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Elmalarda hasat sonrasi hastahiklara neden olan, Botrytis cinerea (B. cinerea) ve
Penicillium expansum (P. expansum)’a karsy; yaprak, cicek ve meyve
yilzeylerinden izole edilmiy 123 maya izolatt kullamiimgtsr, in-vivo elma
denemeleri 22°C ve +4°C’de yapilmmg; patojen (10° cfu/ml), ile maya (10° cfu/ml)
kargilagtinlarak meyve iizerinde denenmistir. 22°C invivo denemeleri sonucunda;
P. expansum’a etkili 7, B. cinerea’ya etkili 30 maya izolati bulunmugtur. Her iki
patojene birden etkili 4 maya izolati ayird edilmitir. tn-vivo 22°C’de yapilan elma
denemelerinde, etki yiizdesi yiiksek bulunan 13 maya izolati secilerek +4°C'de
sofuk hava depolarinda etkileri belirlenmigtir. Bu izolatlardan 8- tanesi P.
expansum, denemelerinde basanils olurken, sadece 1 maya izolati B. cinerea igin

etkili bulunmugtur.

Cahsmamizda, ‘123 maya izolatnm in-vitro kogullarda antibiyosis denemeleri
yapumug, di¢ farkh etki saptanmgtir. Bunlardan birincisi inhibisyon zon olusumu,
ikincisi kirmizi pigment zonu olugumu ve iigiinciisii de ¢Bkiintiéi olusumudur.
Birinci ve ikinci etki her iki patojene kargi gizlenirken, diciincii etki sekli olan

¢Okiintil olugumu sadece B. cinerea’lara karp gdzlenmigtir,



Antagonizm mekanizmalarindan biri olan, hiperparazitizm {izerinde Gnemle
durdufumuz ¢ahsmada bu mekanizma aciklanmaya cahgimigtir, Bununla ilgili
olarak Istk Mikroskobisi, Scaning Elektron mikroskobn (SEM) ve Transmision
Elektron mikroskobu (TEM) calismalan yapilmstir,

Istk mikroskobisi ¢cahismalarinda 44 maya izolati kullamlarak B. cimerea ve P.
expansum hifleri dizerine tutunma yetenekleri arastinlmstir. B. cinerea hiflerine
tutunma yetenegi olan 29 maya ve P. expansum hiflerine tutunma yetenegi olan 15

maya izolat: tespit edilmigtir.

SEM c¢ahgmalarnda en yiiksek antagonistik aktivite gisteren 4 maya izolat: ile
denemeler yapilmigtir. Bu mayalann P. expansum hiflerine tutunma yeteneginin

olmadfy, B. cinerea’larda ise hepsinin tutunma yeteneginin oldufu saptanmgtir.

SEM mikrograflan ile mayalann, hifler iizerindeki tutunmalarinn ve bu
bilgelerde olusturdukdan ¢ukurluklarin, hiicre dejenerasyonuna neden olarak,

patojen geligimini engelledi3i saptanmigtor.

TEM gahgmalaninda +4°C’deki sofuk hava denemelerinde, her iki patojene birden

etkisi giizlenen 85 nolu maya izolat: ile cahsilmigtir.

Bu izolatin P. expansum hiflerine tutunmadify, B. cinerea’larda ise mayalann,
hiflere sikica tutundufiu ve maya-patojen interaksiyonu, TEM mikrograflanyla
acikdanmgtir,

Farkh elma kisimlanndan izole edilen ve +4°C’de denenen 13 maya izolatimin
tammlanmasy yamlmuy, Candida, Rodosporidium, Hansenula, Debaryomyces,
Rodotorula, Torulaspora ve Williopsis genuslarina ait mayalar olduklan

saptanmagtir.
2000, 120 sayfa

Anahtar Kelimeler: Mavi kilf (Penicillium expansum), Gri kiif (Botrytis cinerea),
Hasat  sonrasi  hastahklar, Elmalar, Antagonistik

microorganizmalar, Mayalar,



ABSTRACT
PhD Thesis

BIOLOGICAL CONTROL OF POSTHARVEST DISEASES OF APPLES BY
USING ANTAGONISTIC MICROORGANISMS

Mehlika (BENLI) SAY

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. M. Liitfii CAKMAKCI

Against B. cinerea and P. expansum which cause postharvest diseases on apples, it
has been used 123 yeast isolates, which were isolated from the surfaces of the leaf,
flower and fruit. In-vivo apple experiments were conducted 22°C and +4°C
degrees, and pathogen (10° cfu/ml) and yeast (10° cfu/mi) were tested on the
fruit(s). As a result of this experiment, 7 yeast antagonist isolates to P. expansum
and 30 yeast isolates were found effective against B. cinerea. 4 yeast isolates
effective on both pathogens were choosed. 13 yeast isolates, whose percentages of
effect were found (o be high in the experiments conducted on in-vive 22°C
temperature were selected to determine their effects at +4°C cold storage
temperature, Out of them, 8 of these isolates were found in the P. expansum

experiments and only 1 yeast isolate was effective against B. cinerea.

In our study, antibiesis experiments on 123 yeast isolates under in-vitro conditions
were made and three different effects were observed. The first was the formation
of inhibition zone, the second was the formation of red pigment zone and the third
was the precipitation. While the first and second effects were observed against

both pathogens, degregation, the third effect, was observed only against B, cinerea.



We tried to explain this mechanism in this study where we strongly emphasized
hyperparatism, which is one of the antagonism mechanisms. We conducted light
microscopy, SEM, TEM studies in this regard also.

In the light microscopy study, 44 yeast isolates were used to determine their
capability on B. cinerea and P. expansum fibers. 29 yeast isolates, which could hold
on the B. cinerea fibers and 15 yeast isolates which could hold on to P. expansum

fibers, were observed.

4 yeast isolates which showed the highest antagonistic activity were used in the
SEM experiments. As a result, it was observed that these yeast isolates could not
attach to P. expansum hypae and all of them could attached to B. cinerea

mycelium,

With SEM micro-graph it was observed that pathogen development was hindered
through cell degeneration with the attaching to the fibers by the yeast and causing

holes in the region.

Yeast isolate number 85 was used in the TEM study which was observed to have
effects on both pathogens in the experiments conducted at +4°C cold storage

temperature.

These isolates did not attach to P. expansum mycelium and that in B. cinerea the
yeast clung on very tightly, and the yeast-pathogen interaction was explained with

TEM micrograph,

13 yeast isolates tested at +4°C and isolated from different sections of apples were
identified and were determined to belong to Candida, Rodosporidium, Hansenula,
Debaryomyces, Rodotorula, Torulaspora and Williopsis genus yeast .

2000, 120 pages

Key Words: P. expansum, B. cinerea, Postharvest diseases, Apple, Antagonistic

microorganisms, Yeasts,
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1. GiRIS VE KURAMSAL TEMELLER

Hasat sonrasi, taze meyve ve sebzelerde meydana gelen bozulmalar, ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Hasat sonrasi fizyoloji ve bu husustaki bilgi eksikligi hasat sonu depo

kosullarinin uygun olmamalan gibi nedenler kayiplan artmaktadir.

Tanmsal iriinlerde hasat sonrast gorilen hastaiklar, drinlerin hasat edilmesi,
paketlenmesi, pazara taginmasi ve depolanmasi sirasinda gelisen siireglerde ortaya
¢tkmaktadir.

Hasattan sonra iininlerde gorilen hastalik ve bozulmalarin nedenlerini iki grup altinda

toplamak milmkuindiir.
1.1. Abiyotik Kaynakh Faktirler

Bunlar kisaca metebolitlerin eksikligi veya fazlahf, su (nem) ve sicakhigin etkisi,
kimyasal ve fiziksel yaralanmalardir (Cizelge 1.1).

1.2, Biyolojik Kaynakh Faktdrler

Bu boliimiin en bilyitk kismint funguslar ve bakteriler olusturmaktadir. Bunlar depolarda
yaygin olarak gorilirler ve bilyik kayiplara neden olurlar. Virisler, viroidler, bocekler
ve nematodlar daha az 6neme sahiptirler, fakat ozel bazi urinlerde onemli kayiplara
sebep olabilirler (Cizelge 1.2) (Jones and Aldwinckle 1990).



Cizelge 1.1. Fizyolojik bozukluklar

2,
Qe

Domates, biber, kabak, patlican, tath patates, kavun,
beyaz patates, muz ve turuncgillerde gorilir.

Don Zararlan

< Tay c¢ekirdekli meyveler ve beyaz patateste ig
kisimlarda bozulmaya neden olur.

% . Elma, armut ve geftalide i¢ bozulmalar

Sicak Zararlan
% Elma ve armutlarda yiizey yaralan meydana gelir.
< Bozulma

' | Uygunsuz Havalandirma

Toksik gazlann iretimine neden olur.

Kontrollid Almosfer

Diigilk O; ve yilksek CO; seviyeleri elmalarda zarar
yapar,

Mineral elementlerin

eksikligi veya toksisitesi

%,
o

2,
o
%%
o
0,

o

Ca eksikligi veya fazla N, K —» Kerevizde - blacheurt
Bor noksanlify — Kerevizde - catlama

Bakir fazlah — Kabaklarda - Siyah benek

Ca, Bor noksanhi — Elmalarda - Aci gitritk

i¢te sulanmaya neden olur.

Su ve sicakhk iligkisi

(3
o

Patateslerde - igte kahverengi lekelenme
Turunggillerde - i¢ kismda azalma

Elmalarda - igte sﬁlanmaya neden olur.

Siddetli basing, yaralanma

ve yaralarla temas

Bitin meyve ve sebzelerde yaralama ve bozulmalar

meydana gelir.




Cizelge 1.2. Pazarlarda ve depolardaki tirinlerde yaygin olarak gorillen hastaliklar ve etmenleri.

| Mavi kif Penicillium
Kurguni kif (Gri kiif) Botrytis cinerea
Kara ¢liniiklitk Physalospora ob.
:l:l;:':':l: Cekirdekli Aca gitriiklitk CGlomerella cingulata
Beyaz ¢riklik Botryospheria ribis
¢/ ium gloeosporioides
Alternaria corik!ilgo Alternaria alternata
| Alternaria 16 Alternaria citri
Mavi kof Penicillium italicum
| Yegil kif P. digitatum
Turunggiller Eksi gtiroklik Geotrichum candidum
Saj uru clirikli, Phomopsis citri
Sap cukuru cirikligi Phomopsi: did)
Sap cukuru cliriikliigi Dipladi lensi
Mavi kil Pencillium sp.
s Ozimsii Meyveler A::immu:m! iz ﬁ',","f’ c"fe'.?"L
Cladosporium cliriklugn Cladosporium herbarum
g Kahverengi glirikluk Monilinia fructicola
o Rhizopus cirikioga Rhizopus stolonife
?n Gri kif Botrvtis sp.
Mavi kif Penicillium sp._
E Tag Cekirdekli Eksi giraklik Geotrichum candidi
Meyveler Alternaria ctriklugi Alternaria sp.
Gloeosporium album G. perennans
Geg yamkhk Phytophthora infes
Fusarium yumru cilrikigi Fusarium sp.
Fusarium sofgunlugu Fusarium sp.
Alternaria ciriklogi Alternaria alternata
| Kursuni kof Botrytis cinerea
Domates ve Biber Geg yamklik Phytophthora inf
{ Rhizopus coritkligi Rhizopus stolonifer
Eksi ctiroklik Geotrichum candidy
Kursuni kif Botrvtis cinerea
Sebzeler (yaprakh Sulu yumugak coriiklitk Selerotinia selerotiorum
sebzeler, Havuglarda coraklak Rhizoctonia carotae
yumrulular, sofan, | Rhizopus ¢tiritkl() Rhizopus sp.
kavun, fasulye) Fusarium cairitkligi Fusarium
Sopan corakliga Selerotium cepivorum
Bakteriyel yamugak ¢ilriklik Erwinia caratovora pv. atroseplica
- Patates Kahverengi giiriklilk Pseud: / um
E' Halkah cilriklink Cor ium sepedc
g Sebzeler (Salatahk, |Kara litk Xanth us campeslris
domates, sofian, Yum luk Erwinia caratovora pv. caratovora
® & | fasulye, biber, Koyu-kahve-siyah cokuntaler | Pseudomona spp.
kavun, yumrulular)
g Patates Potato Leaf Roll Virus
|
(Karacah 1993)



1.3. Patojenlerden lleri Gelen Kayiplar ve Azaltma Yollan

Patojenler meyve ve sebzelerde hasat sonrasinda Snemli zararlar yapan, kaliteyi digilren
ve genellikle raf dmriini bitiren (Fungus ve bakteri gibi) hastalik etmenleridir. Uriln
heniiz gelisme donemindeyken gegitli patojenler kutikula ve epidermisi delerek; stoma,
lentisel ve gesitli yaralardan (Bocek, kug, don, dolu, zedelenme vb.) girerek enfeksiyona
neden olurlar. Bu donémde gorillen bulagmalar ve hastalikh drilnler isleme asamasinda
aytklanirlar. Uriinlerde hasattan sonra sorun olan hastahklarda ise etmen hasattan tnce
iiriin dizerine gelir, durgun enfeksiyon seklinde veya gelisme agamasinda kalarak hasattan
sonra gozle gorillir halde ortaya gikar.

Yag meyve ve sebzeler bol miktarda su ve besin maddesi igerdikleri igin patojenlerin
hilcumuna ugrarlar. Hasattan sonra, direnci azalan drinlerde kayiplara neden olurlar.
Hastalanan driinler, saglam olanlan da etkiler. Patojenlerin geligimi ile enfekte olan
griinde etilen sentezi, solunum ve 181 Gretimi, olgunlagmay hlzlandlﬁr. Safilam uronleri

bulagtinr ve kayiplann artmasma neden olur.

Kayiplanin azaltilmasi igin 6nlemler alinmalidir. Bu 6nlemlerin genel ilkeleri:
a. Bulagmanin 6nlenmesi

b. Hastahk etmeninin yok edilmesi

c. Etmenin geligiminin yavaglatiimas

d. Konukgu direncinin artinimasidir.

1.3.1. Patojenler ve bulagsma

Meyve ve sebzelerde hasattan 6nce zarar yapan patojenler kuvvetli patojenlerdir. Bunlar
uygun sicakhk ve nem kogullannda ¢imlenir, kabuu deler, enzimleriyle konukeu
hiicrelerin geperlerini pargalarken, karbonhidratlanmt kullamr ve toksin salgilayarak
hastahk yaparlar. Hasattan sonra zarar yapanlar ise genellikle zayif patojenlerdir. Uriine
ancak yaralardan girebilirler. Dogrudan girseler bile driin bu patojenlerin geligmesini
uzun stire durdurabilir. Dogal ortamda ¢iiritk¢iil olarak yasayan patojenler olugturduklan

sporlarla bulagirlar.



Hasattan sonra en fazla zarar veren ve hastalik olugturan patojenler funguslardir. Bunlar
asitce zengin olan uriinlerde ve nemli ortamda geligirler, soguga karss toleranslan vardir.

Bu patojenler ve hastalik yapma gekilleri soyledir:
1.3.1.1. Gizli (=latent) veya gergek patojenler (dogrudan enfeksiyon)

Hasattan sonra Uriin Uzerine temas, su, bocek veya hava yoluyla gelen bazi patojen
sporfan, uygun nem ve sicaklik bulamadiklan sirece, kabuk uzerine tutunmug olarak
kalrlar. Uygun zemini bulduklarinda su alarak siger, appressoriumu olugtururlar. Cok
dayamkli olan bu yapilar yiizeye sikica tutunurlar. Bunun altinda gelisen ince sivri hifler
kutinaz enzimi salarak kitini hidrolize ederler. Béylece epidermis hucrelerinin canli
ceperlerine ulagir ve normal hif halini alarak yayihrlar. Epidermis hiicreleri yogun kallosa
ve fellogen benzeri maddeler olugturarak ice dogru hif gelisimini durdururlar. Bir sure
gelisimine devam eden patojen, subkutikular hif yygim olusturur. Esas enfeksiyon
oncesinde birka¢ ay canh olarak dinlenmede (=latent) beklerler. Bu latent (gizli)
enfeksiyon donemi Urin olgunlagip etmene karsr direnci azalincaya dek siirer.
Olgunlagma tamamlaninca hifler epidermisi delerek alttaki dokulara ulagir. Toksinler ve
enzimler salarak kompleks yapih bilesikleri parcalar, hicrelen tiiketerek hastalik gozle
goriilir belintilerini vermeye baglar. Latent patojenlerin bir kismu da stoma ve lentisellerin
iginde ¢imlenmiy ve uyur durumda bekler. Bu tip patojenler depolamamn ikinci
yansindan sonra olgunlagmaya paralel olarak zarar verebilirler. Glocosporium, Nectria

galligena, Alternaria latent patojenlere drnek verilebilir.
1.3.1.2, Yara patojenleri

Bazi patojenler kiitinaz enzimi salgilayip kutikulay: delemez. Kutikula yiizeyi ise su
barindirmaz bir yapidadir, bu da patojen girisini zorlaghnr. Ancak kabugun
yaralanmasiyla iiriin igine girebilen patojenler, ortam sicakhgina bagl olarak hizla gelisir
ve hi¢ beklemeden hastalanmaya sebep olurlar. Yara patojenleri doku igi dirence karg
koyarak hizla geligirler. En Onemli yara parazitleri Penicillium, Geotrichum ve
Rhizopus’wur. Bunlar kutikulayl delemezler. Birde, gelisim evresinde dogal agikhkiar olan
stoma ve lentisellerden giren yara parazitleri vardir. Phytophthora, Monilia ve Botrytis

bunlara dmek verilebilir.



1.3.1.3. Bulasma zamanian
a. Hasattan 8nceki bulagmalar

Bahgede kuru dal, yaprak ve gigek kisimlannda yagayan ve ¢ogalan sporlar, yagmur,
riizgar, bocek, kuglar, insan yolu ile geng meyve ve gigege ulagirlar. Hastalik etmenlerinin
kimileri ise toprakta gesitli organik kahntilarda saprofit olarak yagarlar. Toz, yagmur
damlalan ile yere yakin meyvelere ulagirlar.

b. Hasattan sonraki bulagmalar

Bu donemde urinin temas ettifi hastahkh omekler, cesitli alet, diizenler, depo ve
paketleme evindeki duvarlan, depo ve paketleme evinin havasi enfeksiyon kaynafi
durumundadir. Hasat, tagima ve pazara hazirlama sirasinda meydana gelen yaralar

enfeksiyon etmenlerine ortam olugtururlar.
1.4. Uriinlerin Depolanmas:

Depolama; irinin daha sonra pazarlanmak (zere Kkalitesini koruyacak kosullarda
bekletilmesi iglemidir. Uriindn depolanmasi pazarlarda trdnin bol ve ucuz olarak
bulunabildigi donemler haricinde de iriniin bol fakat pahali pazar bulmasin, tiketilen ve
pazarlanan driiniin artmasini, pazarlarda uzun sire daha kaliteli diriin bulunmasini, driinii
degerlendirme endiistrisinin uzun siire galigmasini, daha gok wiriinil igleme ve o oranda da

ekonomik gelir payim artirmaktadir.

Saghkli depolamada 6nemli olan ortam faktérleri:
a. Sicakhk

b. Bagil nem

c. Hava bilegimi

d. Hava hareketi

¢. Havalandirma

f. Hava basinct olarak siralanabilir.



Bugiin basit kiler gibi saklama yerleri disinda kalan ve yaygin sekilde kullamlan depolar
¢ grup altinda toplanir:

1. Dig hava ile sogutulan depolar (adi depo)

Gecenin sofumug havasimin igeri alinmasiyla iriinin sogutuldugu depolardir

2, Termomekanik yolla soutulan depolar (Sofuk hava depolar)

Sogutucu maddenin hal degigimi ile saglanan sogukluk, iriniin sogutulmasinda kullanilir.
3. Kontrollit atmosferli depolar (KA)

Kontrollit olarak oksijenin azalttlip, karbondioksitin artinimasiyla saglanan depolardir.
Bu tiir depolar gaz bilegimine gore 3 gruba aynlir.

a, Tek ybnlil

Depo havasindaki O; ve CO; orani toplam 0,21 ve azot 0,79 oramndadir. Orn: %14 O,
%7 COz ve %79 Azot gibi.

b. fki yonlil

0; ve CO; oran toplam 0,21°in altinda ve azot oram 0,79’un tizerindedir. Orn: %3 O,
%4 CO; ve %93 Azot gibi.

¢. Diigiik O ile depolama

Bu tiir depolarda karbondioksitin birikmesi ve %1’in Uzerine gtkmasina izin verilmez.

Oksijen orant havalandirma ile belirli bir degerde tutulur.

Ozellikle elma, armut gibi 6-10 ay arasinda deisen uzun siireli depolama gerektiren
driinler, hasat sonrasi patojenlere son derece agiktirlar. Bu tarz irinlerin saklanabilmesi
ve kayiplann en aza indirilebilmesi i¢in uygun depo gartlani saglanmalidir. Bilindigi gibi
pekgok gilriime etmeni soguk hava depolannda (0-4°C) ya da atmosfer kontrolli
depolarda (0-4°C, %3 Oy ve %8’den az CO;) spor iretemezler. Ancak ideal depo

kogullarina sahip olunmamas: hasat sonrasi hastahiklann oniine gegilmesini ve kaysplar



onemli derecede artmaktadir. Hasat sonrasi depo kogullannda en biydk kayiplar
funguslann meydana getirdigi hastahklarla olmaktadir.

