tablo 1).

Morfolojik testler ve karbon kaynagi testleri sonucuna gére maya izolatlar
tanimlanmig, Barnet ve ark. (15) tarafindan yapilan siniflandirmaya gore ; 45, 75, 85
nolu izolatlar Candida sp., 33, 66, 277 nolu izolatlar Rhodosporidium sp., 105 nolu
izolat Williopsis sp., 36 nolu izolat Torulaspora sp., 108 nolu izolat Rodotorula sp.,
58, 110, 154 nolu izolatlar Hansenula sp., ve 116 nolu izolat Debaryomyces sp.,
genuslarina dahil edilmistir (Tablo 1).

Tartisma ve Sonug

Biyolojik mucadelenin agirlik kazandigi gunumuzde, hasat sonrasi hastaliklarin
kontrolinde pek cok mikroorganizma kullaniimaktadir (2, 3, 4, 5, 6, 7). Ozellikle
epifitik mayalar, temini kolay ve ucuz olmasi, hasat sonrasi patojenlerle ayni ortam
ve besin ihtiyacina sahip olmalari nedeniyle tercih edilmektedir (1, 6, 12, 13, 14, 25,
26, 27, 28).
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Tablo 1. Tanimlanan 13 maya izolatinin karbon kaynagi testleri
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33 + + + + + — + + + + p z - + + — — + Rodosporidium
36 + + + + — — + 7z + 4+ - - + - z - + Torulaspora
45 + + + + — — + 7z 4+ + — - + 4+ 4+ — — 4+ Candida
58 + + 4+ + — — + 7z 7z 4+ — — + — 4+ — — + Hansenula
66 + + + + + — + + + + s z — + + — — + Rhodosporidium
75 + + + + — — + 7z 4+ + — - + 4+ 7z — — 4+ Candida
85 + + + + — — + 7z 4+ 4+ — - 7z 4+ 4+ — — + Candida
105 + + + + — — + z z f p - + — + — — + Wiliopsis
108 + + + + — — 7z + 7z + — — — 4+ + — — + Rodotorula
110 + + + + — — 4+ + + + s - + — + — — + Hansenula
116 z + + + - - z - z + - —- - z - — — + Debaryomyces
154 + + + + — — + z f - - + - — — + Hansunela
277 + + + + + z + + f s z — + — — + Rodosporidium

S: Sahit olarak kullanilan Saccharomyces cerevisae, z: zayif gelisme, p: pseudomisel,
s: septa, f: fizyon

Antagonistik aktivite gosteren mikroorganizmalar meyve, sebze turlerine, yetisme
bdlgelerine ve cevre sartlarina goére farkliik gdstermektedir. En etkili antagonistler
meyve ve sebzelerin yetistigi ortamdan hatta meyve Uzerinden izole edilenlerdir (7, 8,
9,11, 21, 22, 23, 24).

Daha 6nce yapmis oldugumuz c¢alismalarimizda, elma hasat sonrasi patojenlerin
biyokontrolinde etkili antagonist mayalar tespit edilmistir. Elma yaprak, cigcek ve
meyveleri Uzerinden izole ettigimiz mayalardan; P. expansum ve B. cinerea Uzerinde
en etkili kontrol aktivitesi gosteren 13 maya izolati segilerek, tanimlanmaya
cahsilmigtir.

Tanimlamada karbon kaynag testleri ve morfolojik testler kullaniimistir. Bu testler
tanimlamada kullanilan en énemli kriterlerdir (15,16).

34



Vejetatif Greme sekillerinin belirlendigi 13 maya izolatindan, 8 izolatin tek kutuplu
tomurcuklanma ile, 2 izolatin iki kutuplu tomurcuklanma ile ve 3 izolatin da fizyon
bolinme ile gogaldiklar gozlenmistir.

Tomurcuklanma ile gogalmada, yeni olusan maya hucreleri ana hicreden hemen
ayrilmadan kalabilirler. Birbirine yapisarak kalan maya hucreleri boncuk dizileri gibi
yapilar olustururlar. Bu vyapilara pseudohif denilmektedir ve tanimlamada
kullaniimaktadir. Ayrica olgun kulturlerde gelisen septali hifler mevcuttur. Bunlar
genellikle kotl ortam sartlarinda kif misellerine benzer septali hifler olustururlar (15).

Calismamizda, 5 maya izolatinda pseudohif olusumu ve 3 maya izolatinda da septall
hif olugsumu gozlenmigtir.

Mayalarda vejetatif hucrelerden gikinti yaparak gelisen, 6zel bir firlatma mekanizmasi
ile firlatilan sporlar vardir. Ballistospor denilen bu yapilar, Bullera, Sporobolomyces
ve Sporidiobolus genuslarinin tanimlanmasinda kullaniimaktadir (15, 17). Bu
¢alismada tanimlanan mayalarin higbirinde ballistospor olusumuna rastlanmamistir.

Yine tanimlamada 6nemli kriterlerden biri askospor olusumudur (15). Tanimlanan
mayalarin tamaminda askospor olugsumu gozlenmigtir.

DBB testi, maya suslarinin Basidiomycetes olup olmadigini anlamak igin
yapilmaktadir (15). Calistigimiz mayalardan higbiri DBB testine pozitif sonug
vermemistir.

Tanimlamanin saglikh yapilabilmesi igin karbon kaynagi testleri uygulanarak, hangi
maya susunun hangi karbon kaynaklarini kullandigi tespit edilmigtir. Yaptigimiz
testler 1s1ginda, Barnett ve ark. 'nin (15) yapmig olduklari siniflandirmaya dayanarak,
maya izolatlarindan ugl Candida sp., U¢l Rhodosporidium sp., Ugl Hansenula sp.,
birer adedi Deboryomyces sp., 1'i Rodotorula sp., 1'i Torulaspora sp. ve 1’i de
Williopsis sp. genuslarina dahil edilmigtir.

Bulgular, ileriki agsamalarda biyolojik kontrol i¢in degerlendirilecektir.
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