1.5, Hastahk Kayiplarimi Azaltmada Kullanilan flaglar
1. Dezenfekte edici maddeler

Depolar, paketleme evleri gesitli alet ve diizenleri dezenfekte etmekte kullamlan
ilaglardir. Formalin, Sodyum hipoklorit, dortli amonyum bilegenleri 6rnek olarak

verilebilir.
2. Uriind distan koruyucu maddeler

Bunlar saghkh irin yizeyinde bulunan mikroorganizmalart yok ederler. Omegin
Sodyum orto fenil fenat (SOPP), boraks, Sodyum karbonat, Difenil (DPA), bitilamin,
Dikloronitroanilin (DCNA), Captan. Bu kimyasallar olduk¢a etkilidir ve halen yiksek
dozda kullamlmaktadir.

3. Uriini distan ve icten koruyucu maddeler

Bunlar kabuktan iceri nifuz ederek koruma saglayan fungisitlerdir. Bu gekilde stoma,
lentisel ve yaralardan giren mikroorganizmalan da yok edebilirler. Kahci etkileriyle
ilaglamadan sonraki yaralanmalarda da etkili olurlar. Suda iyonize olmaz ve erimezler.

Bu koruyucular iki grupta toplanir.
a. Benzimidazol grubu: Orn. benomyl, TBZ, Carbondizim, tioganat, thiophonile methyl.
b. Imidazol grubu: Om. Imazalil, fenopronil, prokloraz (Karacah 1993).

Hasat sonras veya satisa sunulmak iizere paketlenen meyve ve sebzeler fungisitler veya
kimyasallarla muamele edilmektedir. Bu yolla kayiplar asgari diizeye indirilmeye
¢ahgiimaktadir (Mc Laughlin et al. 1990).

Kimyasallarla pek gok triln iizerinde gegitli ¢aligmalar yapilmigtir.

Israil'"de yapilan bir gahsmada, hasat sonrasi meyve ginimelerinin kontrolinde

Fenpromimorf adi verilen bir bilesik kullamimistir. Bu bilesik; acr iriik, yegil kif ve




mavi kiife karg1 yalniz bagina etkili sonuglar vermistir. Bu ¢alismada Benzimidazole ve
Imidazole gibi kif onleyici maddeler de kullaninug, ozellikle Penicillium tirlerinin
kontroliinde zorlamlmistir. Bu kimyasallara alternatif olarak morphaline ile birlikte
balmumu kullanilmg, bu kangimin yam sira bagka kimyasallar da denenmistir. En. etkili
sonucu Fenpromimorf'un su ile hazirlanan formilllerinin kullanilmas: ile elde edilmistir
(Cohen and Shalom 1990).

1988-1990 yitlan arasinda Giiney Bati Florida’da yetigtirilen yafa portakah ¢icek agma
doéngisi boyunca ve meyve tutmay azaltici etki yapan Frankliniella bispinosa ve
Colletotrichum gloeosporioidez zararhlanndan korunmak igin, ¢esitli pestisitler ve
fungisitler kullamlmigtir. F. bispinosa igin en etkili sonucu Chlorpyripos, dimethoate,
formetanate, hydrocloride gibi pestisitlerin kullamlmasi vermigtir. Bununla birlikte fungal
patojen olan G. gloeosporivides iki ya da daha fazla benomyl muamelesi sonucunda

meyve tutumunda onemli bir artig olmugtur (Childers 1992).

Turunggil agaglan izerine yapmlan bir baska ¢ahigmada fungisitler kullanilarak
Phytophthora tirlerinin kontrolii amaglanmigtir. 15 yilhk agaglarin govdesine uygulanan
metalaxyl, fosetyl-Al, Fosforik asit, oxadixyl, propamocarb, benalaxyl ve ethazol’in
sistemik etkisi sonucunda P. gummosis, P. citrophhthora, P. parasitica kontrolii
zerinde etkili sonuglar alinmigtir (Matheron 1988).

1960’ yrllardan bu yana siire gelen zararhlarla micadelede, 6zellikle hasat sonrast bilyiik
zararlara ve kayiplara neden olan fungal hastaliklarla miicadelede pek ¢ok fungisit
kullamimgtir.

ttalya’da yapilan bir aragtirmaya gore hasattan sonra turunggil meyvelerinde Penicillium
tirlerinin  kontrolii  1965-1966 yillannda baglayarak benzimidazol tilrevlerinin
kullantimasiyla saglanmaktadir. Italya‘'da ve difer tlkelerde Benzimidazol tirevierinin
kullansmu ise thiabendazole ile baglanustir. Bunu takiben 2-amino butane, benomy! ve
methyl-tyophanate kullamlmigtir. Bu kullamilan kimyasallar 10 yil boyunca giiriimeleri
kontrol altina almglardir. Fakat 1975-1976’h yillara gelindifinde daha dayanikh
Penicillium tirlerinin ortaya ¢ikmasi ile turunggil meyvelerinde Penicillium tirleri ile
milcadelede aragtinicilan baglangig noktasina geri gotirmigtir (Biondi et al. 1979).

2C YORSEXOCRETIM KURVLY
DOXDMANYASYON MYRKEZ)



1970t yillann sonlanina dogru turunggil meyvelerinde hasat sonras: hastahklara neden
olan P. italicum ve P. digitatum’a kargt imazalil kullanimu, etkili sonuglar vermigtir
(Kaplan ve Dave 1979).

Kaliforniya narenciyelerinde hasat sonrasi hastahik yapan P. digitatum ve P. italicum’un
kontroliinde Imazalil kullamlmg fakat 2 yil gibi kisa bir sire sonra Imazazile karg
dayamikh suglann ortaya ¢ikmas ile kimyasallar etkisiz kalmigtir. 2 amino-butan (2AB),
Sodium orthophenylphenate (SOPP), benzimidazoller (thiabendazole ve benomyl)
fungisitlerine karst tek tek tolerans gosteren Penicillium digitatum suglanmn varhg hatta
2 ve 3 grup kimyasala birden tolerans gdsteren suglar tesbit edilmigtir. Bu toleransh
suslann Imazazil ve CGA-64251'e karg1 hassas olduklan aynca kimyasallarin 2°li ve 3'1d
bilesiklerinin kullaniimasiyla daha direngli olabilecegi ileri sirilmigtir (Dave et al. 1980).

Californiya’da 1981'den bu yana, turunggillerin hasat sonras: hastaliklanmn kontroliinde
Imazalil kullamimaktadir. Son yillarda yapilan aragtirmalar ortaya koymugtur ki,
Imazalile karsi direngli P. digitatum ve P. italicum suglan mevcuttur. Yitksek
seviyelerdeki Imazalile dahi tolerans gosteren bu dayamkh suglann varlif, fungisitler ve
kombine fungisitleri yetersiz kilmistir Bu yetersizlik ve fungisitlerin aruk maddelerinin
meyve yiizeyinde kalmas) insan ve gevre saghfim tehdid eder hale gelmigtir. Bu da

aragtincilan alternatif metodlar aramaya itmigtir (Dave et al. 1989).

Uretim agamasindan baglayarak gelisme sisesince, hasat ve hasat sonrasi dénemleri
kapsayan stregte, sik periyotlarda pestisit ve fungisit kullanimi mevcuttur. Hatta gok stk
ve bilingsizce kullanilan bu kimyasal bilegikler suda erimeyen ve dofada notralize
edilemeyen bilesiklerdir. Bu zehirli bilegiklerin kompleks bilegikler halinde uygulanmas:
zehir etkisinin daha gok artmasina neden olmaktadir. Ozellikle hasat sonrasi bozulmalara
kargi kullanilan fungisitler doku iglerine kadar iglemektedir. Fakat bu fungisitlerin meyve
yuzeyinde kalan kimyasal artiklan insan saghgint ve gevre saflifim tehdit etmekte, yararh
organizmalann yok olmasina da sebebiyet vererek doga dengesinin bozulmasina neden
olmaktadir.

Hasat dncesi pestisit kullammimin dofial mikroflorayr tahrip ettigini ve bunun sonucu
olarak ta hasat sonras) hastaliklarin arttifim ileri siirmiiglerdir. Elma ve geftali meyveleri

iizerinde yapilan caligmalarda, hasat oncesi kullamlan 3 fungisitin epifitik -mikrofloray
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nasil etkiledigi aragtinlmigtir. Dogal ortamlarda maya dominant floraya sahip olan
meyvelerde, fungisit kullanim: ve sonrasinda mayalarin yok oldugu ve ilerleyen zamanda
funguslarin dominant hale geldigi g6zlenmigtir (Calvente et al. 1999).

1987 Amerikan Ulusal Bilim Akademisi raporlanna gore satilan bitiin fungisitlerin
yaklagik %90"nda 9 farkh kanserojen bilegik saptanmistir. Aym zamanda tiim pestisitler

icinde kanser riskinin %60’ fungisitler olugturmaktadr.

Mavi kiif Amerika’da onemli hasat sonras: giriimelere ve kayiplara neden olmaktadir.
Bundan da onemlisi P. expansum sadece giirimeye neden olmakla kalmayip,
karsinogenik (kanser yapici) madde olan Patulin mikotoksinini iretmektedir. Patulinin
yiikselmesi veya bulunma derecesi kaliteyi digirmekte ve insan saghgm tehdit
etmektedir (Janisiewicz 1999).

Biitin bu olumsuzluklar kargpisinda aragtincilar biyolojik miicadeleye yonelmigler ve
degisik biyolojik ajanlarla, fungisitlere alternatif bir koruma sistemi tizerinde
durmuglardir. Biyolojik ajanlann, antagonistik etkileriyle biyokontrolin saglanmasinin
avantajlarindan biri de ajanlanin bitkilerin yetigtikleri ortamda ve bitki iizerinde bol
miktarda bulunmasidir. Bu nedenle antagonistik mikroorganizmalann temini kolay ve
ucuzdur. Dogal ortamda bulunmalari ve insan sagh@im tehdit edici ozelliklerinin
olmamas, aynca su ile yikanarak meyve ve sebze yizeylerinden anndinlabilmesi

nedeniyle oldukga elverigli bir yontemdir (Wilson and Wisniewski 1994).

Biyolojik kontrol iizerinde galigan bilim adamlan meyve, sebze tiirlerine, yetisme
bolgelerine ve ¢evre sartlarina bagh olarak, hasat sonrast hastaliklarda etkili sonug veren
bakteri ve maya suglanna dikkatleri ¢ekmiglerdir. Bu mikroorganizmalann en az

fungisitler kadar etkili olabileceklerini ileri siirmilglerdir (Omoifo and 1. Kotun 1987).

Antagonistik mikroorganizmalarla ¢aligan bir bagka grup bilim adami narenciyelerde
hastahk yapan mavi ve yesil kiiflerin biyokontrolleriyle ilgilenmiglerdir. Narenciye
agaclanmin yaprak ayalanndan izole ettikleri 116 bakteri ve 61 mantar izolat iizerinde
invitro ikili kiltir ve antibiyosis denemelerinde gimlenen sporlar tizerine 6 bakteri ve 22
mantar izolatimn inhibitor etkisini gozlemiglerdir. Tath portakal (citrus sinersis) iizerine
agilan suni yaralara spreyle agilanmig P. italicum ve P. digitatum patojenlerine karsi en



etkili sonuca B.101, B.41 Bacillas tirleri A4SNC, A4TNC Pseudomonas tirleri ve F25,
T12, F30 Trichoderma tiirleri vermigtir (Liang and Liu 1989).

Yine turunggillerde yapilan benzer calismada mavi-yegil kiif patojenlerine kars iki maya
izolati, Deboryomyces hansenii, Aureobasidium pullulans ve iki bakteri izolat:
Pseudomonas cepacia, Pseudomonas syringae en iyi antagonistik etkiyi vermigtir
(Wilson and Chalutz 1989).

Greyfrut yesil kilfleri ilzerinde yapilan bir calismada da D. hansenii mayas: kullamloug ve
maya-patojen konsantrasyonlan iizerinde durulmustur. D. hansenii’nin en iyi aktivite
gosterdigi konsantrasyon 10° adet/ml olarak saptanmugtir. Bu yogunluktaki antagonistler
misel gelisimini ve spor ¢imlenmesini inhibe etmigler, ortama oksijen bilesiklerinin
katthmu ile bu etki daha da artinlabilmigtir (Droby et al. 1989, Chalutz and Wilson 1990).

Yine bir baska caliymada, Hanseniaspora uvarum ve Debaryomyces hansenii mayalan
elma ve geftalilerde hasat sonras hastaliklann biyokontroliinde kullanilmugtir. H. uvarum
seftali Rhizopus kiflerini kontrol altina alicken D). hansenii, Seftali Botrytis kiflerine ve
Elma Penicillium kiflerine kars etkili olmugtur (McLaughlin et al. 1989).

Hasat sonrasi narenciyeler izerinde ¢irimeye yol agan Penicillium digitatum’un
Bacillus pumilus ile yapilan miicadelesinde kimyasallarla yapilan miicadeleden daha iyi
sonug vermistir. P. digitatuma kars gigli antagonistik etki gosteren Bacillus pumilus,
Valencia portakal;, Washington Novel portakali, Lisbon limonu iizerinde denenerek
biyolojik kontrolii saglanmigtir (Huang et al. 1992).

Valencia ve Washington portakallan Uzerinde yapilan diger bir calxsméda, bakteriyel
hiicre sispansiyonlan kullamilarak quazatine ve imazalil fungisitlerinin gosterdigi
kontrolle kiyaslanmigtir. 10 hafta paketlenerek 12°C’de depolanan urinler 5 hafla
siresince fungisitler kadar iyi koruma saglamugur. 10 haflanin sonlarinda fungisitlere
nazaran kontrol nisbeten azalmistir. Altemaria giriimeleri ise ne fungisitler ne de
biyokontrol ajanlan 6nleyememiglerdir. Elde edilen sonuglara gore Washington Novel
portakalina hasattan | ay 6nce P. cepacia hiicre siispansiyonlannin spreylenmesi yegil
kuf ve mavi kilf kayiplanm onemli olgiide azaltmigtir (Huang et al. 1993).



Sholberg et al. (1995), elmalarda hasat sonras: hastaliklara neden olan P. expansum ve
Botrytis cinerea’ya karsi 95 bakteri izolam denemiglerdir. In vitro ve in vivo
¢ahigmalarda, 3 izolat P. expansum’a 2 izolat ise B. cinerea’ya kargt etkili bulunmugtur.

Yapilan identifikasyon testlerine gore bu izofatlann Bacillus sp oldugu saptanmistir.

Elmalarda hasat sonrasi hastaliklara neden olan ii¢ majér patojene karyp Candida
sake'nin kontrol aktivitesi denenmigtir. B. cinerea ve Rhizopus nigricans’in tamamen
kontroli saglamirken, P. expansum’da % 80 basan saglanmugtir. Kontrolli atmosfer
sartlannda C. sake, elma ve geftali meyveleri iizerinde denenmiy ve daha etkili kontrol
saglamistir (Usuall et al. 1996).

Chand and Spotts (1996) elmalardaki mavi kiif etmenlerine ve kiraz kahverengi kif
etmenlerine karst dogal saprofitik 6 maya izolat kullanmuglardir. 2 Cryptococcus spp. ve
4 Rhodotorula spp. meyveler izerine patojenlerie birlikte inokille edilmis 5-10-
20°C’lerde ayn ayn depolanmislardir. Biitiin denemelerde tam kontrol saglanmustir.

Elma hasat sonrasi hastahklanna kargi dofal ortamda meyve yiizeylerine potansiyel
biyokontrol ajanlan mevcuttur. Seftali meyve yizeyinden izole edilen Sporobolomyces
roseus mavi kilflere kargt % 100, gri kiflere ise % 78 oraminda bagan gostermiglerdir.
1°C ve 18°C’de ayn ayn denenmig ve aym baganh sonug alinmigtir (Janisiewicz et al.
1994).

Sobiczewski et al. (1996) elma yapraklanndan izole ettikleri 107 epifitik bakteri iizerinde
caligmiglardir. B. cinirea ve P. expansum'a karyi denenen mikroorganizmalardan 13
tanesi B. cinerea'yr 13 tanesi de P. expansum’un zararh etkisini kontrol altina almayll
bagarabilmigtir. Bu izolatlardan yalmzca 6 tanesi her iki patojene birden etkili
bulunmustur. In vitro kogullarda alinan sonuglar in vivo olarak denendiginde aym oranda
bagan saglanamamugtir. 20°C’lik depolarda denenen elmalarda basan yikselirken +4°C
depolarda bagan yizdesi oldukga diigmily ve yalmzca 8 izolat +4 derecede kontrol
kapasitesini koruyabilmigtir.

italya’'mn kuzeyinde sekiz ayn bblgede yapilan elma denemelerinde, Meischnikowia
pulcherima ve Pseudomonas syringae hasat sonras: hastaliklara karg denenmiglerdir.
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Her iki mikroorganizma Monilia, Penicillium ve Botrytis'in yiksek seviyede kontrolind
safitarken Gloeosporium izerinde aym etkiyi gosterememiglerdir (Migheli et al. 1997).

Janisiewcz ve Bors (1995), hasat sonrass hastaliklann biyokontroliinde bakteri ve
mayalann kombine kullammiyla daha etkili olabileceklerini ileri sirmilglerdir. Elmalar
uzerinde yaptiklan denemelerde Pseudomonas syringae ve Sporobolomyces roseus’u
birlikte kullanarak P. expansum'un zararlanm tamamen ortadan kaldimay

bagarabilmiglerdir.

Biyokontrol amaci ile kullanilan Candida saitoana, elma gesitleri ve narenciye ¢egitleri
uzerinde yapilan denemelerde, biyoaktif olarak % 2'lik Glycolchitosan kullamlmagtir.
Biyokontrol etkinin yalmz bagina kullanilan C. Saitt)alrafya veya % 2’lik glycolchitosan’a
nazaran daha fazla oldugu gozlenmistir Bu kombinasyon bilhassa erken sezon
meyvelerinde daha basanh olmugtur (EIl-Ghauth et al. 2000).

El-Ghauth et al. (2000)'a gore antagonistik etkisi bilinen mikroorganizmalann ikili
kombinasyonlan veya antagonizmi konikleyip kuvvetlendirecek bir takim katk

maddeleriyle kontroli tam olarak saglamak mimkuandir.

Bu aragtincilann elma, portakal ve limon gesitlerinde yapnug olduklan denemelerde P.
expansum, P. digitatum ve B. cinerea karys Candida saitoana ile birlikte % 2-2deoxy-D-
glucose kullamlmugtir.  Bahsedilen patojenlerin  kontrolii bagariyla saglanmugtir.
Aragtincilar bir bagka konuya da dikkatleri gekerek; infeksiyondan 24 saat énce yapilan

muamelelerde en iyi sonug alindifim ortaya koymuglardir.

Degisik bir caliymada, topraga nitrojen uygulamims birgok bitki hastah tizerinde etkili
olmugtur. Nitrojenin topraga birkag kez uygulanmasindan sonra, Phytophythora
parasitica (titiinde), P. citrophytora (narenciyelerde), P. drechsleri (bezelyelerde) ve P.
cactorum (elmalarda) baganli sonuglar vermigtir. Elma agaclan iizerine ‘yaptlan kimyasal
kombine denemelerde bakteri ve kif patojenlerine karst nitrojen tek bagina veya
Phossphorus ile kombine olarak uygulanmig, elma fide boylannin artti, hastalik
etmenlerinin yok oldugu gozlenmigtir. Yapilan bu aragtirma sonuglanina gore, kombine
uygulama topraktaki antagonistik mikroorganizmalanin geligimini sagiamakta, bakteri ve
kiflerin sebep oldugu hastaliklan da ortadan kaldirmaktadir (Utkhede and Smith 1991).
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Mercier ve Wilson (1995), B. cinerea’lara karsi Candida oleophia’mn antagonistik
etkisini aragtirdiklan ¢aligmalarda, yapay olarak olusturulan elma yaralanna (18°C’de)
inokille ettikleri mayay: degisik zamanlarda denemiglerdir. Aldiklan sonuglara gore:
yaralanmadan hemen sonra, miimkiin olan en kisa zamanda mayalarin inokiile edilmesi ile

kontrol bagansimin buna bagli olarak arttifina dikkat gekmiglerdir.

Falconi ve Mendgen (1994) Temmuz ayindan baslayarak Ekim sonuna kadar her ay
olmak uzere Golden elma yapraklanndan omekler toplamiglar ve 368 izolat elde

etmiglerdir.

Monilinia fructigena, B. cinerea, P. expansun tzerinde yapilan in vitro ve in vivo
cahgmalar sonucunda bu patojenlerin hepsine birden etki eden 3 izolat bulunmugtur.
Trichoderma polysporum, Epicoccum purpurascens ve Sordavia fimicola olarak

tanimlanan izolotlar patojenlerin hepsini kontrol altina almigtir.

Golden elmalan izerinde yapilan bir bagka ¢aligmada, hasat edilmig, meyvelerden 2 maya
izole edilmig ve lezyon inhibitor etkisi bakimindan incelenmigtir. B. cinerea’ya karst
denenen Cryptococcus humicola ve Sporobolomyces roseus tek tek elmalara
uygulanmig, kagitla sanlarak plastik torbalar iginde paketlenerek 20°C’de depolanmigir.
1, 2, 3, 4 ve 7. ginlerin sonunda yapilan olgiimlerde lezyon gaplarindan bir fark
gorilememiy, 7. giiniin sonunda patojenin tam inhibisyonu saglanmugtir. Cahsmada
belirtilen difer bir konu da, olgunlasmaya paralel olarak artan etilen sentezi, yara
¢aplaninda herhangi bir olumsuz etki yaratmamigtir (Anderson et al. 1977).

Elma ve geftaliler izerinde yapilan denemelerde, B. cinerea ve P. expansum
patojenlerine bakteri ve maya izolatlan uygulanmistir. Bakteri Erwinia sp ile A-S sugu
kombine edilerek uygulandifinda Elma B. cinerea kiifune kars: etkili olurken, Maya
Rhodotorula sp ile A—60 sugu kombine edilerek uygulandiinda P. expansum kiifiine
karyn yiksek sicakliktakine nazaran digik sicaklikta daha etkili olmuslardir. Sefiali
denemelerinde antagonistlerin daha yavag ig yaptifi gozlenmigtir (Kampp and Sass
1994),

Bir bagka caligmada elma yiizeylerinden izole edilmig 200 maya ve bakteri, B. cinerea ve
P. expansuma karg in vitro olarak denenmigtir. Genel olarak bakildiginda mayalar 10°
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cfu/ml de en yilksek aktiviteyi gosterirken bakteriler 10* cfu/ml de etkili olabilmiglerdir.
Biitin denemeler boyunca antagonistik aktivite basansi P. expansuma kiyasla, B.
cinerea’lara karg1 daha iyi sonug vermigtir. En etkili biyokontrolu safilayan 2 maya ve 2
bakteri sugu in vivo olarak elmalar ilzerinde denenmigtir. Maya suglan +4°C’de ve
25°C’de de aktivite gosterirken, bakteriler digik derecelerde aym etkiyi
gosterememiglerdir (Gullino et al. 1991).

Basidiomycetes grubuna dahil edilen Crypfococcus laurentii mayas: B. cinerea’lara kargi
5-10-15 ve 20°C lerde elmalar izerinde denenmigtir. C. laurentii dogal ortamda elma
yaprak, tomurcuk, ve meyveleri ilzerinde bulunan bir mayadir. Enfekte elmalar maya,
benomyl ve fosfat tamponu ile ayn ayn agilanmugtir. Bu ii¢ etken sicaklikla birlikte
kiyaslandifinda en iyi kontrolu 5-10-15°C’lerde mayamn sagladify ve populasyon
dinamigi incelendiginde maya populasyonunun kontrol bagansina parale! olarak arttif
gozlenmigtir (Roberts, 1990).

1ki ozmotolerant maya susu alan 87 ve 101 Candida sp tiirleri, Golden elmalan tzerinde
lezyon azaltma yetenegi bakimindan B. cinerea ve P. expansum’a kargi denenmistir. P.
expansum en iyi kontrolinin yapildig populasyon yogunlugunun, patojen = 10* - 10°
cfu/ml, maya = 10" cfi/ml oldugu belirtilmigtir. B. cinerea’larda ise 10° cf/ml patojen’e

kargi 107 cf/m! maya ¢ok etkili sonug vermigtir (McLaughlin et ‘al. 1990).

Elma ve Armut meyvelerinde zararh olan B. cinerea ve P. expansum tirlerine kargi bazi
maya ve bakteri suslani denenmiy, Rhodotorula A-60 sugunda digitk sicakhklarda P.
expansuma kars1 etkili oldugu, yitksek sicakliklarda ise giirimeyi azaltici etki yaptifis
gozlenmistir. Armutta yapilan aym denemeler elmadaki kadar iyi sonug vermemigtir
(Kampp 1994).

Elma yilzeyleri tizerinden izole edilen 200 maya yaralanmig elmalar izerinde denenmistir.
Bu izolatlar iginden LS-11, Rhodotorula glutinis ve LS-28 Cyptococcus laurenti, en
fazla etkiyi gosteren antagonistler olmustur. Antagonistik etkisi gozlenen LS~11 ve LS-
28 seftali, kivi, Uziim gibi bir cok meyve (zerinde de denenerek benzer sonuglar elde
edilmigtir. B. cinerea, P. expansum, Rhizopus stolonifer ve Aspergillus niger patojenleri

iizerinde tam koruma saglayabilmislerdir. R. glutinis ve C. laurentii 0 ila 35°C’ler



arasinda antagonistik etki performansi bakimindan kiyaslanmug ve 24°C de performansin
en yiiksek derecede oldugunu ortaya koymuglardir (Lima et al. 1998)

Leibinger at al (1997), tarladan aldikian elma yiizeyinde kolonize olmus antagonistik
mikroorganizmalardan, Aureobasidium pullulans, Rhodotorula glutinis ve Bacillis
sublilis’i segerek, elmalarda hasat sonrasi patojenler olan P. expansum, B. cinerea ve
Pezicula malicorticis uzerinde denemiglerdir. Biyokontrol aktiviteleri gézlenen bu
mikroorganizmalar sezon boyunca elma agaglan iizerindeyken tarlada uygulannugtir.
Tarlada elma izerinde populasyonlarn gogalan mikroorganizmalardan mayalar, hasat
sonras1 depolarda da populasyon dinamigini devam ettirmigler ve diger

mikroorganizmalara nazaran daha etkili olmuglardir.

Golden Dellicious elmalaninda, tomurcuklanma doéneminden baglayarak hasat sonuna
kadar her 15 gtinde bir alinan drneklerle mikrobial populasyon dinamigi analiz edilmistir.
Mikrobial populasyon kiimatik sartlara gore degigiklik gostermistir. Funguslarda
predominant mikroflora Cladosporium ve Alternaria, mayalarda ise beyaz ve pembe
renkte olanlardir. 1zole edilen diger genuslar Epicoccum, Fusarium ve Acremonium’dur
Hasat sonras) 6nemli olan P. expansum ve B. cinerea nadiren gozlenen patojenlerdir.

Beyaz mayalar ise pembe mayalara nazaran daha fazladir (Teixido et al. 1999).

Janisiewicz (1996) hasat sirasinda 5 hafta boyunca aldi elma drneklerinden izole ettigi
mikroorganizmalan incelerken, etkili antagonistlerin kangtinlarak uygulanmasimn yalmz
bagina antagonist uygulamalanindan daha baganh olacafim ileri siirmigtir. Aragtinciya
gore antagonistik etki gosteren mikroorganizmalardan mayalar dominanttir. Ve bu
mayalar farkli meyvelerin yizeylerinden izole edilmigtir. Her meyvede aym baganyr
saflamak ancak antagonist mayalann kangtirilarak uygulanmastyla miimkin olacaktir.

Janisiewicz'in (1988) yaptufn ¢ahgmalarda elma yiizeyinden izole edilen ve
identifikasyonu yapilan iki antagonist Pseudomonas, (P. expansum'a kargt ¢ok etkili
olmus) ve Acremonium breve (B. cinerea’ya kars gok etkili olmug) suglan kangtinlarak
Golden Delicius elmalan iizerinde test edilmigtir, bu kangim antagonist, her iki patojene
kargi meydan okumug ve tam koruma saglamigtir.
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Bir bagka ¢ahgmada, tek antagonist yerine elmalarda giirimeye yol acan mavi kiflere
kary kangsk antagonist kiiltird segilmigtir. En iyi etki veren antagonistlerin ikili gruplar
halinde kullanilmasy mavi kifleri kontrol altma almgtr. TS-D, ve TS-E,
kombinasyonuyla yapilan deneme en etkili sonucu vermigtir. Bununla birlikte yaraya aym
anda verilen iki farkii sugun nasil olupta gelistisi merak konusu olmustur. Yapilan
incelemeler mayafanin farkh karbon mekanizmalan olduunu ortaya koymustur. Béylece
aym yarada kolayca geligebilmekte ve mavi kiflerin geligmesine izin vermemekiedir. Bu

durum antagonistik etkiyi daha gok artimugtir (Janisiewicez 1996).

Candida sake ile muamele goérmils elmalar hasattaki mikrobial populasyonlara
dayanikhlik gostermektedir. Soguk hava depolannda pestisit ile muamele gérmig ve
muamele gormemis meyveler iizerinde yapilan galigmada, meyvelerin patojentere
dayanikhiht 7 ay sirmistdr. Pestisit uygulanan elmalarda da bagart aym dizeydedir.
Soguk hava depolarinda mayalar bakterilere nazaran dominanttir. Mayalar iginde ise
pembe mayalara nazaran beyaz mayalar predominanttir. 7 ay boyunca incelenen elma
yizeylerinde maya populasyonunda dismeler olmakla  birlikte etkilerini
siirdiirebilmiglerdir (Teixido et al. 1998).

Geligme periyodu iginde elma aga¢ kisimlan ve meyveler iizerinden sezon boyunca alinan
oreklerle 700'den fazla mikroorganizma izole edilmigtir. Bu izolatlar antagonistik
aktiviteleri igin Pezicula malicorticis ve Nectria galligena’ya karyi denenmigtir. In vitro
caligmalarda 50 izolat patojenlerin 1 veya ikisine birden etkili bulunurken, elma ilzerinde
yapilan in vivo ¢cahsmalarda 4 bakteri ve 3 maya izolati baganh sonug vermistir (Schiewe
and Mendgen 1992).

Yine hasat edilmig elma yiizeylerinden izole edilen 2 maya Botrytis girimelerine karg
denenmigtir. Yaralanan Golden delicious meyvelerine 10° cfu/ml olarak uygulanan
mayalar, Botryti§ guromelerini onleyici etki yapmuglardir (2-4°C ve 22°C’lerde).
Antagonistik etkisi kamtlanan mayalann identifikasyonu sonucu;, Trichosporon sp ve
Candida sp olduklan anlagilmigtir (Gullino et al. 1992).

McLaughlin ve arkadaglan (1990)'mn yaptifhi bir bagka ¢aliymada, Elma ve Nasenciye
curimelerine neden olan Penicillium ve Botrylis patojenlerine etkilerini agikladiklan
Debaryomyces hansenii (anamorf, Candida formata) veya Candida sp tirlerini



fizyolojik, DNA reclasifikasyonu ve mannan karakterizasyonu ile test etmiglerdir. Yeni
taksonomik klasifikasyona gore bu etkili maya sugunun Candida guilliermondii veya
Candida formata oldugunu tiir bazinda agiklamuglardir (anahtar olarak Kreger-Van Rijj
1984 kullaminugts).

Meyve ve sebzelerin hasat sonras: hastaliklann biyokontroliinde kullanilan mayalardan D.
hansenii veya Candida sp. olarak tammlanan suglanin Mannon karakterizasyon testi ve
DNA tekrar birlik olugturma testi gibi testlere tabii tutularak taksonomik klasifikasyonu
ve tamimlanmasi yapimigtir (McLaughlin et al. 1990).

Biyokontrol ajanlan olarak kullamlan mikroorganizmalann patojen inhibisyon
mekanizmalan tam olarak agiklanamamaktadir. Yapilan arastirmalar isiginda birgok bilim
adamimin birlegtigi nokta, Biyoajanlann yer ve besin rekabeti, konuk¢unun patojene karg
direncinin artinlmasi antibiyosis ve hiperparazitizm yollanndan bir veya birkagimi
kullanarak antagonistik etkiyi gosterdikleri yolundadir (Chalutz et al. 1988, Chalutz et al.
1988, Isaac 1992, Karagah 1993, Wilson et al. 1994, Bora 1998).

a— Konukgunun patojene kary direncinin artinlmasy: Baz tir ve gesitler belirli
hastaliklara kargi dayanikh veya duyarh olurlar. Konukgunun direnci, biyokimyasal yap:
ve fizyolojik durumu ile belirlenir. Niteligi tam olarak bilinmeyen dokuda var olan veya
sonradan sentezlenen maddelerin etkili oldugu samimaktadir. Saponinler, fenol ve fenol
glikozitleri hidrolize olarak antifungal aktivite kazamrlar. Genellikle fazla miktarda
fenolik madde ve fenol oksidaz igeren yapilar oksidasyon sonucu esmerlegerek
patojenlere direnirler. Direng saglayan bu maddeler patojenin enzimlerini etkileyerek
inaktive ederler. Bu bolgelerde hiflerin 6ni kallosa ile keserler, fenolik maddeler ve lignin
sentezleyerek fitoaleksin olugtururlar. Fitoaleksinler: Patojenle kargilasan dokunun
sentezledigi fungitoksik maddelerdir.

Konukgunun birlegiminde bulunan direngle ilgili olan bagka maddeler de vardir; dregin:
asitler, 6zellikle askorbik asit, dokunun okside olabilen ve pH'im digirebilir maddelerdir.
Digitk pH ozellikle bakterial patojenlere etkilidir. Aynca ortamda mekanik direng
saglayan pektik maddeler, seliloz ve hemiseliloz linin ve mineral maddeler de
onemlidir. Ozellikle protopektin ve kalsiyum. Bunun yam swra bazi eterik yajlar da
patojen spor gimlenmesini ve fungal gelismeyi engellerler. Fakat bazi meyvelerde
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dzellikle turunggillerde bulunan nonanol Penicillium, pas ve bazi mantarlan geligimini
kolaylagtinrlar (Karagal: 1993).

Sera salataliklan izerinde teghis edilen Penicillium oxalicum patojeninin mikroskobik
caligmalaninin yam sira Cyopek-Dox broth killtirlerinde yapilan kimyasal analizlerde
Secalonic acid-D elde edilmigtir. Daha 6nce tammlanmarmg olan bilesik Penoxin olarak
adlandinlmistir. Oxalic asid ve kalsiyum oxalate, gaz kramotofrafisi ve ipk
mikroskobisinde olugturduklan kristaller incelenmigtir. Rapor edildiiine gore bu
kimyasallar salatalik ve domateste giiriimeye neden olmaktadir (Jarvis et al. 1990).

Penicillium digitatum gibi depo zararhlanmin spor germinasyonu igin pektic acid gibi
bazi substratlara ihtiyag vardir. Pektik asit ise yaralanmig meyve hiicrelerinden salinan
Pektin-metilesterazin aktivitesi ile pektinden olugturulmaktadir. Yaralanan bolgede
pektic asidin olusumu ise fungal geligmelere zemin hazirlayacaktir. Bu nedenle meyve
yaralanmalanina izin veritmemelidir. Yaralanmig ve P. digitatum infeksiyonlu meyveler
uzerinde yapilan bu caligmada antagonist olarak Pseudomonas cepacia (ID 2131)
segilmistir. Antagonistin yogun konsantrasyonlu siispansiyonlan kullamlmugtir. Fenolik
maddelerin sentezinden 6nce yarali bitki hilcrelerine yakin hiicrelerin Phenylalanine
ammonia lyase (PAL) aktivitesi artmaktadir. Yarali bolgelere yogun antagonist
siispansiyonun uygulanmasiyla PAL aktivitesi baskilanmaktadir. Bu baskilama
mekanizmasi bilinmemektedir. Muhtemelen turunggil meyve metabolizmasina etkili
olmakta lignin sentezine bagh olarak antagonistler PAL inhibe etmektedir. Antagonist
uygulanan yaralarda kahverengi pigmentasyon gorilmektedir. Bu da fenolik maddelerin
oksidasyonuyla agiklanabilir (Huang, et al. 1993).

Filonow (1999) Elmalarda, Botrytis cinerea zararlanina kargi, Cryptococcus laurentii,
Sporobolomyces roseus, Saccharomyces cerevisiae mayalanm kullanirken ortama ethyl,
butyl, hexyl acetatlar ilave etmigtir. Denemeler sonucunda mayalarin antagonistik
etkilerinin azaldify saptanmighr. Elde edilen sonuglara goére acetat esterleri spor

germinasyonunu sitimile edici etkiye sahiptir.

Hasat sonrasi gilek, frenk dizOmu, kivi ile asma ve kamelya yapraklanindan izole edilen
Botrytis cinerea laboratuvar sartlaninda incelenmig ve 48. saat sonunda en yiksek

diizeyde ethilen tirettifii ortaya konulmugtur. B. cinerea dzellikle kivi, (iziim gibi hassas
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yapih meyveler izerinde etilen senteziyle patojenitelerini artirmaktadir (Quadir et al.
1997).

Afek ve Sztejnberg (1988), narenciyeler izerinde yaptiklan galismalarda Phytophtora
citrophthora’ya duyarh ve dayamikh iki titr narenciye meyvelerini kullanmuglardir. 1ki tir
meyve kabugunda biriktirilen scoparone konsatrasyonlan kiyaslanmugtir. Duyarh
narenciye kabuklannda scoparone konsantrasyonu az bulunmug buna bagh olarak da
patojenlere direncin diigik oldugu ileri surdlmilgtiir.

Diplodia natalensis tarafindan salgilanan Polygalakturonaz (PG) enzimini inhibe eden bir
protein, Valencia portakal kabugu ekstraktesinden elde edilmistir. Bu inhibitds protein
enfekte olmug veya olmamg biltiin meyvelerde izlenmigtir. Jel filitrasyonu ile elde edilen
inhibitdriin molekiler afrh 54.000 daltona yakindir. Sicakhk ve proteaz tarafindan
inaktive olabilen inhibitdriin PG ile birlegmesiyle 95.000 dalton molekil agirhgina sahip
INH-PG kompleksi olugturduklan ve asidik kogullarda baglanabildigi PH:5’de optimum
aktivite gosterdigi tesbit edilmigtir (Barmore and Nguyen 1985).

Yapilan bir bagka ¢ahgmada, Penicillium italicum ile infekte olmug Valencia portakal
kabugunda Polygalakturonaz’in 3 formu tesbit edilmistir (PGl, PGII, PGIIl). Enfekte
dokuda enzimin yilksek oranda bulunmas) mavi kif enfeksiyonu sirasinda meydana gelen
D-Galakturonik asidin dokuda fazlaca birikmesinden dolay: olabilecegi ileri sirulmiistir
(Hersherhom et al. 1990).

Narenciye kiifleriyle birlikte bulunan proteinleri ¢ahgan bilim adamlan, hastahikh ve
saghkh afag extraktelerini sodium dodecyl siilfate polyacrylamide jel elektroforezinde
(SDS-PAGE) kosturmuglar ve sonuglan kiyasfadiklannda bantlan bulunan birgok
proteinin saghkl agaglarda hi¢ bulunmadifs ya da ¢ok digik konsantrasyonlarda
rastlanmgtir. Hastalikhi agaglarda ek proteinlere rastlanmugtir (Derrick et al. 1990).

b- Yer ve besin rekabeti: Dogal ortamda patojen ve antagonist aym ekolojik ¢evrede
bulunurlar. Besin gereksinimleri ve optimal ¢evre kogullan bakimindan benzerlik
gostermeleri nedeniyle siirh bir bolgede sl besin ortaminda rekabet ederler. Bu
konuda bakteri ve mayalar patojenlere kiyasla daha sanshdir. Hizla besini tilketerek
ortam kaplarlar. Bu gekilde patojenlerin geligmelerine engel olurlar. Biyolojik savasta
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hizla gelisen ve yara gevresini saran antagonistler segilmelidir ki patojenlerin geligmesi
Onlenebilsin.

Yara gevresinde antagonistik mikroorganizmanin iyi galigabilmesi patojenle kargilagacak
antagonist populasyonunun iyi tesbit edilmesine, uygun O, ve besinli zemininin

hazirlanmasina baghidir (Wilson and Wisniewski 1994).

2 ayn susu kullamlan Metschnikowia pulcherrima mayalanmn B. cinerea’ya kargt
antagonistik etkisi aragtiniirken, in—vitro kogullarda ortama litrede 100 gr. fruktoz ilavesi
yapilmigtir. Ortama eklenen besin B. cinerea’lara kargi mayalann kontrol kapasitesini
azaltic1 etki yapmugtir (Piano et al. 1997).

lki ozmotolerant maya susu 87 ve 101 Candida sptoderi Golden elmalan izerinde
lezyon azalma kapasiteleri bakimindan kiyaslanmigtir. En etkili kontrol sonuglan
patojende 10° - 10° cf/ml, antagonistik mayalarda ise, P. expansum’la savagta 10°®
cfwml, B. cinerea'da 107 cfiyml en basanh sonucu vermigtir. Maya suslan % 2'lik
CaCl;, KCl; ve CaCO, solusyonlan icinde suspanse edilerek yapilan denemelerde

antagonistlerin daha baganh oldugu ortaya konulmugtur. Ozellikle ortama kalsiyum
klorid tuzlanmn ilavesi miskemmel sonug vermigtir (McLaughlin et al. 1990).

Yine elmalarda yapilan bir cahymada B. cinerea ve P. expansun tirlerine epifitik maya ve
bakteri suglan denenmig, en etkili populasyon yoguntuklarinin mayalarda 10° cfu/ml,
bakterilerde ise 10® cfi/ml oldugu ortaya konulmusgtur. +4 ve 25°C lerde elma yaralanina
uygulanan antagonistlerden mayalar daha basanh sonug verirken, bakterilerde +4°C de
direng dismily ve populasyonda azalma gozlenmigtir. Baganh bulunan maya suglarina
% 2 CaCl, ilavesiyle biyokontrol aktivitesi limit dilzeyde gergeklesmigtir (Gullino et al.

1991).

Paketleme evlerinde ve depolarda bulunan hava bilegimi antagonistler ve patojenler igin

¢ok 6nemlidir. Ortamda yuksek CO, konsantrasyonu meyvelerde toksik dozda silksinik

asit birikmesine yol agar, dzellikle elmada 6z kararmasina ve patojenlerin zaranna agik

hale gelmesine yol agar. Ortamda O, azaldifs zaman meyve solunumu bozulur ve

anaerob solunum devreye girer. Bu da dokularda asetaldehit ve etil alkal birikmesine o

da meyve bozulmalanna neden olmaktadir. Yine ortam sicakliii meyve olgunlagmasim
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hizlandinr, buna bagh olarak da direng diiser ve patojenlere agik hale gelir (Karagah
1993).

Modifiye atmosferli paketleme evlerinde elmalar iizerinde bakteriyel antagonistlerin B.
cinerea’ya karyi kontrol etkisi diger paketleme evlerindeki kontrol ile kiyaslanmigtir.
Patojen’ ve antagonisin inokiile edildifi elmalar kafitlara sanlarak polietilen torbalar
iginde paketlenmig ve 5°C de depolanmigtir. Ortamda 5 seviyede % 0-15 arasinda O, ve
CO, varliginda antagonistik etkiler élgulmigtir. O,’nin ¢ok oldugu ortamlarda yara
caplannda azalma olmamig, ﬁakteriler antagonistik etki gdsterememiglerdir. Diigik O, ve
yitksek CO, seviyelerinde patojenler geligememis tam antagonistik etki saglanmigtir
(Floras et al. 1998),

Ekstrem ornekler diginda pek gok ¢iiriiklik etmeni 0-4°C de ve kontrolli atmosferde (%
3 0, ve % 8>CO0,) spor Uretmemektedir (Karagal 1993).

¢~ Antibiyosis: Bir organizmanin bagka bir organizmanin metabolitleriyle engellemesi
veya ykima ufratmasidir. Antibiyosis en ¢ok aragunlan biyolojik savag
mekanizmalanndandir. Bitki hastaliklanmin baskilanmasim gésteren ¢ok sayida ¢alisma
vardir. Fakat antibiyotiklere karg patojenlerin kisa sirede dayaniklilik kazanabilecegi de
digdnilmelidir (Bora ve Ozaktan 1998).

Pusey ve Wilson (1984), hasat sonrasi meyve ve sebzelerde bozulmalara neden olan
kahverengi kiiflere kargt antagonistik etkisini saptadifyy Bacillus subtilis’in (B-3) in vitro

kogullarda bir inhibisyon zonu olusturarak patojenin geligimini engelledigini gostermigtir..

B-3 susu alan B. subtilis’in hicreden anndinlarak filtratlanmn hazirlamp meyve ve
sebzeler tizerine denenmesiyle kontrolun saglanabildigi, identifikasyon sonucunda iturin
peptidlerinin varli§y ve antagonistler tarafindan uretildigi ortaya konulmugtur (Gueldner
et al. 1988, McKeen et al. 1986).

Fitopatolojik mikroorganizmalara etkisi aragtilan 10 bilesik, Alternaria mali,
Cercospora kikuchii, Phytopthora infentans, Botrytis cinerea, Pyricularia oryzae,

Cochliobolus miyabeanus, Fusarium oxysporum’a kargi denenmistir. Bu bilesiklerden 4
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tanesinin inhibitdr etkisi gozlenmistir. Bilegiklerin analizleri sonucu bu bilegiklerin B.
subtilis tarafindan OretildiZi ortaya gikmigtic (Phae et al. 1990).

Yeni bulunan Acremonium luzulae sugu 6zellikle elma ve gileklerde hasat sonrasi
hastaliklara neden olan mavi ve gri kife karsi denenmistir. Biyokontrol aktivitesi
gosteren 4. luzulae’nin antibiyotik yapisinda Cyclosporin C. iiretimi, UV infrared g1
altinda spektral analizleri, hidrolize ettikleri amino asit ve diger asit bilegikleri incelenerek
ortaya konulmugtur. Bu antibiyotikin bakteri ve mayalara hicbir etki gostermezken
yalmzca filamentli fungustara yonelik antibiyotik aktivitesi gézlenmigtir. A. luzulae
normal sgartlarda bu antibiyotifi iretmemekte, funguslarla kargilagmas: aninda
iiretmektedir (Maussaif et al. 1997).

Nisin, Streptococcus lactis, tarafindan dretilen bir polipeptid antibiyotiktir. Elmalarda
hasat sonrasi hastalik etmenleri alan B. cinerea ve P. expansum’a karyi antagonistik
Candida oleophila denemelerinde oda sicaklifn ve +4°C deki elma inokillasyon
denemelerinde baganh antagonistik aktivitesi tammlanmigtir. EI-Neshway ve arkadaglan
(1995) bu denemeleri yaparken aym kogullarda bir bagka deneme daha kurmuglardir,
Elma yaralarina antagonist maya ile (C. oleophila) Nisin birlikte inokile edilmigtir. Oda
sicakhinda 7 gin sonra incelenen elmalar yalmzca maya inokiile edilen elmalarla
kiyaslanmigtir. Bagan yizdesi nisin + antagonist kombinasyonunda ¢ok daha fazla
yitksektir.

Piano ve arkadaglan (1997) yaptiklan aragtirmada, elmalarda patojen B. cinerea’ya kargt
biyolojk kontrol kapasitesini kanitladiklan Metschnikowia pulcherrima mayas: patojen
gelisimini ve spor germinasyonunu inhibe etme yetenegini metabolik aktivite sonucu

meydana getirdigi toksit maddelerle bagardifim ortaya koymuglardir.

Insan saghfina ve ekolojik dengeye tahrib yetenefii olabilecegi diginalen antibiyotik
ureten kontrol ajanlan pek de uygun gorillmemektedir. Ayrica patojenlerin bir siire sonra
bu antibiyotiklere direncinin olustufu diginilirse, farkli mekanizmalarla ¢ahsan
antagonistler iizerinde galigilmas) 6nerilmigtir (Wilson and Wisniewski 1994).

d- Hiperparazitzm: Patojen ve antagonist organizmalann direkt etkilesimleri sonucu

parazitik yolla patojenleri imha etmesidir.
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Botrytis cinerea’lar tizerinde attacment (tutunma) yetenegi tesbit edilen biyokontrol ajans
Pichia guilliermondii (izolat 87) ve Debaryomyces hansenii (izolat 117) iizerinde
cahgan Wisniewski ve arkadaglan (1991) SEM ¢aligmalanyla tutunma yetenegini buna
bagh olarak da hiperparazitizmin nasil igledigini ortaya koymuglardir. Aldiklan sonuglara
gore etkili 87 susu ve etkisiz 117 susu, B. cinerea hiflerine sikica tutunmuslar,

tutunduklan bolgelerde gukurcuklar olugturarak hifleri ¢okeltiklerini gézlemislerdir.

Bu mekanizmamin agiga ¢ikanlmasi igin yaptiklan bir dizi biyokimyasal analizler
sonucunda D. hansenii ve P. guilliermandii’nin beta (1-3) glucanase enzim aktivitesinin
oldugu ortaya konulmugtur. Bu sekilde iki maya susunun patojen hife tutunduktan sonra
B-(1-3) glucanase enzimiyle patojen hiicre duvarlanm yikima ugratarak biyokontroli
sagladiklan diiginilmigtir (Wisniewski et al. 1991).

Mayalar ektraseliler matriks maddeleriyle tutunmayr saglamakta ve fungal hicre
duvarlanm: hidrolize etmektedirler. Mayalar f-glukorinaz tiretme yetenegindedirler. Bir
bagka galismada Notario (1982) Atagonistik etkisi kamtlanmug Candida Albicans’in da

glukorinaz aktivitesinin varligim ortaya koymustur.

Bu konuyla ilgili diger bir cahsma da Grevesse ve arkadaglan (1998) tarafindan
yapilmigtir. Elmalarda hasat sonrasi patojen B. cinerea’ya antagonistik etkisi belirlenen
Pichia anomala’da exo-beta 1,3-glucanase aktivitesi gozlenmistir. In vitro kosullarda
antagonistik maya sispansiyonu igine Glukoz veya hiucreden anndinlmg B. cinerea
hilcre duvar pargalant konulduu zaman glucanase aktivitesinin gok fazlalasti
goritlmilgtir. Mayalann hiperparazitik antagonizm mekanizmasinda diger arastiricilarla
aym fikri paylasan Grevesse ve arkadaglan in vitro olarak da inhibitor etkiyi
gostermiglerdir. Halen bu kamyla ilgili genetik ¢aligmalar devam etmektedir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

Elmalarda hasat sonras: bilyitk kayiplara neden olan Penicillium expansum ve Botrytis
cinerea patojenlerine karg; elma agag kisimlan ve meyve yilzeyinden izole edilmig
epifitik mayalalar biyokontrol aktiviteleri bakimindan aragtinlmugtir.

Subat-95 tarihinden baglayarak Kasim-95 tarihine kadar, bir aylik periyotlar halinde,
dort elma bahgesi ve 1 depodan omekler toplannugtir. Orekler bahgelerin degisik
yerlerinden yaprak, ¢icek, meyve olarak toplanmistir. Elma bahgelerinde Golden ve
Starking elma gegitleri birarada bulunmaktadir. Bundan dolay: her iki elma gegidinden de

ornekler alinmustir.
2.1, Orneklerin Toplandig Alanlar

1- Isparta Egirdir, Konya Bucaf mevki: Tamamen terk edilmig bir elma bahgesidir.
1990 yilindan bu yana herhangi bir bakim ve hasat yapilmamigtir. Bakimsizhifiyla goze
¢arpan bu bahgede elma agaglannda yaprak, dal ve meyvelerde biyilk hasarlar

mevcuttur.

2- Isparta Egirdir Cay Koy Harpuglu Mevki: Muammer Akkanat isimli bir gahsa ait 8

dekar civannda elma bahgesidir. Bakimi ve diizenli ilaglamas: yapilmaktadir.

3- Isparta Egirdir Cay Koyl Akdutdibi Mevki: Yilmaz Akkanat isimli bir gahsa ait 6
dekar civannda bakimh bir elma bahgesidir.

4- Isparta Egirdir Goldere Mevki: Mehmet Kilig isimli gahsa ait, bol ilaglama yapilan
bakimly, ticari amagla olugturulmug 40 dekar civaninda bir elma bahgesidir.

5~ Mehmet Kihg’a ait sofuk hava deposu: 0°C’de 85-90 nemde hava sogutmal sadece
elma depolanan bir soguk hava deposudur.

Elma bahgelerinden 6mekler alimrken her bahge i¢in 5 ana boélge secilmis her bélgeden
S’er afjag Uzerinden 3'er 6rnek toplanmugtir (Yaprak, ¢igek, meyve mevsimine bagh
olarak).
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Ornekler steril eldiven ve steril bustri yardimiyla alinarak steril torbalar iginde muafaza
edilmigtir. Ornekler bekletilmeden A.U. Ziraat Fak. Gida Muih. Mikrobiyoloji
Labaratuvarlanna taginarak analizleri yapilmigtir.

2.1.1. Yaprak drnek analizleri

Steril sartlarda saplanyla kopanlan yapraklar, nceden hazirlamip steril hale getirilen
fizyolojik tuzlu su (FTS)'li erlenler igine ahnmistir. Her ek igin ayn erlene konulan
yapraklar yanim saat 150 dev/dak’'da calkalanmigtr. PDA (Potato Dextroz Agar) besi
yeri lizerine 100 pul drnek ahnarak drigalski spatulu ile yayilmig ve 4 giin 24°C de inkibe
edilerek geligen mikroorganizmalann izolasyonlan yapidmugtir. Daha somra saflik

kontrolleri yapilan mayalar stok killtir olarak +4°C’de saklanmgtir.

2.1.2. Cicek drnekleri

Alinan cigekli drneklerin de tek tek 2.1.1.’de ifade edildigi gibi izolasyonlan yapilmistir.
2.1.3. Meyve Srnekleri

Her bir partide (¢ elma bulunan steril torbalarla taginan elmalar, swap_ kiltir yontemiyle
yiizey orekleri steril FTS’li tiipler igine alinmigtir,

Yine PDA iizerine 100 pul aktanlarak 2.1.1.'de belirtildigi gibi izolasyonlan yapilmigtir
(Janisiewicz et al. 1994, 1996, Sobiczewski et al. 1996, Falconi and Mendgen 1994,
Gullino et al. 1991, Lima et al. 1998, Leibinger et al. 1997 Teixido et al. 1999).

1zolasyonlan yapilan mikroorganizmalar pH = 4,5-5 de hazirlanmig PDA petri kutularina
ekilmeleri sonucunda epifitik mayalar saf olarak izole edilmigtir.

E’.lma\yaprak; ¢icek ve meyvelerinden izole edilen 123 maya izolau B. cinerea ve P.
expansum’a karg: antagonistik kontrol aktiviteleri bakimindan incelenmigtir.

2.3. Antibiyosis Denemeleri

Epifitik 123 maya izolat: in vitro kogullarda iki ayn patojene karg: tek tek denenmistir.
Maya geligimi igin NYDA (Nutrient Yeast Dextrose Agar) kullanidmugtir,
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NYDA = 20gr Agar
8 gr Nutrient Broth
4 gr Yeast Extract
1,5 gr Dextrose
1000 ml  Distife su

Patojenlerin geligimi igin segilen besi ortami PDA'dir,

PDA =  200gr Patates (kabuklan soyulmug)
1000 ml  Cegme suyu
20gr Toz geker
15gr Agar

Hazirlamgi: Kop kitp dogranan patatesler 1 It su iginde tencerede kaynatilmug, kaynama
bagladiktan sonra yanm saat bekletilmis kaynamaya devam ettirilmigtir. Tilbentten
suzislerek 1 It su olabilmesi igin saf su ile tamamlannugtir. Besiyeri hazirlandiktan sonra
stelize edilmistir (121°C’de 15 dak.).

Steril petrilere énceden hazirlanmig PDA'lann katilagmasi beklendikten sonra nokta ekim
ile P. expansum ve B. cinerea’lann ekimleri yapilmigtir. 22°C’de S gin inkiibe edilmigtir.
B. cinerea’lann sporilizasyona gegmesi i¢in 1 giin 151k altinda birakilmigtir (Janisiewicz et
al. 1994, Janisiewicz 1996).

PDA igeren petri kutulan uzerinde kif ekimi yapildiktan 3 giin sonra NYDA ilzerine her
petriye | maya olacak gekilde tiim petri yilzeyini tarayarak dze ile siirimleri yapilmigtir.
Mayalar 28°C’de 2 giin inkilbe edilmigtir.

5. ginin sonunda S gonlik kif plaklan (sporilizasyonu tamamlamig) ve 2 gunlik
gelismig maya plaklar hazir hale gelmistir.

P. expansum bulunan PDA plag) ilzerine ve B. cinerea bulunan PDA izerine steril 15 ml
FTS cozeltisi dokolmid ve ¢am spatil yardimiyla sporlann FTS igine gegmesi
sagilanmistir. Petriden alinan spor igeren FTS, iginde minik cam boncuklar bulunan steril
tiplere alinmug, tip kangtincida iyice kangtnlarak, cam boncuklann da yardimiyla

sporlann tek tek aynimas saglanmigtir. Bu sekilde sayimlan daha kolay hale gelmistir.
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Toma lamu dizerinde sayimlan yapilan B. cinerea ve P. expansum’un 10° cfiym! olacak
sekilde siispanse edilmis ve PDA plaklan iizerine 100 pl ahnarak yayma preparatlan
hazirtanmigtir. Biraz beklendikten sonra, iki gunliik gelismis maya ornekleri mantar
delme aleti ile 15 mm gapinda diskler halinde kesilerek, spor ekimi yapiimug PDA’lar
uizerine, (her petriye 3 disk olacak gekilde) ters olarak konulmugtur. 8. cinerea ve P.
expansum igin ayn ayn denenen mayalar 3 paralel olarak hazirlanmistir. 24°C’de § giin
inkube edilerek, maya diski etrafinda zon olugup olugsmadify belirlenmigtir (Pusey and
Wilson 1984, Phae et al. 1990, Maussaif et al. 1997).

2.4, Hiperparazitizm Denemeleri

Epifitik 123 maya izolatindan, morfolojik olarak farkh bulunan 44 maya segilerek Patojen

hiflerine tutunma (attechment) yetenegi bakinindan denenmigtir.

% 10 zayflalmg PDA kullamlarak, 15tk mikroskobisi, SEM ve TEM elektron

mikroskobileri igin ayn ayn preparasyon iglemleri yapllmlslir.
% 10 zayiflailmig PDA =
Normal PDA hazirlamrken kullamlan patates extraktindan 100 ml alinarak hazirfanmigtir.

100 ml  patates extrakti
2gr toz seker
I8 gr Agar
900 m! Distile su

kangimiyla hazirlanan besi ortamu steril edilerek, petrilere dokilmigtur. Katilagan besi
yerleri iizerine 6ze ile stok saf kiltiir halinde bulunan £. expansum ve B. cinered’dan
petrilerin tam ortasina olarak gekilde nokta ekimleri yapilmig, 22°C’de 5 gun inkube
edilmigtir. Petride patojenler yildiz bigimli zayif bir gelisme gostermigtir.

hazirlanan ve steril hale getirilen NYDB'lere stok maya kiltirlerinden oze ile ekimleri
yapilmig 48 saat 28°C’de yatik olarak calkalayiciya yerlegtirilip inkilbe edilmigtir. 48 saat
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sonunda maya'lann sayimi yapilarak 10° cfw/ml olacak gekilde FTS icinde siispanse
edilmiglerdir.

Patojen hifler 5. giiniin sonunda cihz yildiz seklinde yayihim gostermiglerdir. Bu geligen
hiflerin u¢ kisimlanna, 48 saatlik maya siispansiyonlan, (IO’ cfi/ml) mikropipet ile
damlatilmistir. 3 paralelli olarak yapilan damlatma preparatlan 24 saat 24°C de inkilbe
edilmistir.

Bu kisma kadar gtk mikroskobisi SEM ve TEM igin aym prosedir uygulanmugtir,

Preparasyon iglemlerinde farkli yollar izlenmigtir.

a— Igik mikroskobisi: 5 ginlok zayif gelismig B. cinerea ve P. expansum’a ayn ayn 3
paralel olarak denenmig maya izolatlan ile karsifagtinlip 24 saat inkiibe edildikten sonra
petriler steril su ile iyice yikanmugtir. Patojen-maya bulugmasinin oldugu yerler daha
onceden isaretlenmig, ytkamanin ardindan da bolgelerden bistiri yardimyla alinan kare
seklindeki PDA parcalan temiz lam izerine konularak lamel kapatilmig ve igik
mikroskobisinde incelenerek resimleri gekilmigtir (Campbell and Duffus 1991, McGinnis
1980).

b- Electron Mikroskobisi: Tipki 1gk mikroskobisi gibi haziflanmig PDA'lardan
patojen-maya karsilasmasimin oldugu bolgelerden (yskama yapildiktan sonra) kilgik

pargalar kesilmigtir ve elektron misroskobisi igin hazsrlanmigtir.

Uzerinde patojen hifleri ve onlara tutunmug maya’lann oldugu diginilen kigik PDA
parcalan fosfat tamponunda (pH=7) hazirlanmig % 3'itk Guluteraldehitte on fiksasyonu
yapilmig. 3 saat Guluteraldehitte bekletilen numuneler 4 defa fosfat tamponundan
geginlerek (4 saat iginde) ytkanmigtir.

Bir giin onceden renkli gige i'cerisinde fosfat tamponu ile hazirlanmig % 1'lik Osmium
tetroksit  (0sO,) icinde +4°C’de, 2 saat bekletilerek post fiksasyon iglemi

tamamlanmigtir. Tampon gozeltisi icin 4 defa (4 saat iginde) yikanarak, dehidrasyon

islemine baglanmigtir.

% 50’lik alkolde 10 dakika
% 60°lik alkolde 10 dakika
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% 70’lik alkolde hazirlanmig % 1 Uranil asetatta 60 dakika

% 70’lik alkolde 10 dakika

% 70’lik alkolde 10 dakika

% 80’lik alkolde 10 dakika

% 90’lik alkolde 10 dakika

% 96’lik alkolde 10 dakika

% 100'lik alkolde 10 dakika

% 100’lik alkolde 10 dakika

% 100’lik alkolde + propilen oxide (1x1 oraminda) 15 dakika
Propilen oxide 30 dakika

olarak dehidrasyon iglemi tamamlanmugtir. Bu agamaya kadar Scanning electron
mikroskobisi (SEM) ve Transmision electron mikroskobisi (TEM) igin iglem aynen

uygulannugtir.

SEM icin hazrlanacak olan numuneler, dehidrasyon isleminden sonra steril petrilere

ahnarak, etiiv iginde kurumaya birakilmigtir.

30°C de 12 saat
45°C de 12 saat
60°C de 48 saat

bekletilerek numunelerin suyu iyice alinmig ve Staplar iizerine yapigtinian numuneler altin

ile kaplanarak SEM'da incelenmistir (TPAO kurumu olanaklanindan yararlanimugtir.).

TEM preparasyonunda ise dehidrasyon agamasi sonuna kadar aym prosediir uygulanmg,
dehidrasyondan sonra gémme islemine gegilerek bloklar hazirfanmigtir. Gémme ortamu
olarak Araldite CY212 kullanilmugtir.

Gomme ortamu Araldit’in hazirlamg1 =

Araldite CY212 - 10ml
DDSA - 10ml
DMP-30 - 05ml
Dibutil fitalat - 1 mi
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ahnarak cam bir kap ierisinde iyice kangtinlnugtir. Recine kivaminda olan aralditte géme

yapilmadan, dnce numuneler araldite ahgtinimgtir.

Propilen oxide - gomme ortami=1:1 2 saat
Propilen oxide - gomme ortamu=1:2 2 saat
Propilen oxide - gomme ortamu=1:3 1 gece

Saf gdbmme ortamu 3 saat

rototor aleti igerisinde bekletilerek araldite aligtirma iglemi tamamlanmugtir Saf aralditten
ahinan numuneler blok kaplan igine yerlegtirilmig etiketlendikten sonra saf araldit igine
goémilmigtir. Bloklar etav igine ahinarak 40°C’de 12 saat 60°C’de 48 saat bekletilerek

araldit’in katilagmasi saglanmgtir.

Bloklar tirimleme yapilarak kenarlanndaki fazla aralditler tirim bigag ile ahinmgtir.
Ultra-mikrotom'da cam bigak yardimi ile alinan 100A° kalindigindaki ince kesitler x300,
x400 mech'lik gritler uzerine alnmigtir. Bir gin 6nceden hazirlanan Uranil asetat ve
kurgun sitrat boyalanyla boyanan gritler TEM'da incelenmigtir (A.U. Fen Fak. Elektron

mikroskobundan yararlamlmigtir).

Elektron mikroskobi caligmalannda temel teknikler olarak Hayat (1972)"in Basic
Electron Microscopy Techniques kitabindan, Campbell ve Duffus'in (1991) Yeast
apractical approach kitabindan, Wilson and Chalutz (1989), Wisniewski et al. (1991),
Manocha, (1985), Huang et al. (1993), Chalutz and Wilson (1992), Nelson et al. (1986),
Jarvis et al. (1990), Wisniewski et al. (1991), makalelerinin materyal metod kisimlarindan

yararlamimigtir.
2.5, fn-vivo Elma denemeleri

Elma yaprak, gicek ve meyveleri zerinden izole edilmis 123 maya susu, Elmalarda hasat

sonrasi hastahk etmeni P. expansum ve B. cinerea’lara karyi elmalar dzerinde

denenmigtir. Patojenler 10° cfi/ml, mayalar ise 10° cf/ml olacak sekilde (toma lamu ile

sayimlan yapilarak) elmalarda agilan yaralar iizerine inokiile edilmistir.
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Her bir maya susu B. cinerea ve P. expansum’a ayn ayn denenmig, her maya denemesi
icin 6 elma, her elma igin iki suni yaralama kullamlmigur (Janiziewicz et al. 1994,
Leibinger et al. 1997, Janisiewicz and Bors 1995, Roberts 1990).

Elma denemelerinde lezyon gaplanmin 8lgiimil ve yaralarn net tayini igin Golden elmalan
kullamlmigtir. Yetersiz Laboratuvar sartlan ve malzeme noksanh@ nedeniyle, mayalar

parti parti incelenmigtir. Her parti igin ayn kontrol denemesi yapilmigtir.

.Kasadan gozle goriliir hasarh elmalar ayiklanmig, saglam olanlar ise gesme suyunda
yikanmigtir. 1 gece bekletilerek suyunun siizilmesi ve elmalann kurumas: beklenmigtir.

Yikanmig saglam elmalar % 70’lik alkole daldinlarak elma yiizey sterilazsonu yapilmigtir.

Daha énceden ozonlu su ile yikanmg 25 x 40 boyutundaki plastik tepsiler kuruduktan
sonra iglerine steril havlu kagitlar serilerek, iizerine plastik bardaklardan kesilmig daireler
yerlegtirilmigtir. Bu daireler tepsi ile elmamn birbirine temas etmesini engelleyecek
boyutta kesilmistir. 1 maya denemesi igin 6 elma kullaminug, plastik tepsi 6 elmay: birden

almadig icin 2 tepsi 1 deneme olarak hazirlanmigtir.

Elmalar, yan yatinlarak plastik daireler iizerine oturtulmustur. Elmalann yukan bakan
kissmlannda 3 mm boyunda ve 3 mm capinda delikler agidmigtir. Birbirine 1,5-2 cm
arayla her elmaya iki tane delik agilmistir. Yanm saat kurumasi beklenmistir.

NYDB'de killtire edilen maya izolatlan 48 saat 28°C’de calkalanarak geligtirilmigtir.
Toma lam: ile sayimlan yapilan mayalar 10°* cfivml olacak sekilde, her delige 30 pl
damlatilmig, damlalann delik izerinde kalmasina 6zen gosterilmistir. 2 saat beklenerek

maya silspansiyonfarimn elma yilzeyinde kurumas saglanmigtir.

PDA’ya nokta ekimi yapilan P. expansum ve B. cinerea’lann sporlagmas: saglanarak 5-6
giln 22°C’de inkiibe edilmigtir. PDA yiizeyinde gelisen sporlani alabilmek igin, steril su
hazirlanarak petrilere 15 ml dokitlmiig, cam spatil yardimu ile sporlann 1slanmasi ve suya
gecmesi saglanmigtir. Pipet yardimu ile steril sartlarda, iginde minik cam boncuklar olan
tuplere alinmuglardir, Spor silspansiyonlan cam gubuklar ve tip kangtinc: yardinyla iyice
kangtinlmigtir. Toma lam ile sayimlan yapilarak 10° cf/m! olacak gekilde her delige
20 pl olarak inokiile edilmigtir. Kurumasi igin 3 saat beklenmig, elmalara deydirmeden
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100-150 cc kadar distile su konularak tepsiler polietilen torbalara gegirilerek agz lastikle
baglanmugtir. Bu gekilde yapay olarak nemli ortam saglanmugtir. Tepsiler 22°C'de 7 gin
bekletilmigtir. Her bir deneme igin kontrol hazirlanmug, kontrol elmalara sadece 10’
cfu/ml patojen siispansiyonlan verilmigtir.

7. giniin sonunda her bir maya igin hazirlanan elmalardaki yaralar ve yara gaplan
olgulmagtur.

Yaralann ¢ilriime ve ¢ilrimemesine gdre hastalik yizdesi hesaplanmigtir.
Hastahk Yozdesi = -Coriyenyarasansi 49

Toplam yara sayisi

Kontroller de dahil olmak izere her maya icin hastahk ylizdesi ve buna bagl olarak da
etki yuzdesi hesaplanmigtir.

(Kontroldeki hastalik %) - (Uygulamadaki hastalik %)

Gl etesi - (Kontroldeki hastalik %)

Her maya igin ayn ayn yara (lezyon) ¢aplan olgillmilg, sonuglar kontrollerle kiyaslanarak,

Duncan ¢oklu testine gore degerlendiriimig, varyans analiz tablolan olugturulmugtur.

In-vivo elma denemelerinde baganh bulunan ve antibiyosis denemelerinde de (+) sonug
veren mayalardan 13 tanesi segilerek sofuk hava deposunda +4°C’de, her maya igin §
elma olarak denenmigtir. Soguk hava deposunda 5 hafta bekietildikten sonra, yara
sayilan ve yara gaplan bakimindan Duncan ¢oklu testine gore, variant analiz tablolan
¢ikanlmig ve grafiklerle sonuglar istatistik olarak degerlendirilmigtir (EI-Ghaouth et al.
2000, El-Ghaouth et al. 2000, Janisiewicz 1996, Teixido et al. 1999, Howell et al. 2000,
Carisse et al. 2000, Zhang and Yuen 2000, Braun—Kiewnick et al. 2000, Zhou et al.
1999, K6hi et al. 2000,' Sivakumar et al. 2000, Postma et al. 2000).

2.6. Mayalann Tammlanmas

In-vivo elma denemeleri sonucunda baganh biyokontrol aktivitesi gosteren 13 maya

izolati tammlanmaya ¢aliglmigtir.
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2.6.1. izolatlarin tammlanmasinda kullanilan morfolojik testler
2,6.1.1. Vejetatif hiicrelerle cogalma

Tammlamada 6nemli kriterlerden olan vejatatif iireme geklinin belirlenmesi igin, NYDB
swv1 kiiltire ekimleri yapilan maya izolatlan 150 dev/dak ¢alkalanarak 28°C’de bir giin
inkiibe edilmigtir. Geng kiltiirden alinan maya izolatlan, PDA uzerine ekilerek 28°C’de 3
gin inkiibe edilmistir. Ozeyle alinan maya émegi bir damla su iginde yaylarak

mikroskopta incelenmigtir.

Mayalanin tomurcuklanma veya fizyonla gogaldig belirlenmigtir (Barnett et al. 1983,
Campbell and Duffus 1991).

2.6.1.2. Pseudomisel olusumunun mikroskobik incelenmesi

Eger bir maya tomurcuklanma ile ¢ogaliyorsa, olgunlagmig tomurcuk ya hemen ana
hiicreden aynlmakta, ya da ana hilcreden aynilmadan zincirsi yapilar olusturmaktadir. Bu
zincirsi yapilara pseudomisel adi verilmektedir (Barnett et al. 1983, McGinni 1980). Bu

olusum tammlanmada énemli olup pseudomisel olusturup olugturmadigi belirlenmigtir.

Pseudomisel olugumunu incelemek igin Dalmau plates yontemi uygulanmigtir (Barnett et
al. 1983). Bu metod igin ana besi yeri yine PDA'dir. Maya izolatlannin NYDB de
gelitirilmig 1 ginlik kilturlerinden 6ze ile alinarak PDA iizerine bir gizgi ekim ve iki
nokta ekim yapilmigtir. Onceden sterilize edilmig lameller ekim yapilan bolgelerin tizerine

kapatilmig, 28°C’de 10 giin inkilbe edilerek mikroskopta incelenmistis.
2.6.1.3. Ballistospor olujumunun incelenmesi

Ballistospor: Vejatatif hiicrelerden ikinti yaparak 6zel bir yap: icinde gelisen ve 6zel bir
firlatma mekanizmas ile havaya firlatlan sporlardir (Lodder 1970). Bu sporlar Bullera,

Sporobolomyces ve Sporidiobolus genuslanmin tanimlanmasinda kullamlir.

Balistospor tayini igin Malt extract agar kullamlmigtir.
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Malt extract agar:

Malt extract 30gr
Pepton Sgr
Agar 15gr
Distile su 1000 ml

Bu deneme igin iki ayn boyutta petri kullamlmigtir. Bilyilk 9 mm’lik petrilere Malt ext.
agar steril bir gekilde dokillmigtir. Yine biiyuk petri igine kigilk petri kapag konularak
(5 mm’lik) steril edilmis, besiyeri de steril edilerek petri igindeki kiigilk petrilere besi yeri
dokilmiigtir. Soguyup katilagmas beklendikten sonra biiyitk petriye 6nce doktogimilz
besi yeri ilzerine maya izolatlanndan 6ze ile aldifimiz kultirden + geklinde ¢izgi ekimi
yapilmigtir. Siirim yapilan petri, iginde kigik petri bulunan diger petri kapaf
kaldinflarak dzerine kapanmigtir. Petrinin afiz kismu iyice bantlanarak 3 hafta 20°C’de
inkiibe edilmigtir. Ug hafia sonunda Blastospor olugturup olusturmadifis kigiik petrideki
dremeye gore degerlendirilmigtir (Barnett et al. 1983).

2.6.1.4. Askospor olusumunun mikroskobik incelenmesi

Mayalann askospor olugturup olusturmadifim incelemek icin NYDB icinde kiltire
edilmig 1 giinlik taze maya kiiltirleri kullanlmigtir. Daha 6nceden hazirlanmg steril
Gorodkowa agar Gzerine inokile edilerek 25°C’de 3 gin inkitbe edilmigtir. Mikroskobik
incelemelerde askospor gorillememigse, 20°C’de 6 hafla bekletilen kiltiirlerden yayma
preparat hazirlanarak incelenmig, Ascosporlanin daha iyi gorilebilmesi icin Malahit
yegili-Safranin ile ikili boyama yapilmigtir (Barnett et al. 1983).

Gorodkova agar =>

D-Glukoz - 1gr
Pepton - 10 gr
NaCl - S gr
Agar - 15 gr
Distile su -~ 1000 ml
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Malahit yesili =

Malahit yesili - 5gr
Distile su - 100 ml

boya dnceden hazirlanarak siiziilmils daha sonra kullanilmugtir.

Safranin =
Safranin - 0,5 gr
Distile su - 100 ml

siiziilerek kullanilmistir.
Askosporlarin boyanmast =

6 haftalik kiiltirden bir damla su iizerine alinmig iyice yayilarak kurumaya birakilmigtir.
Birkag sefer alevden gegirilerek fikse edilen mayalar dzerine % 5°lik malahit yesili
boyasindan damlatilmig 60 saniye beklenmigti. Boyanin kurumasi igin sicak tabla
kullantlmugtir. Akan suda yikanan preparatlara, Safranin damlatilarak 30 saniye
beklenmigtir. Yine akan suda yikanmug ve preparat kuruduktan sonra mikroskopta

incelenmigtir.

Askosporlar — mavi - yesil renkte

Vejetatif hiicreler—  kirmuzt renkte gorillmigtir.
2,6.2. Tammlanmada kullandan fizyolojik testler
2.6.2.1. Glukoz fermantasyonu

Bu testte mayalann glukozu kullamip kullanmadigina bakidmugtir ve buna gore
tammlanmigtir. Glukoz fermantasyonu testinde sivi besi yeri kullamlmigtir (Lodder,
1970).

D-Glukoz - 30gr
Pepton - 20gr
Yeast ext. - Sgr
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o
Distile su - 1000ml  pH=58
Bromacresol porple — % I'lik 3,2 ml

Hazirlanan besiyeri tiplere dagitilarak sterlize edilmigtir. Stok mayalardan geligtirilmig 1
gunlik kiltirden 20 pl aglanan besiyerleri 2 giln 28°C’de inkiibe edilmigtir. Steril
besiyeri igine diirham tiipi yerlegtirilmig, indikator boyadaki renk degigimi + dirhamda

bulunan gaz + ise sonug (+) olarak degerlendirilmistir.
2.6.2.2. Ureaz testi

Ortamda yeterli vitamin saglandifs zaman, maya ureyi kullanabilir, Ureyi amonyagia
gevirip hidrolize etmek igin Ureaz enzimden yararlanmaktadir. Maya tammlanmasinda
ireaz aktivitesi 6nemli bir kriter olarak kullanlmaktadir (Barnet et al. 1983).

Bu test igin Christensen’in Ure broth’u kullanilmugtir.

Chistersen’in iire broth’'u =

Pepton - I gr
NaCl - Sgr
D-Glukoz - 1gr
KH,PO, - 2gr
Fenol kirmzisi - 0,012 gr
Distile su - 1000 ml

Besiyeri hazirlandiktan sonra fitrasyonla sterlize edilmig ve steril tipler igine 7°ser ml
konulmugtur (pH = 6,8) Bir gilnliik taze kaitiirden 20 pl. ekimleri yapilarak 28°C'de 3
gin bekletilmigtir. Maya izolatlannda Ureaz aktivitesi pembe renk olusumu ile iireaz (+)

olarak nitelendirilmigtir.
2.6.2,3. DBB testi = (Diazonyum blue B, testi)

Bu test, maya suslanmin Basidiomycefes olup olmadigim ayirt etmek igin yapihir. Yapilan
denemelerde Basidiomyceles mayalanmn bitin suslan DBB tamponu uygulandiginda

koyu kirmizi renk vermektedir (Barnet et al. 1983).
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Bu test igin MYGP agar kullamlmistir. Steril olarak hazirlanan MYGP agar iizerine, bir
ginlik taze kiiltirden sirum yapilmigtir. 10 gin 28°C'de inkiibe edilen petriler DBB

solusyonu damlatilarak 2 dak. ierisinde kirmizi renk olugumuna gore simflandinlmugtir.

MYGP Agar =

Malt extract - 3gr
Yeast extract - 3gr
D-Glukoz - 10 gr
Pepton - 5gr
Agar - 15 gr
Distile su - 1000 m!

Diazonium blue B (DBB) ¢6zeltisi hazirlanirken, pH = 7'de soguk distile su ile 0,1 M.
tris-HCI tampon ¢ézeltesi hazirlanmug, her mililitresi igin 1 mg DBB tuzu eklenmistir.
Cozelti, sofukta veya buz iginde bekletiimistir. 10 gin inkibe edilmis MYGP agar
tizerinde geligen mayalar 2 saat 55°C'de itevde bekletilmigtir. 2 saatin sonunda etiivden
cikanr ¢ikarmaz ozerine DBB solusyonu damlatilmigir. Sayet renk kirmiziya dontigirse
DBB (+), mayalar aym renklerini korurlarsa DBB (-) olarak degerlendirilmigtir.

2.6.2.4. Nitrat testi

Mayalann besin olarak azot kaynaklanm kullamp kullanamamasina gore aynmlannin

yapildids bir testtir. Bu test igin Yeast Carbon base ve % 0,5 KNO, kullamimigtir.

Besi yerinin hazirflanmast =

Difco Yeast Carbon base - 11,7 gr
Distile su - 1000 ml

kanigimla stok solusyon haziwlanmigtir. % 0,5 KNO, de hazirlanarak steril hale

getirilmigtir.
45ml  ~ N kaynafn
0,5ml -~ Stok Yeast Carbon base
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steril gartlarda birbiri Gzerine pipetlenmistir. 1 giinlik gen¢ maya kiltiirtinden ekimleri
yapilarak 3 gin 28°C’de inkilbe edilmigtir. Besiyerinin bulamk olup olmayigina gore,
Ureme varsa (+), yok ise (-) olarak degerlendirilmigtir (Campbell and Duffus 1991).

2.6.2.5. Karbon kaynaklan testi

Maya'lanin tammlanmasim daha iyi yapabilmek igin karbon kaynaklan testi yapilnugtir.
Burada esas alinan maya’nin hangi kaynaf besin olarak kullamp kullanmadiidir (Barnett
et al. 1983). Bu test i¢in Yeast N base kullamimgtr.

Difco Yeast Nbase -  6,7gr
Distile su - 1000 ml

Kangim stok solusyon olarak hazirlanmmyg ve sterlize edilmigtir. % 2’lik karbon kaynaklan
hazirlanmig ve tuplere 4,5 ml olarak dagitilip sterlize edilmistir (110°C’de 15 dak.).

Steril 4,5 ml karbon kaynad: uzerine 0,5 ml Stok Yeast N base pipetlenmigtir. Bu besi
yeri izerine | giinlik taze maya kaltariinden ilave edilerek (20 ul) 28°C’de 3 gin inkibe
edilmigtir. Yine uremenin varhgina gore degerlendirilmigtic. Ureme varsa ve kultir
bulaniklagmigsa (+), iireme yok ve kiiltir bulanik degilse (-) olarak degerlendirilmigtir.

Kullanilan karbon kaynaklan =

Glikoz
Galaktoz
Maltoz
Sikroz
Mellibiyoz
Laktoz
Sellobiyoz
Rafinoz
Nisasta

Mayalann tammlanmas: yapilirken temel olarak Barnet et al. (1983) kullamimustir.
Bununla birlikte gerek besi yerlerinin hazirlanmasi, gerekse simiflandirma igin: Cambell
and Duffus (1991), Onions et al. (1981), Samson et al. (1988) McGinni (1980), Lodder
(1970), Lodder and Kerger - van Rij (1967) kitaplarindan yararlamilmistsr.
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3. ARASTIRMA BULGULARI
3.1. Antibiyosis denemeleri

Elma yaprak, ¢igek ve meyveleri izerinden izole edilmig 123 maya izolats, P. expansum

ve B. cinerea’ya karg tek tek denenmigtir.

Maya izolatlannin patojen kiif sporlan ilzerine, gelisimi onleyici etkileri Cizelge 3.1'de
gosterilmistir. Alinan sonuglara gére 123 maya izolatindan, 92 tanesi P. expansum’a 68
tanesi de, B. cinerea’ya kars etkisiz bulunmugtur. Etkili bulunan maya izolatlannda d¢
farkli etki g6zlenmigtir (Cizelge 3.1).

Birinci etki seklinde: Maya disklerinin etrafinda kuf sporlanmin geligimi tamamen
engellenmig, 116 nolu izolatta gonildiigd gibi 4.94 cm capinda antibiyosis zonu
olugturmugtur.

Cizelge 3.1. B. cinerea ve P. expansum'a ctki mekanizmalan aragunlan 123 maya izolatinin numarass,
izolasyonunun yeri, antibiyosis ctki gckli, antibiyosis zon ¢aplan

P. expansium B. cinerea
iZolasyon 1zolat Antibiyosis | Antibiyosis Anti!:iyosis Antibiyosis
numarast | etki gekli |zon ¢api (mm)| etki gekli |zon ¢api (mm)
Meyve 1 inh 2,03 inh 2,12
Cicek 7 - 0 - 0
Cicek 1 - 0 - 0
Yaprak I3 - 0 - 0
Yaprak 14 - 0 - 0
Meyve 20 - 0 - 0
Yaprak 23 - 0 - 0
Meyve 24 - 0 - 0
Meyve 25 - 0 - 0
Cigek 27 - 0 ¢ok 33
Cigek 33 - 0 ¢ok 3,05
Meyve 36 - 0 - 0
Yaprak 43 - 0 - 0
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Cizelge 3.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
izolasyon fzolat Antibiyosis | Antibiyosis | Antibiyosis | Antibiyosis
numarasi | etki gekli {zon capi (mm)| etki gekli |zon ¢aps (mm)
Meyve 45 - 0 - 0
Yaprak 48 - 0 inh 3,77
Yaprak 51 - 0 ¢ok 3,64
Yaprak 56 - 0 - 0
Meyve 57 kh 2,43 kh 2,15
Yaprak 58 kh 2,43 kh 2,25
Meyve 59 kh 2,6 kh 23
Meyve 60 - 0 - 0
Meyve 61 kh 2,55 kh 2,5
Meyve 62 - 0 - 0
Yaprak 63 - 0 ¢ok 2,85
Meyve 64 - 0 - 0
Meyve 65 - 0 - 0
Meyve 66 - 0 - 0
Yaprak 71 - 0 ¢ok 3,92
Cigek 75 ink 1,47 inh 2,9
Meyve 71 - 0 - 0
Cicek 78 - 0 - 0
Meyve 83 kh 2,23 kh 2,4
Meyve 85 kh 1,28 kh 2,7
Yaprak 87 - 0 inh 3,63
Yaprak 88 inh 3,88 inh 3,7
Meyve 89 - 0 - 0
Meyve 90 - 0 - 0
Yaprak 91 - 0 cok 3,55
Cigek 92 - 0 ok 3,15
Yaprak 93 - 0 ok 3,97
Meyve 100 - 0 - 0
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Cizelge 3.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
fzolasyon fzolat Antibiyosis | Antibiyosis | Antibiyosis | Antibiyosis
numarasi { etki gekli | zon gapi (mm)| etki gekli | zon gapt (mm)
Meyve 102 - 0 - 0
Yaprak 103 - 0 - 0
Cigek 104 - 0 - 0
Yaprak 105 inh 2,53 inh 3,1
Meyve 106 kh 2,8 kh 2,7
Meyve 107 - 0 - 0
Cigek 108 - 0 - 0
Meyve 109 inh 2,2 ¢k 28
Meyve 110 - 0 - 0
Cigek 11 - 0o . - 0
Yaprak 113 - 0 - 0
Cigek 114 - 0 - 0
Yaprak 115 inh 23 inh 2,92
Yaprak 116 inh 4,94 inh 23
Cigek 119 - 0 - 0
Cigek: 120 - 0 cok 3,05
Yaprak 121 - 0 ¢ok 33
Yaprak 154 kh 2,2 kh 2,6
Meyve 158 - 0 - 0
Yaprak 162 - 0 ~ 0
Meyve 173 kh 1,9 kh 2,0
Yaprak 175 inh 2,14 inh 2,52
Meyve 177 kh 2,4 kh 2,2
| Meyve 188 - 0 - 0
Yaprak 189 - 0 - 0
Meyve 190 - 0 - 0
Meyve 193 - 0 - 0
Meyve 196 inh 29 inh 2,8
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Cizelge 3.1. (devam) -

P. expansium B. cinerea
1zolasyon fzolat Antipiyosfs Antibiyosis Antipiyosfs Antibiyosis
numaras: | etki gekli [ zon capi (mm) | etki gekli | zon ¢ap1 (mm)
Yaprak 197 - 0 - 0
Meyve 205 - 0 - 0
Yaprak 209 inh 2,37 inh 2,2
Yaprak 210 - 0 - 0
Yaprak 211 kh 2,85 kh 2,63
Yaprak 212 - 0 - 0
Meyve 213 - 0 ¢ok 2,34
Yaprak 214 - 0 - 0
Yaprak 215 kh 2,6 kh 28
Meyve 223 kh 2,6 kh 2,1
Meyve 230 kh 2,6 kh 2,13
Meyve 235 - 0 - 0
Meyve 23§ - 0 - 0
Meyve 243 - 0 - 0
Meyve 249 kh 2,35 kh 2,2
Yaprak 252 kh 2,65 kh 2,5
Yaprak 253 kh 2,43 kh 2,18
Cigek 255 - 0 cok 2,97
Cigek 255 - 0 ¢ok 2,97
Meyve 256 - 0 - 0
Meyve 259 - 0 ¢ok 3,27
Cigek 260 - 0 - 0
Meyve 261 kh 2,55 kh 2,92
Meyve 263 kh 24 kh 2,0
Meyve 263 kh 2,4 kh 2,0
Meyve 264 kh 2,67 kh 2,43
Meyve 265 - 0 - 0
Yaprak 266 kh 2,1 kh 2,05
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Cizelge 3.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
izolasyon Izolat Antibiyosis | Antibiyosis | Antibiyosis | Antibiyosis
numaras: | etki sekli {zon gapt (mm) | etki sekli |zon gap1 (mm)
Meyve 267 - 0 _ 0
Yaprak 269 kh 2,33 kh 2,08
Meyve 273 - 0 ook 337
Cigek 275 - 0 — 0
Meyve 276 - 0 ook 417
Yaprak 277 - 0 ok 2,05
Meyve 278 - 0 - 0
Cigek 279 - 0 e 34
Yaprak 281 - 0 _ 0
Meyve 282 - 0 - 0
Yaprak 283 - 0 - 0
Yaprak 284 - 0 - 0
Meyve 285 kh 2,5 kh 2,9
Meyve 286 - 0 _ 0
Yaprak 294 - 0 _ 0
Meyve 295 it 0 = _
Meyve 298 F 0 _ 0
Meyve 299 - 0 _ 0
Meyve 301 = 0 _ 0
Yaprak 304 il 0 - 0
Yaprak 312 kh 2,78 kh 2,73
Yaprak 316 - 0 - 0
Yaprak 317 - ] - 0
Meyve 318 - 0 - 0
Yaprak M, - ) _ 0
Yaprak M, - 0 _ 0

Bu gekilde parlak antibiyosis zonu olugturan maya izolatlarinin etki sekli ¢izelgede
inhibisyon etkisi olarak (inh.) ifade edilmigtir.

Cizelge 3.1°de tanimlandif1 iizere; P. expansum’lara karg: antibiyosis zonu olugturan 10
maya izolats, B. cinerea’lara kargi ise 11 maya izolat1 gdsterilmistir (Sekil 3.1, 3.2).
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$ekil 3.1, 115 nolu maya izolatin B. cinerea ve P. expansum gelismesini engellemesi

$ekil 3.2, 88 nolu izolatinin B. cinerea ve P. expansum geligmesini engellemesi
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Maya—patojen kiif sporlan karsilagmasinda ikinci etki tiird pigmentasyon olarak
gozlenmigtir. Bu pigmentasyon Cizelge 3.1°de kirrmzi halka olugumu (kh) olarak ifade
filmistir.

B. cinerea ve P. expansum’a denenen maya izolatlarindan 25 tanesinde her iki patojenle
kargilagsan aym maya izolatlarninda disk etrafinda kirmizi bir pigmentasyon olusmugtur
(Sekil 3.3).

P. expansum ile karsilagan ve pigmentasyon veren maya diskleri gevresinde, 2-2,97 cm
capinda kirmuzi pigmentli bir zon olugmustur. (Cizelge 3.1, Sekil 3.4) Inkiibasyonun
iglincd giiniine kadar disk etrafindaki halkanin iginde spor gelisimi gozlenememigtir.
Ugiincil gitnden sonra pigment halkanin igi, de dahil olmak Gzere P. expansum petriyi
tamamen kaplamugtir.

B. cinerea’larda P. expansum denemelerinde oldugu gibi maya diskleri etrafinda bir
pigment halka olusumu gézlenmistir, Inkiibasyon boyunca maya diski ile kirmiz1 pigmetli
zon arasindaki bolgede, B. cinerea sporlannin geligemedifi g6zlenmigtir (Sekil 3.5).
inkiibasyon siresi yedi giine kadar uzatlan petrilerde, pigmentli zon iginde spor
geligimine rastlanmamgtir,

i
i‘
\ L

=, A

Sekil 3.3. 263 nolu maya izolatimn B. cinerea ve P. expansum’a kars1 olugturdufu kirmuzi pigmentli
zonlar
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Sekil 3.4. 223 nolu maya izolatmin P. expansum ile kargilasmasi sonucu olusan kirmuz pigmentli
zonlar

Sekil 3.5, 261 nolu maya izolatiun B. cinerea ile kargilasti®1 bolgede olusan pigmentli zon ve zon
iginde spor geligiminin engellenmesi
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Sekil 3.6. 121 nolu maya izolatinda sadece B. cinerea denemelerinde gozlenen gokiintil olugumu
Antibiyosis denemelerinde gdzlenen Ugiincii etkilesim tird gokintii olugumu (¢ok)
seklinde gozlenmigtir (Cizelge 3.1). Bu olusum sadece B. cinerea sporlariyla karsilagan
maya izolatlan arasinda meydana gelmigtir. P. expansum denemelerinde béyle bir
olusuma rastlanmamgtir (Sekil 3.6).

Sadece B. cinerea’lara karsi olugan ¢okiintli meydana getiren maya izolatlan Cizelge
3.1.°de gortilmektedir. Denemeye gére 123 maya izolatinda 19 tanesinde bu etkilegim
gozlenmigtir. Patojenle kargilagan maya geliymesinin Ggiincd giinii sonunda, maya
disklerine kadar patojen hifler gelismigtir. Dérdiincit ve besinci giinlerde,disk etrafinda
geligen hiflerin, zon meydana getirecek gekilde, koyu renk alarak gokeldikleri
gozlenmigtir (Sekil 3.7). Inkibasyon stiresi yedi giine uzatimug fakat bir degigiklik
olmamugtir.
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Sekil 3.7. Baza maya izolatimn B. cinerea’larda olugturdugu ¢okiintiiler

3.2, In vivo Elma Denemeleri

Bolim 2.5’de deginildigi gibi; 123 maya izolati, elmalar Gizerinde B. cinerea ve P.
expansum’a karyi denenmigtir. In vivo denemeler iki agamada yiritalmigtir.

3.2.1, 22°C’de in vivo elma denemeleri

{Ik olarak maya izolatlarinin tamamu B. cinerea ve P. expansuma kargi tek tek denenmiy,
22°C’de 7 giin inkitbe edilerek, hastalik ytizdesi, etki ytizdesi ve yara ¢apt ortalamalan
hesaplanarak, Cizelge 3.2.1a,b, 3.2.2ab, 3.23ab, 3.24ab, 3.2.5ab, 3.2.6ab,
3.2.7a,b’de gdsterilmigtir.

Bu gizelgelerden anlagilacaBi gibi, yapilan in vivo elma denemelerinde (22°C)
P. expansum’a kargt % 50 etki ile 66 nolu maya izolati, % 41,66 ile 116, 277, 36, 33 ve
% 33,33 ile 120, 85 nolu maya izolatlan etkili bulunmugtur.
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B. cinerea denemelerinde (22°C), 21 farkh maya izolatinmn etki yiizdesi % 50 lizerinde
bulunmustur. Bu etkili mayalardan 91, 36, 110, 57 nolu izolatlar % 100°lik koruma
saflamugtir,

22°C’de yapilan elma denemelerinde ayni maya izolatlarimin B. cinerea ve P, expansum’a
karg1 etki farklan gosterilmigtir (Sekil 3.2.1, 322).

Sekil 3.2.1. Bazi maya izolatlarmn P, expansum giirimelerine karg etkisi (22°C)
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Sekil 3.2.2, Bazi maya izolatlarimin B. cinerea’ya kars1 kontrol etkisi (22°C)

Sekil 3.2.1°de elmalar iizerinde 5 ayr1 maya izolatin 22°C’de P. expansum Uzerinde
higbir antagonistik kontrol etkisi gozlenmezken, B. cinerea’lar tzerinde etkili
antagonistik aktivite gostermiglerdir (Sekil 3.2.2).

Sekil 3.2.2°de 106 nolu maya izolatimn yara azaltici etkisi gozlenirken 110, 58 ve 57
nolu maya izolatlaninda antagonistik aktivite tam manastyla gézlenmiy fakat 78 nolu
maya izolati B. cinerea’ya karg: antagonistik etki gosterememigtir.

22°C’de depolanan elma denemelerinde B. cinerea’lara kary antagonistik etkileri
gozlemek farkli maya izolatlarinda miimkiin olmugtur ($ekil 3.2.3).
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Sekil 3.2.3. Baz1 maya izolatlartnin B. cinerea’lara karp antagonistik etkileri (22°C)
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Sekil 3.2.3’de goriildiigii gibi B. cinerea kontrolde % 100 hastalik olugturmustur.
Kontrole kiyasla 295, 255 ve 66 nolu maya izolatlanmn antagonistik etki
gosteremedikleri, buna kargin 105, 36 ve 108 nolu izolatlann B. cinerea’nin kontroliinii
sagladiklan gorilmigtir. Difer maya izolatlannin antagonistik etkileri, (kontrol
giiriiklerle kiyaslandiginda), ¢iriikliik sayt ve caplanm azaltma yoniinde oldugu
gozlenmektedir.

in vivo elma denemelerinde maya izolat sayisiin goklugu nedeniyle, gruplar halinde
denemeler kurulmugtur. Her parti denemede iki patojen igin ayn ayn kontrol numuneleri

hazirlanmugir.

Izolatlann patojenlere kargt gosterdikleri antagonistik etki yiizdeleri ve yara gaplan
lizerine olan etkileri tek tek hesaplanmg ve kontrol numune ile kiyaslanarak kendi i¢inde
analizleri yapilmugtir. Deneme sonucunda alnan veriler Duncan Coklu Testine gore,
Variant analizleri yapilarak istatistiki olarak degerlendirilmigtir. Yiizde &nem swrasina
gére hangi variantta 6nemli ise (P=% 5 veya P=% 1) o 6neme gore parti iginde
degerlendirilmigtir (Cizelge 3.2.1a,b, 3.2.2a)b, 3.2.3a,b, 3.2.4a,b, 3.2.5a,b, 3.2.4a,b,
3.2.7a,b).

Birinci parti denemede P. expansum’a karyn denenen maya izolatlanindan, en etkili
kontrol, % 41,6 etki gdsteren 116 nolu maya izolat: saglamugtir, Yara ¢apina bakildifinda
ise P =% 1’e gore 0,875 cm yara ¢ap1 ortalamas ile kontrolle kiyaslandifinda énemli bir
azalma goriilmiistir (Cizelge 3.2.1a).

Cizelge 3.2.1a. Farklh mayalarin, P. expansum Uzerine etkileri

Izolat Numarast Hastalik Yiizdesi Etki Yiizdesi Yara Cap1 (cm)
K 100 a 0 3,792 a
27 100 a 0 3,417 a
51 100 a 0 3,542 &
91 93,667 a 8,333 2,958 a
93 100 a 0 3,542 a
109 91,667 a 8,333 2,458 a
116 58334 b 41,666 0,875 b
121 100 a 0 3,5 a
P=%5 P=%]1
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Clizelge 3.2.1b. Farkh mayalann B. cinerea Ozerine cikileri

{zolat Numaras: | Hastalik Yizdesi Etki Yizdesi Yara Capi (cm)
K 75 ab 0 3,583 a

27 16,667 cd 71,77 0,292 be

51 85 ab 0 2,223 ab
91 0 d 100 0 c
93 100 a 0 3583 a

109 41,667 bed 44,44 0,834 bc
116 100 a 0 4,750 a

121 58,334 abc 22,22 1,017 be
P=%5 P=%1

Birinci parti B. cinerea denemelerinde ise % 100 etkili kontrol saglayan 91 nolu maya

izolau giriiklilk geligimini engelleyerek, tam kontrol saglamugtir (Cizelge 3.2.1b).

i

ikinci parti P. expansum denemelerinde, hastalik yizdesi % 100 olan kontrole kiyasla en

baganh kontrolu saglayan 66 nolu maya izolati % 50 etki ve P = % 1'e gore 1,125 cm

yara gaps ile basanil bulunmugtur. 277, 36 ve 33 nolu izolatlar ise % 41,66 olarak etki

yuzdeleri hesaplanmigtir (Cizelge 3.2.2a).

tkinci parti B. cinerea denemelerinde kontrole kiyasla 36 nolu maya izolat: % 100 etki ile

P =% | dneme gore en etkili izolat olmug ve hi¢ yara olugturmanugtir. 108 nolu izolat %
88,99 etki ile ve 104 nolu izolat % 79,99 etki ile baganh bulunan mayalar olmugtur

(Cizelge 3.2.2b).
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Cizelge 3.2.2a. Farkli mayalann, P. expansum Qzerine etkileri

1zolat Numaras: Hastalik Yazdesi Etki Yazdesi Yara Capi (cm)

K 100 a 0 3,625 ab

7 91,667 ab 8,333 2,783 abcde
13 91,667 ab 8,333 2,833 abcde
25 75 ab 25 2,375 abcde
33 58333 ab 41,667 1,475 cde
36 58,334 ab 41,666 1,850 bede
48 100 a 0 3,450 abc
63 91,667 ab 8,333 2,792 abcde
66 50 b 50 1,125 e

71 83,333 ab 16,667 2,517 abcde
88 83,333 ab 16,667 2,475 abcde
89 100 a 0 2,850 abcde
92 83,334 adb 16,666 2,625 abcde
104 75 ab 25 2,292 abcde
108 83,333 ab 16,667 2,017 abcde
i 100 a 0 2,583 abcde
120 66,667 ab 33,333 2,042 abcde
205 83,333 ab 16,667 2,825 abcde
255 100 a 0 3,208 abed
256 100 a 0 3,508 abc
265 100 a 0 31,917 a
276 75 ab 25 2,808 abcde
277 58,334 ab 41,666 1,417 de
279 75 ab 25 2,684 abcde

P=%1 P=%1
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Cizelge 3.2.2b. Farkh mayalann B. cinerea {izerine etkileri

fzolat Numarast Hastalik Yozdesi Etki Yuzdesi Yara Gapi (cm)
K 83,333 a 16,667 2,542 ab
7 50 abcd 39,99 1,742  abcd
I3 66,667 ab 19,99 2,1 abed
25 91,667 a 0 1,750 abed
33 58,333 abc 30 1,917 abed
36 0 d 100 0 d
48 75 a 9,99 1,708  abcd
63 75 a 9,99 1,683 abed
66 91,667 a 0 3475 a
" 75 a 9,99 2 abed
88 83,333 a 0 2,642 ab
89 91,667 a 0 2,408 abc
92 58,333 abc 30 1,250 abed
104 16,668 bcd 79,99 0,542 bed
108 8334 «od 89,99 0,167 cd
111 75 a 9,99 1,808 abcd
120 91,667 a 0 2,5 ab
205 91,667 a 0 3292 a
255 100 a 0 2950 a
256 66,667 ab 19,99 2,042 abed
265 83334 a 0 3,5 a
276 66,667 ab 19,99 1,242  abed
2717 91,667 a 0 2,667 ab
279 83333 a 0 1,233  abcd

P=%1 P=%1

Ugincd parti denemede P. expansum’a karp etkili kontrol saglayan maya izolat

bulunamamugtir (Cizelge 3.2.3a).
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Aym parti, B. cinerea denemelerinde, maya izolatlanndan en etkili kontrold 105 nolu
maya safifamug % 83,33 etki ve 0,126 cm yara ¢ap1 ortalamas: ile en etkili bulunurken, %
58,33 etki ile 45 nolu maya, 0,284 cm yara cap1 ortalamasiyla, % 50 etki ile ve 1,292 cm
yara gap1 ortalamasiyla 190 nolu izolat ve % 41,667 etki, 0,592 cm yara ¢ap: ortalamas:
ile P =% 1 6neme gore baganh bulunmugtur (Cizelge 3.2.3b).

Cizelge 3.2.3a. Farkhi mayalann, P. expansum Ozerine etkileri

1zolat Numarasi Hastahk Ydzdesi Etki Yizdesi Yara Cap1 (cm)
K 100 a 0 2917 ab
23 100 a 0 3,042 a
45 91,667 a 8,333 1,750 cd
87 91,667 a 8,333 1,792 od
102 91,667 a 8333 2,474 abc
105 100 a 0 2,058 «cd
115 100 a8 0 1,958 cd
162 100 a 0 2,958 ab
190 91,667 a 8,333 2,433 abc
193 100 a 0 2,325 abc
196 100 a 0 1,975 «cd
215 100 a 0 2,417 abc
252 100 a 0 2,250 abc
255 100 a 0 2,208 abcd
261 91,667 a 8,333 1,417 d
266 100 a 0 2,292 abc
278 100 a 0 2,292 abc
285 160 a 0 2,3 abc
286 100 a 0 2,142  bed
295 100 a 0 2917 ab
P=%5 P=%1
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Cizelge 3.2.3b. Farkh mayalann B. cinerea (izerine eikileri

{zolat Numarasi | Hastalik Yiizdesi Etki Yilzdesi Yara Capi (cm)

K 100 a 0 5008 a

23 100 a 0 5,042 a

45 41,667 adb 58,333 0284 f

87 75 ab 25 1,250  def
102 91,667 a 8,333 1,342 def
105 16,667 b 83,333 0,126 f
115 75 ab 25 1,250 def
162 100 a 0 3,792 ebc
190 50 ab 50 1,292 def
193 100 a 0 1,850  bedef
196 66,667 ab 33,333 1,075  def
215 100 a 0 2,325 bcde
252 75 ab 25 0,525 ef
255 83,334 a 16,666 3 abed
261 66,667 ab 33,333 1,025  def
266 75 ab 25 1,350  def
278 58,333 ab 41,667 0,592 of
285 75 ab 25 0,725 of
286 83333 a 16,667 1,542 cdef
295 100 a 0 4,042 @b

P=%1 P=%1

Dordiinci) parti P. expansum denemesinde, 175 nolu izolatin, P = % 1 8neme gore 2,850
cm yara ¢apt ortalamasi ve % 25 etkisi ile yara capmda azaltici etkisi gozlenmigtir
(Cizelge 3.2 .4a).
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Dordilnchd parti B. cinerea denemesinde ise 110 ve 57 nolu izolatlar % 100 etki ile tam
kontrold saglarken, 58 nolu izolat 91,666 etki ile ve P = % 1'e gére 0,334 cm yara ¢api
ortalamas ile etkili, 154, 107, 62 nolu izolatlar % 83,33 etki gosterdigi ve % 75 ila %
16,667 etki ile 12 farkh maya etkileri gdzlenmistir (Cizelge 3.2.4b).

Cizelge 3.2.4a. Farkhi mayalann, P. expansum Gzerine eikileri

{zolat Numarasi Hastalk Yuzdesi Etki Yuzdesi Yara Capi (cm)
K 100 a 0 4292 a
20 83,334 a 16,666 3,208 a
57 100 a 0 3875 a
58 100 a 0 3625 a
62 100 a 0 3958 a
64 83,333 a 16,667 308 a
75 91,667 a 8,333 3458 a
7 83,333 a 16,667 3625 a
78 100 a 0 38 a
83 100 “ a 0 3,750 a

106 100 a 0 3,583 a
107 76,667 a 23,333 3,208 a
110 100 a 0 3875 a
154 83,333 a 16,667 3,083 a
173 91,667 a 8,333 3392 a
175 75 a 25 2,850 a
209 100 a 0 3917 a
211 91,667 a 8,333 3625 a
230 100 a 0 3625 a
316 83,333 a 16,667 3,292 a
P=%1 P=%1
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Cizelge 3.2.4b. Farkh mayalanin B. cinerea (izetine eikileri

izolat Numaras Hastalik Yiizdesi Etki Yuzdesi Yara Gap: (cm)
K 100 a 0 5,667 a
20 58,333 abcde 41,667 2,125 abcde
57 0 e 100 0,151 de
58 8,334 de 91,666 0,334 de
62 16,667 cde 83,333 0,709 de
64 50 abcde 50 1,292 cde
75 25 bede 75 0,751 de
77 66,667 abcd 33,333 2,708 abcde
78 100 a 0 5292 ab
83 58,334 abcde 41,666 1,775  cde
106 41,667 abcde 58,333 1,667 cde
107 16,668 cde 83,332 0,668 de
110 0 e 100 0 (]
154 16,668 cde 83,332 0,326 de
173 83333 ab 16,667 3,708 abc
178 41,667 abcde 58,333 1,334  cde
209 50 abcde 50 0,875 cde
2N 33,334 bcde 66,666 1,959  bede
230 33,334 bcde 66,666 0,434 de
3l6 75 abc 25 1,725 cde

P=%1 P=%1

Beginci parti /. expansum denemelerinde, Variant analiz tablosuna gére, % 33,33 etki ile
85 nolu izolat P = % 1'e gore 1,959 cm yara gap: ortalamastyla en etkili gozlenmigtir.

Ayn parti B. cinerea denemelerinde, % 44,44 etki ile ve P = % 1’e gore 0,834 cm yara
capi ortalamas: ile 85 nolu maya izolat etkili bulunmugtur (Cizelge 3.2.5b).
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Altinci ve yedinci-parti denemelerinde P. expansum ve B. cinerea’ya kargi denenen
mayalar iginde etki yizdesi yiiksek olan maya izolatina rastlanmamugtir (Cizelge 3.2.6a,b,
Cizelge 3.2.7a,b).

Cizelge 3.2.5a. Farkh mayalanin, P. expansum zerine cikileri

1zolat Numaras: Hastalik Yizdesi Etki Yizdesi Yara Capi (cm)
K 100 a 0 3,667 ab
14 100 a 0 3425 ab
60 75 ab 25 2375 b
85 66,667 b 33,333 1,959
90 100 a 0 328 b
103 100 a8 0 3,783 ab
119 100 a 0 3975 ab
158 91,667 ab 8,333 7,083 a
197 100 a 0 3,458 ab
210 100- a 0 3417 ab
214 83,333 ab 16,667 2384 b
223 100 a ] 3,675 ab
235 100 a 0 3,625 ab
243 100 a 0 3,492 ab
267 100 a 0 3,792 ab
281 83,333 ab 16,667 2725 b
283 100 a 0 3,667 ab
284 100 a 0 3,542 ab
298 100 8 0 3,667 ab
299 100 a 0 3,750 ab
304 100 a 0 3,542 ab
317 100 a 0 3,583 ab
318 91,667 ab 8,333 320 b
P=%1 P=%1
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Cizelge 3 2 5b. Farkh mayalann 8. cinerea Ozerine etkileri

izolat Numarast | Hastahk Yizdesi Etki Yizdesi Yara Capi (cm)

K 83,333 ab 0 2917  def
14 100 a 0 3,125 cde
60 75 ab 0 1,683 efg
8§ 41,667 b 44,44 0834 g

90 83334 ab 0 2,667 defg
103 75 ab 0 2,250 defg
119 100 a 0 6,250 a
158 100 a 0 3,750 bed
197 100 a 0 3,125 cde
210 100 a 0 3,242  cde
214 100 a 0 2,725 defg
223 66,667 ab L1 L117 fg
235 100 a 0 3,875 abed
243 75 ab 0 1,667 efg
267 100 a 0 5,667 ab
28} 83,333 ab 0 2,142 defg
283 100 a 0 2,975 def
284 100 a 0 3,875 abcd
298 100 a 0 5,185 abc
299 100 a 0 5,333 abc
304 91,667 a 0 2,333 defg
317 91,667 a 0 2917 def
318 100 a 0 2,267 defg

P=%1 P=%1
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Cizelge 3.2.6a. Farkl: mayalann, P. expansum Gzerine etkileri

fzolat Numarasi Hastalik Yizdesi Etki Yozdesi Yara Capi (cm)
K 100 a 0 4,625 ab
11 100 a 0 4,767 a
43 100 a 0 3942 ¢
59 100 a 0 4,050 be
61 100 a 0 4,125 abc
100 100 a 0 4,108 abc
13 100 a 0 44 abc
213 100 a 0 4,658 adb
235 100 a 0 4,125 abc
253 100 a 0 4325 abc
263 100 a 0 4317 abc
269 100 a 0 4,083 abc
273 100 a 0 4,308 abc
282 100 a 0 4217 abc
301 100 a 0 4608 ab
P=%1 P=%1




Cizelge 3.2.6b. Farkli mayalann B. cinerea Ozerine etkileri

{zolat Numarasi | Hastahk Yiizdesi Etki Yizdesi Yara Capi (cm)

K 100 a 0 8625 a

11 100 a 0 4,750  abcdef
43 100 a 0 6,208 abcde
59 100 a 0 3,558 def

61 100 a 0 3,650 def
100 83,333 a 16,667 2,717 ef

113 91,667 a 8,333 5,250  abcdef
213 100 a 0 7.5 abc
235 100 a 0 7,833 ab
253 100 a 0 3,792 cdef
263 100 a 0 2642 f
269 100 a 0 3,802  bedef
273 100 a 0 8333 a
282 100 a 0 6,875 abcd
301 100 a 0 7.5 abc

P=%1 P=%1
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Cizelge 3.2.7a. Farkh mayalann, P. expansum Qzerine etkileri

1zolat Numaras: Hastalik Yizdesi Etki Yozdesi Yara Capi (cm)
K 100 a 0 3658 a
M, 100 a 0 3,133 a
M; 100 a 0 3.5 a
1 100 a 0 3,583 a
24 100 a 0 3308 a
56 91,667 a 8,33 3025 8
65 100 a 0 3,017 a
114 100 a 0 3283 a
177 100 a 0 3542 a
188 100 a 0 3,28 a
189 91,667 a 8,33 3,242 a
212 100 a 0 3083 a
249 100 a 0 3392 a
259 100 a 0 3,100 a
260 100 a 0 3,167 a
263 100 a 0 3017 a
264 100 a 0 3042 a
275 100 a 0 3625 a
294 100 a 0 3383 a
312 100 a 0 3033 a
P=%1 P=%]1
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Cizelge 3.2 7b. Farkh mayalann B. cinerea Uzerine etkileri

1zolat Numarasi Hastahk Yizdesi Etki Yiizdesi Yara Capt (cm)
K 100 a 0 8 a
M, 100 a 0 5,542 bcde
M, 100 a 0 6,458 abc
| 100 a 0 5,850 abed
24 100 a 0 7 ab
56 100 a 0 6,083  abcd
65 100 a 0 45 cdefg
114 100 a 0 6,542 abc
177 100 a 0 44 efg
188 100 a 0 6,042 abcd
189 100 a 0 7 ab
212 100 a 0 6,5 abc
249 83334 a 16,666 3,834 defg
259 100 a 0 5,125  bedef
260 100 a 0 5,875 abed
263 100 a 0 2692 g
264 100 a 0 2975 fg
275 100 a 0 7 ab
294 100 a 0 5,875 abcd
312 100 a 0 4333 cdefg
P=%1 P=%1

3.2.2, +4°C’de depo elma denemeleri

Cizelge 3.1'de gorilecegi gibi, 22°C’de yapilan elma denemelerinde, etkili antagonistik

aktiviteleri gozlenen maya izolatlanndan 13 tanesi segilerek +4°C’deki depolarda etkileri

aragtinlmegtir.



22°C’de yapilan denemeler, yontemler 2.5. bolimiinde anlatitdifi gibi aynen uygulanmg
segilen 13 maya izolati P. expansum ve B. cinerea’ya kars: tek tek denenmigtir. +4°C’de
sofuk hava deposunda 5 hafta bekletilmigtir. Alinan sonuglara géire P. expansum’a karg
denenen 13 mayadan 36 nolu maya izolati % 100 etki, 85 nolu izolat % 90 etki, 45, 154,
110 nolu izolatlar % 80 etki, 75, 33, 58 nolu izolatlar % 70 etki, 105 nolu izolat % 60
etki, 66 nolu izolat % 50 etki, 108 ve 277 nolu izolatlar % 40 etki gosterirken, 116 nolu
maya izolat: etkisiz bulunmugtur (Cizelge 3.2.2.1).

+4°C’de sofuk hava depolannda B. cinerea’ya kargi denenen 13 maya izolatindan, 85
nolu, % 40 etki, 75 ve 45 nolu izolatlar % 10 etki gosterirken diger 10 maya izolats
etkisiz bulunmugtur (Cizelge 3.2.2.1).

Cizelge 3.2.2.1. P. expansum ve B. cinerea’ya etkileri denenmig maya izolatlanmn 22°C ve +4°C’deki
dencme sonuglan

P. expansium B. cinerea
tzolat .Etki ) Etki 'Etki _ Etki
{zolasyon . yuzdesi yizdesi yilzdesi yilzdesi
(2212°C) (4°C) (2212°C) 4°C)
Meyve 1 0 0
Cigek 7 84 50
Cigek 11 0 0
Yaprak 13 8,4 25
Yaprak 14 0 0
Meyve 20 16,7 41,7
Yaprak 23 0 0
Meyve 24 0 0
Meyve 25 25 84
Cigek 27 0 83,4
Cigek 33 41,7 70 41,7
Meyve 36 41,7 100 100 0
Yaprak 43 0 0
Meyve 45 8,4 80 58,4 10
Yaprak 48 0 25

68



Cizelge 3.2.2.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
lzolat Etki Etki Etki Etki
lzolasyon | o ee yuzdesi yizdesi ybzdesi | yizdesi
(22£2°C) (4°C) (2242°C) 4°C)
Yaprak 56 8,4 0
Meyve 57 0 83,4
Yaprak 58 0 70 92 0
Meyve 59 0 0
Meyve 60 25 25
Meyve 61 0
Meyve 62 834
Yaprak 63 8.4 8.4
Meyve 64 16,7 66,7
Meyve 65 0 0
Meyve 66 50 50 8.4 0
Yaprak 71 25 25
Cigek 75 84 70 75 10
Meyve 77 16,7 334
Cigek 78 0 0
Beyva 83 0 41,7
Meyve 85 334 90 66,7 40
Yaprak 87 84 25
Yaprak 88 16,7 84
Meyve 89 0 8,4
Meyve 9% 0 16,7
Yaprak 91 8,4 "100
Cigek 92 16,7 33,4
Yaprak 93 0 0
Meyve 100 0 8,4
Meyve 102 8,4 8,4
Yaprak 103 0 25
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Clzelge 3.2.2.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
izolat .Etki . Etki 'Etki ) .Etki '
{zolasyon pumarass yizdesi yizdesi yuzdesi yiizdesi
(2212°C) (4°C) (22£2°C) (4°C)
Meyve 107 8,4 83,4
Cigek 108 16,7 40 92 0
Meyve 109 8,4 58,4
Meyve 110 0 80 100 0
Cigek 1m 8,4 25
Yaprak 113 0 84
Cigek 114 0 0
Yaprak 115 0 25
Yaprak 116 42 0 0 0
Cigek 119 0 0
Cigek 120 334 0
Yaprak 121 0 41,7
Yaprak 154 16,7 80 83,4 0
Meyve 158 8,4 0
Yaprak 162 0 0
Meyve 173 8,4 25
Yaprak 175 25 50
Meyve 177
Meyve 188
Yaprak 189 84
Meyve 190 8,4 50
Meyve 193 0 0
Meyve 196 0 334
Yaprak 197 0 0
Meyve 205 16,7 84
Yaprak 209 0 58,4
Yaprak 210 0 0
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Cicelge 3.2.2.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
izolat .Etki . .Etki . Etki .E‘ki ,
1zolasyon pumaras; yilzdesi yiizdesi yozdesi yuzdesi
(2212°C) (4°C) (2242°C) 4°c)
Yaprak 212 0 0
Meyve 213 0 0
Yaprak 214 25 0
Yaprak 215 0 0
Meyve 223 0 334
Meyve 230 0 66,7
Meyve 235 0 0
Meyve 235 0 0
Meyve 243 0 25
Meyve 249 0 16,7
Yaprak 252 0 25
Yaprak 253 0 0
Cigek 255 0 16,7
Cigek 255 0 0
Meyve 256 0 34
Meyve 259 0 0
Cigek 260 0 0
Meyve 261 84 334
Meyve 263 0 84
Meyve 263 0 0
Meyve 264 0 0
Meyve 265 0 16,7
Yaprak 266 0 25
Meyve 267 0 0
Yaprak 269 0 0
Meyve 273 0 0
Cigek 275 0 0
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Cizelge 3.2.2.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
1zolat _Etki ] Etki Etki Etki
fzolasyon umaras: yiizdesi ylizdesi yilzdesi yuzdesi
(2212°C) 4°C) (2212°C) (4°C)
Meyve 278 0 41,7
Cigek 279 25 16,7
Yaprak 281 16,7 16,7
Meyve 282 0 0
Yaprak 283 0 0
Yaprak 284 0 0
Meyve 285 0 25
Meyve 286 [} 16,7
Yaprak 294 0 0
Meyve 295 0 0
Meyve 298 0 0
Meyve 299 0 0
Meyve 301 0 0
Yaprak 304 0 8,4
Yaprak 312 0 0
Yaprak 316 16,7 4,7
Yaprak 317 0 8,4
Meyve 318 8,4 0
Yaprak M, 0 0
Yaprak M; 0 0

Aym maya izolatlanmin +4°C’'de P. expansum ve B. cinerea'ya karg etkileni farklihk

gostermigtir. 85, 277 ve 36 nolu maya izolatlanyla yapilan P. expansum ve B. cinerea

denemelerindeki farkh etkilere drnek olarak $ekil 3.2.2.1a ve b’de verilmistir.

Sekilden de anlagilacaf gibi P. expansum +4°C denemelerinde 85 ve 36 nolu izolatlann
uygulandi1 elmalarda hig¢ ¢itrime gozlenmezken, 277 nolu izolat denemelerinde, yara

sayilannda azalma gdzlenmigtir (Sekil 3.2.2.1a).
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B. cinerea +4°C denemelerinde 85 nolu izolat uygulamasinda yara sayilarinda azalma,
277 nolu izolatta yaralarin tamaminda giiriime gériilirken, 36 nolu izolat uygulamasinda
yara ¢aplannda kiigitlme saptanmigtir (Sekil 3.2.2.1b).

§ekil 3.2.2.1a. Bazt maya izolatlarinin depo kogullarmda P. expansum’a karg etkileri
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-$ekil 3.2.2.1b. Bazi maya izolatlarimn depo kogullarinda B. cinerea’ya kars1 etkileri

+4°C’deki elma denemelerinde de, hastalik yiizdeleri ve yara ¢apt ortalamalan
bakimindan farkliliklar g6zlenmigtir. Deneme kendi iginde kontrole kiyaslanarak Duncan
Coklu Testi ile Variyant analizleri yapilmig P = % 1 neme gore tablolar olugturulmugtur
(Cizelge 3.2.2.2a, b).

P. expansum ve B. cinered’ya maye izolatlanmin etkisi ayn ayn hesaplanmistir.
Olusturulan variyant analiz tablolarindan hastalik yiizdesi ve yara gapi ortalamalarina
gore maya izolatlarinin kontrol etkisi grafiklerle gosterilmistir. (+4°C elma denemeleri)
(Sekil 3.2.3.1a,b, Sekil 3.2.3.2a, b).

+4°C’deki elma denemelerinde B. cinerea’lara kargt denenen mayalardan, 85 nolu izolat
% 40 etki ile ve 1,82 cm yara ¢ap1 ortalamasi ile P = % 1 onemli goriiliirken, P.
expansum denemelerinde 33 nolu izolat % 100 etki ile tam koruma saglarken, 116 nolu
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izolat % 90 etki, 110, 66, 105 nolu izolatlar ise % 80 etki gostermi, diger 7 izolat % 40
ila % 70 arasinda etki gosterirken 154 nolu maya etkisiz bulunmugtur (Cizelge 2.2.2a,b).

Cizelge 3.2.2.2a. 13 farkh maya izolatimn +4°C'de B. cinerea’lara karg etkileri

B. cinerea
izolat No. Hastalik % Yara Cap1 (cm) Etki (%)
Kontrol 1000 a 4,12 abcd 0
33 1000 a 3,55 abed 0
36 100,0 a 2,125 abed 0
45 90,0 ab 1,89  abed 10
58 1000 a 297 ab 0
66 1000 a 385 abed 0
75 90,0 ab 2,85 abed 10
85 60,0 b 1,82  abed 40
105 1000 a 303 ab 0
108 100,0 a 329 «od 0
110 100,0 a 2,7 a 0
116 1000 a 3,65 abcd 0
154 1000 a 293 ab 0
277 1000 a 345 d 0
P=%l P=%1

75



Cizelge 3.2.2.2b. 13 farkh maya izolatinin, +4°C'de P. expansum’a kars etkileri

P. expansum
{zolat No. Hastalhk % Yara Capt (cm) Etki (%)

Kontrol 1000 a 188 a 0
33 0,000 b 000 b 100
36 30,00 ab 017 b 70
45 30,00 ab 021 b 70
58 60,00 ab 1,1 ab 40
66 20,00 ab 013 b 80
75 60,00 ab 07 ab 40
85 50,00 ab 0,52 ab S0
105 20,00 ab 026 b 80
108 30,00 ab 026 b 70
110 20,00 ab 023 b 80
116 10,00 ab 005 b
154 1000 a 183 a 0
2mn 40,00 ab 041 b 60

P =%l P=%1

Segilen 13 tane maya izolati yapilan soguk hava denemelerinde (+4°C), mayalann P.
expansum’a karg etkileri $ekil 3.2.3.1a'daki grafikle gosterilmigtir. Buna gére en baganh
antagonistik etkiyi 33 nolu izolat gostermigtir. Onu 116 nolu izolat ve 110, 66, 105 nolu
izolatlar izlemigtir.

Mayalann yara ¢apr Uzerindeki etkilerini agiklayan grafikte ise P. expansum 33 nolu

izolatta hi¢ ¢ilrime olugturamamigtir. Yara capim kigillten maya izolatlan sirastyla 116,
66, 36, 45, 110, 108, 105, 277, 85, 75, 58 ve 154 olarak belirlenmistir (Sekil 3.2.3.1b).
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$ekil 3.2.3.1a. Baz maya izolatlarimin sopuk hava kogullarinda elmalarda P. expansum’un neden
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Sekil 3.2.3.1b. Baz: maya izolatlarmmn sofuk hava kosullarinda elmalarda P. expansum’un neden
oldugu yara ¢ap1 (cm) fzerindeki etkileri
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+4°C soguk hava kogullarinda yapilan elma denemelerinde, B. cinerea’larin neden
oldugu hastalk fizerine mayalarin etkisini g6steren grafige bakildiginda (Sekil 3.2.3.2a),
hastabk ylzdesi en dilsiik g6zlenen 85 nolu maya izolatidr. Onu 75 nolu maya izolati
izlemektedir. Dier mayalarda kontrole yakmn hastalik yiizdeleri saptanmsgtir.

Mayalarm elmalarda soguk hava kogullarmda B. cinerea’nm neden oldugu yara caplart
tizerine etkisini g8steren grafife bakildifinda, yara ¢ap: en klgtk alan 85 nolu izolat
olmug, onu 45, 36, 110 nolu izolatlar izlemistir. Diger yara ¢aplar1 kontrol yara gaplarma
yakm olarak g8zlenmistir (Sekil 3.2.3.2b).
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$ekil 3.2.3.2a. Bazit maya izolatlarinin soffuk hava kosullarinda elmalarda B. cirerea’nin neden oldugu
hastalik tizerindeki etkileri
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Sekil 3.2.3.2b. Bazi maya izolatlarmm soguk hava kogullarinda elmalarda B. cinerea’nm neden oldufu
¢iiriiklnk buyoklizt Gzerine etkileri

3.3. Hiperparazitizm, tutunma denemeleri (attechment)

Hiperparazitim denemeleri igin 123 maya izolat iginden segilen 44 maya izolati
kullamlmigtir (Cizelge 3.3.1).

Cizelge 3.3.1. B. cinerea ve P. expansuma ¢tki mekanizmalar: aragtirilan 123 maya izolatinin aumarast
izolasyonunun nereden yapildif, autibiyosis etki gekli, antibiyosis zon gapi, Hiperparazitizmle ilgili
tutmma sonuglari, in—vivo elma denemelerinde 22°C ve +4°C’de depo deneme somuglart ve etki
yizdeleri

P. expansium B. cinerea
g g s -ag E-18 |E |3 -ag PN
e B e RIS
cEHER EEEHEEEBERERIEHEHED
Meyve 1 0 inh | 2,03 0 inh | 2,12
Cigek 7 |84 - 0 | ® 50 -0 |®
Gigek [ 11 ] 0 | - | 0 o | -1 o
Yaprak | 13 | 84 | - 0| O 235 -1 0O
Yaprak | 14 0 - 0 0 - 0
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Cizelge 3.3.1. (devam)

sy amP

N lal LR
v .

P. expansium B. cinerea
—~ =y
o PRI PR O i O D PO PR A O
PR EE R A H
5 R EEIEHEE ENER EE I EHEHE
Meyve 16,7 | - 0 41,7 - 0
Yaprak 0 ~ 0 - 0 - 0
Meyve 0 -~ 0 0 - 0
Meyve 25 0 o) 8,4 - 0
Cigek 0 0 - 83,4 | ¢k | 3,3
Cigek 41,7 0 | & | 70417 ¢ok | 3,05 0
Meyve 41,7 0 | 100|100 - | 0 0
Yaprak 0 0 0 - 0
Meyve 8,4 0 (-) | 80 | 584} - 0 10
Yaprak 0 0 “-) 25 | inh | 3,77
Yaprak 0 0 ()] 0 ¢ok | 3,64
Yaprak 8,4 0 0 - 0
Meyve 2,43 834 | kh | 2,15
Yaprak 243 (1) | 70| 92 | kh | 225 0
Meyve 0 2,6 0 kh | 2,3
Meyve 25 0 25 - 0
Meyve 2,55 0 kh | 2,5
Meyve 0 0 834 | - 0
Yaprak 8,4 0| 8,4 | ¢k | 2,85
Meyve 16,7 0 66,7 | -~ 0
Meyve 0 0 0 - 0
Meyve 50 0 -) | 50| 84 -~ 0 0
Yaprak 25 0 ) 25 | ¢ok | 3,92
Cigek 8,4 147! #® |70 75 | inh | 2,9 10
Meyve 16,7 0 334 - 0
Cicek 0 0 0 ~ 0
“ : WY 80




Cizelge 3.3.1. (devam)

P. expansium B. cinerea

- REPREY .ag E~ 18 |8 _ 1o .gg g8

B %aégggéo

S EREREREHREREEEHEHE
Meyve | 83 0 kh {223 41,71 kh | 24
Meyve | 85 |334| kh [ 128 (-) [90)667| kn [ 27 ] () | 40
Yaprak | 87 | 84| - | 0 | (# 25 | inh [363] (D
Yaprak | 88 | 16,7 | inh | 3,88 | (4 84 | inh | 37 ] (H
Meyve | 89 | 0 | - | 0 | ( 84| -] 0| O
Meyve | 90 | 0o | - [ o 167 - | o
Yaprak | 91 |84 ] - | 0 | 100 | ¢ok | 3.55| (9
Cigek 92 1167 ] - 0 “-) 334 | gok | 3,15]| (A
Yaprak | 93 0 - 0 ) 0 | ¢k |397]| ()
Meyve | 100 0 - 0 8,4 - 0
Meyve | 102 | 84 | - | © 84| - | o
Yaprak [ 103 ) 0 | - | o 25| - | o
Cicek | 104 | 25 | - o | () 834 - | 0o |
Yaprak | 105 inh | 253 ) (+) | 60 | 834 ] inh | 3,1 | (#) 0
Meyve | 106 kh 2.8 50 kh | 2,7
Meyve | 107 | 84 | - 0 | 34| - | 0o |
Cicek 108 | 16,7 | ~ 0 (-) {40 ] 92 - 0 (C)] 0
Meyve | 109 | 84 | inh | 22 | (-) 584 | gok | 28 | (M
Meyve [110] 0 | = | 0 | () |s0f[wo0]| -] o |®]| o
Ciek | 111 ]84 ] - | 0 | (0 51 -1o0o]|E
Yaprak | 113 - 0 8,4 - 0
Cigek 14 - 0 0 - 0
Yaprak | 115 inh | 2,3 25 | inh | 2,92
Yaprak | 116 | 42 | inh | 494 () | © ioh | 23] (] 0
Cigek [119] o | - | o -lo
Cigek [ 120|334 - | 0o | (B ¢ok [3,05]
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Cizelge 3.3.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
1 |g |zElef8 18 |2 |a€le.|2
AR REREE Y
gg.gp_ pgg.a.m.—g_ .-ggg 20
R EHEREREHEH R FRIBE EHEDER
Yaprak | 121 | © - 0 “-) 41,71 ¢ok | 3,3 | ()
Yaprak | 154 [16,7] kh | 22 | (+) |80 | 834 kh | 26 § (-} | ©
Meyve | 158 | 84 | - 0 0 - ]
Yaprak | 162 | © - 0 0 - 0
Meyve | 173 | 84 | kh | 1,9 25 | kh ] 20
Yaprak | 175 | 25 | inh | 2,14 $0 | inh | 2,52
Meyve | 177 | O kh | 24 kh | 2.2
Meyve | 188 | © - 0 - 0
Yaprak | 189 | 84 | - | 0 -lo
Meyve | 190 | 84 | - 0 50 - 0
Meyve [ 193] 0 | - | o o| -]o
Meyve | 196 0 inh | 29 334 | inh | 28
Yaprak | 197 | © - 0 0 - ]
Meyve | 205 | 16,7 | -~ 0 -) 8,4 - 0| (¥
Yaprak | 209 0 inh | 2,37 58,41 inh | 2,2
Yaprak | 210 - 0 0 - 0
Yaprak | 211 | 84 | kh | 2,85 50 | kh | 2,63
Yaprak | 212 | © - 0 0 - 0
Meyve | 213 | O - 0 ) 0 | ¢ok | 234 ()
Yaprak | 214 | 25 - 0 0 - 0
Yaprak | 215 | 0 kh | 2,6 0 kh | 2,8
Meyve | 223 0 kh 2,6 3341 kh 2,1
Meyve | 230 0 kh 2,6 66,7 | kh | 2,73
Meyve | 235 | O - 0 0 - (1]
Meyve | 235 0 - 0 0 - 0
Meyve | 243 0 - 0 25 - 0
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Cizelge 3.3.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
o 8 |a .gE 18 |8 |42 .ag E.18
: 5828|5958 gg‘iﬁ-’;ﬁ glis ES 5
R EHEREEEHELEBERIEEEHEH RS
Meyve | 249 0 kh | 2,35 16,71 kh | 2,2
Yaprak | 252 | 0 | kh | 2,65 25 | kh | 2,5
Yaprak | 253 0 kh | 2,43 0 kh | 2,18
Gigek |255] 0 | - | 0 | (© 16,7 | ¢ok | 297 |
Cigek 255 0 - 0 0 ¢ok | 2,97
Meyve | 256 0 - 0 -) 334 - 0 )
Meyve | 259 | © - 0 0 | ¢ok ]3,27
Cigek 260 | 0 - 0 0 - 0
Meyve | 261 | 84 kh | 2,55 334 | kh | 2,92
Meyve | 263 0 kh | 24 84 | kh | 20
Meyve | 263 0 kh 2,4 0 kh 2,0
Meyve | 264 | 0 | kh | 2,67 0 | kh |243
Meyve [265| 0 | - | 0 | (9 67| - | 0 | O
Yaprak | 266 0 kh 2,1 25 kh | 2,05
Meyve | 267 | 0 | - 0 - | o0
Yaprak | 269 | O kh | 2,33 kh | 2,08
Meyve | 273 0 - 0 0 ¢ok | 3,37
Cigegk 2715 0o | - | 0 | ol -]olo
Meyve [276 | 25 | - | 0 | (® 25 [ eok [417] ()
Yaprak | 277 | 41,7 | - 0 (-) |40 | 84 | ¢cok | 205| (O
Meyve |28 0 | - | 0 | 47 - | o | ®
Cigek [279 | 25 - | 0 | (0 167 | ¢ok | 34 | (B
Yaprak | 281 | 16,7 | - 0 16,7] - 0
Meyve | 282 | © - 0 0 - 0
Yaprak | 283 0 - 0 0 - 0
Yaprak [ 284 | 0 | - | o o -1o
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Cizelge 3.3.1. (devam)

P. expansium B. cinerea
T |a |oEleg_|8 |8 |2 |oE '
YR R R e
Esg.gﬁ. ﬁigg.o.gs.’*@ég.a
R EHER EEIEHEE R ERERIEHEE S
Meyve | 285 | 0 | kh | 2,5 25 | kh | 29
Meyve | 286 0 - 0 16,7 - 0
Yaprak | 294 | © - 0 0 - 0
Meyve | 295 | 0 - 0 0 - -
Meyve | 2908 | O - 0 0 - 0
Meyve | 299 0 | - | © o| -1]o
Meyve [301 | 0 [ - | 0 o -1]o
Yaprak | 304 0 ~ 0 8,4 - 0
Yaprak | 312 0 kh | 2,78 0 kh | 2,73
Yaprak | 316 | 16,7 | - 0| () 47| - 0| (+)
Yaprak | 317 | © - (] 8,4 - 0
Meyve | 318 | 8,4 - 0 0 - 0
Yaprak { M, 0 ~ 0 0 - 0
Yaprak | M 0 - 0 0 - 0

Isik mikroskobisi ile yapilan ilk ¢aligmalar 44 maya izolatim1 igermektedir.

SEM g¢ahgmalannda 44 maya iginden segilen 4 izolat tutunma yetene§i bakimindan
B. cinerea ve P. expansum’a denenmistir.

TEM galiymalaninda ise soguk hava depolannda her iki patojene birden baganh
antagonistik etki gdsteren 85 nolu maya izolati denenmigtir.

3.3.1.‘ Isik mikroskobunda hiperparazitizm, tutunma denemeleri

Igtk mikroskobisi igin hazrlanan, PDA izerinde patojen-maya kargilagmasimn yapildig
bolgelerden pargalar alinarak lam ile lamel arasina yerlegtirilerek incelenmistir. Patojen
hifler izerine mayalann tutunma yetenedi var ise (+), yok ise (-) olarak
degierlendirilmigtic (Cizelge 3.3.1)’de goruldigd gibi B. cinerea hiflerine tutunma
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yetenegi olan 29 tane maya izolat gbzlenmistir. P. expansum hiflerine tutunma yetenegi
olan 15 maya izolati saptannugtir,

B. cinerea hiflerine mayalarn kiimeler halinde, adeta hifleri sararcasma tutundufy,
P. expansum hiflerine ise yer yer birkag maya hiicresinin tutundugu gozlenmigtir ($ekil
3.3.1a, b, ¢, Sekil 3.3.2).

Sekil 3.3.1a. 279 nolu maya izolatimn B. cinerea hiflerine tutunmas: (Isik mikroskobisi x 200)
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Sekil 3.3.1c. 93 nolu maya izolatinin B. cinerea hiflerine tutunmast (Iptk mikroskobisi x 200)
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Sekil 3.3.2. P. expansum hiflerine twtunmamg 33 nolu maya izolattarimn 15tk mikroskobi goriintilsi
X 200

3.3.2. SEM’de tutunma denemeleri

SEM’de tutunma yetenekleri bakimindan 36, 75, 85, 110 nolu maya izolatlan
incelenmigtir.

Incelenen 4 maya izolatn B. cinerea’ya tutunma yetenefinin varligt SEM mikrograflart
ile ortaya konulmugtur.

75 nolu izolatin B. cinerea uzerine tutunmasi dejisik bilyiitmelerle incelenmigtir. Maya
hitcrelerinin hifleri sormasi ve sikica tutunmasi g6zlenebilmistir (Sekil 3.3.2.1a, b).
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Sekil 3.3.2.

Tdim WOZ2S

Sekil 3,
Biiyiitme biraz daha fazlalagtinildigida bir hif {izerine tutunan mayalarin tutunma yerleri

ve hif tizerinde qukurlar meydana getirdigi gozlenmistir (Sekil 3.3.2.2).
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Sekil 3.3.2.2. 75 nolu maya izolatlanmin B. cinerea iizerine tutunmasi, tutundugu yerler ve hif
iizerindeki gukurcuklar x 2000

85 nolu izolatin B. cinerea’ya tutunma yetenegi 75 nolu izolat ile paralellik
gostermektedir. Total SEM mikrograflarinda hifler etrafim sikica saran mayalar
gozlenirken daha biyiik biyitmelerde mayalan hif iizerine tutundugu bélgeler ve hifler

iizerinde olugturduklan cukhrluk]ar gozlenmistir (Sekil 3.3.2.3a,b).

i
f

Sekil 3.3.2.3a. 85 nolu izolatin B. cinerea hiflerini sarmasi x850 bityiitmede SEM mikrografi
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Sckil 3.3.2.3b. 85 nolu izolatin B. cinerea hifleri iizerine tutunmasint ve gukurlar olusturmasini
gosteren SEM mikrografi x 3500

Aym etkiler 110 ve 36 nolu mayalann B, cinerea’lar iizerinde gézlenmistir (Sekil 3.3.2.4,
Sekil 3.3.2.5).

1A e 02

Sekil 3.3.2.4. B. cinerea hiflerine tutunmus 36 nolu maya izolati SEM mikrografi x 800
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$ekil 3.3.2.5. B. cinerea hiflerine tutunmus 110 nolu maya izolati SEM mikrografi x 1200.

SEM ile yapilan calismalarda P. expansun’a, muamele edilen 4 maya izolatinda da

herhangi bir tutunmaya rastlanamamigtir (Sekil 3.3.2.6).

Sckil 3.3.2.6. P. expansum hiflerine uygulanmig 75 nolu maya izolat preparatinda. herhangi bir
tutunmaya rastlanamanustir x 800
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3.4, TEM’de Tutunma Denemeleri

in-vivo +4°C’de; P. expansum ve B. cinerea’ya etkili kontrol saglayan 85 nolu izolat

izerinde TEM incelemeleri yapilmistur.

Boéliim 3.3’de agiklandigs gibi SEM incelemeleri sonucunda P. exparisum’a tutunma
gergeklesmemigtir. Benzer sonug TEM galigmalaninda da gozlenmistir. Gerek SEM ve
gerekse TEM caligmalart sonucunda, maya izolatlaninin P. expansum hiflerine tutunma

yeteneklerinin olmadig saptanmustir.

B. cinerea denemelerinde ise gok net tutunma gézlenmistir. TEM ince yapi analizlerinde
85 nolu izolatn, hiflere tutundugu bolgelerden gegen kesitler incelenmis ve tutunma
baslangicindaki hif hiicre yapisi ile tutunma gergeklestikten sonraki hif hiicre yapist

kiyaslanmugtir.

Okaryotik organizmalar olan maya ve kiiflerin, protoplazma etrafini saran hiicre duvarlar:
mevcuttur. Bu hiicre duvarlan mayalarda, glukan ve mannan ihtiva eder. Kiiflerde ise
hiicre duvarlarinda azot ihtiva eden bir polisakkarit kitin bulunmaktadir. Kif ve maya
hiicre duvarlan etrafim glukoz ve ksilozdan olusan polisakaritler sarar. Hicrelerin
birbirini tamimasi veya interaksiyonu bu ekstraseliiler matriks maddeleriyle miimkiindiir.
Ekstraseliiler matriks i¢inde bulunan ve hiicreler tarafindan iiretilen lektin maddeleri de

bu tutunmay kolaylastinr (Ozcelik 1995).

Kif miselleri tizerinde hiperparazitik bir yikim sézkonusu ise 6nce maya ve kif
hiicrelerinin  birbirine tutunmast gerekmektedir. Bu tutunma mekanizmasi TEM

mikrograflar ile aydinlatiimaya ¢aligilmgtir,

Birbirine yakin olarak gézlenen maya ve kif mikrografinda, iki hiicrenin protoplazmast
ve i¢indeki organeller, hiicre duvarlart ve ¢ok yogun olarak gozlenen ekstraseliler
matriks izlenebilmistir. Her iki hiicrede de kiigik ve ¢ok sayida vakuller gérﬁlmﬂstﬁr
(Sekil 3.4.1).
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Sekil 3.4.1. Maya ve kif interaksiyonu baslangict ve her iki hiicrenin protoplazmik yapisi, hiicre
duvarlan ve etrafinda bulunan gok yogun ekstraseliller matriks TEM mikrografi (x 4.800)

Aym bloktan yapilan seri kesitlerde, hiflere tam olarak tutunmug mayalar gozlenmigtir.
Bu mayalarin ekstraseliller matriksleri tamamen birlegmis, sanki ortak kullantan matriks
gibi iki organizma arasinda gok ince matriks maddesi gorilmugtiir (Sekil 3.4.2).

Sekil 3.4.2. Kif miseli ile maya arasindaki tam tutunma vemaya-misel arasindaki ekstraseliler
matriksin ortak hal alarak azalmas: (x 3600)
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Kiif-maya tutunmasmin bulundugu kisimdan, alinan bir bagka kesit ve o bolgenin TEM
goriintisinde misel enine kesiti ve sag alt kosede tutunmug fulu goriinen maya kesiti
bulunmaktadir, Misel hiicre igine bakildiginda, mitekondriler, Sekil 3.4.1’deki mikrografa
nazaran daha biyiik vakuoller ve niikleus netlikle goriilmugtiir. Hiicre duvan ve etrafint
saran ekstraseliiler matriks’te net olarak gdzlenebilmistir (Sekil 3.4.3).

Sekil 3.4.3. Kiif miseli ile maya interaksiyonu ve misel ince yapis1 (x 14.000)

Diger bir TEM mikrografinda hif hiicre duvarlarindaki incelmeler, yer yer yok olmug;
hiicre duvart, sadece ekstraseliiler matriks ile sarilmug bir gdriintii vardir. Hif hiicre igine
balkildiginda stoplazmada oldukga buyiik dejenerasyon gézlenmektedir. Stoplazma adeta
ortada toplanmig, gevresini bitytik bir bosluk sarmugtur,

Ortadaki stoplazma kitlesinde endoplazmik retikulumlar, ribozom taneleri, siyah lekeler
olarak gézlenen granilller ve dejenere olmug mitekondriler gdzlenmigtir (Sekil 3.4.4).

94



Sekdl 3.4.4. Dejenere olmug B. cinerea miseli TEM mikrografi (x 14.000)

3.5. Mayalarin Tanimlanmas:
Boliim 2.6°da belirtildigi gibi 13 maya izolatinin genus bazinda tammlanmas: yapilmigtir.

Tammlamaya gegilmeden 6nce maya izolatlan, koloni yapist ve rengine gore gruplara
ayrilmugtir. 108 nolu izolat, somon rengi diiz kenarlt parlak koloniler 116 nolu izolat
sarimss kenarlan tirtikl koloniler; 277, 33, 66 nolu izolatlar uguk pembe renkte, tepecik
seklinde, kenarlara aj gibi dagdan koloniler; 105, 154, 58 nolu izolatlar, agik pembe
renkte, kenarlar diiz olmayan ve yagl kiiltiirlerde koyu renk alan koloniler; 110, 36 nolu
izolatlar mat beyaz, kenarlan tirtikli koloniler 45, 85 nolu izolatlar siimiiksii, parlak
beyaz, akigkan koloniler ve 75 nolu izolat ise parlak beyaz kenarlan diiz koloniler
olusturmuglardir.

Mayalar iuzerinde, tammlamanin daha iyi yapilabilmesi icin asafida belirtilen baz
morfolojik testler uygulanmugtur:
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1~ Vejetatif hiicrelerle cogalma

Vejetatif hicrelerle olan gogalma, ya tomurcuklanma ya da fizyon bélinme geklinde
olup, tammlamada ¢ok onemli bir kriterdir. Hatta tomurcuk olugturarak g¢ogalan
mayalann, tir bazindaki tammlamasi tomurcuklanma tipine gére degigmektedir, Mayalar
tek kutuply, iki kutuplu veya ¢oklu tomurcuklanma ile ;;ogala,bilirler.

Tanimlanmaya ¢ahgilan 13 maya izolatinin vejetatif gofalma sekilleri, Cizelge 3.5.1°de
gosterilmistir. Bu deneme sonuglan ve.mikroskobik incelemelere gore; 75, 108, 110, 85,
45, 36, 116 ve 58 nolu izolatlann tek i(utuplu tomurcuklanma ile, 33, 66 nolu izolatlarin
iki kutuplu tomurcuklanma ile 154, 105 ve 277 nolu izolatlann ise fizyon béliinme ile
gogaldiklart gozlenmistir,

Cizelge 3.5.1. 13 farkli maya izolattmin fanimlanmasinda kullamilan morfolojik test sonuglart
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2- Pseudomisel (=Pseudohif) Olusumu

Mayalar tomurcuklanma ile ¢ogaliyor ise, tomurcuklanan yeni hiicre ya hemen ana
hiicreden aynhr, ya da aynlmadan kalir. Aynimayan ve giderek olgunlagan mayalarda
birbirine yapigk kalan hiicreler, boncuk dizileri gibi uzantilar olugtururlar. Igte bu
tomurcuklanma sonucu olugan, hife (=misele) benzeyen yapilar pseudohif olarak
tanumlanir (Barnett et al 1983).

Ayrica olgun kiiltiirlerde gelisen septah miseller vardir. Bunlar da genellikle kétii ortam
sartlannda, kaf misellerine benzer septal hifler olugtururlar (Barnett et al 1983).

Yapilan pseudohif olusum denemelerinde her iki tiir hiff blugumuna da rastlanmugtir,
Cizelge 3.5.1°de pseudohif olusturan maya izolatlan (+) pseudohif olugturmayan maya
izolatlan ise (—) olarak belirtilmistir. $ekil 3.5.1°de 105 ve 33 nolu maya izolatlanmn
pseudohifler olugturdugu gozlenmigtir (Sekil 3.5.1).

Sekil 3.5.1. 105 nolu izolat’m olugturdugu pseudohifler x 250
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66, 2717, ve 110 nolu izolatlann ise septali hifler olusturdugu g6zlenmigtir (Sekil 3.5.2).

$ekil 3.5.2. 277 nolu izolatn meydana getirdizi septal hifler gérillmektedir x 250

Diger maya izolatlarinda ise pseudohif olusumuna rastlanmamgtir,

izolasyon tanumlanmasinda kullamlan diger testler; Glukoz, Ureaz, Nitrat, DBB testleri
ve Ballistospor olugumu, ile Askospor olusum testleridir. Bu test sonuglan Cizelge
3.5.1°de verilmigtir.

Tammlamann daba iyi yapilabilmesi igin karbon kaynaklan testi uygulanmugtir. Ortamda
bulunan karbon kaynafinda mayalarin gosterdigi gelisme durumuna gére, o karbon
kaynaginda geligebiliyorsa (+) ortamda bulunan karbon kaynafinda geligemiyorsa (-)
olarak} degerlendirilmigtir (Cizelge 3.5.2).

98



Cizelge 3.5.2. lzolatlanin karbon kaynaklanns kullanma dzellikleri
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Karbon kaynaklan ve morfolojik tan: test sonuglanna gore;, 45, 75, 85 nolu izolatlar
Candida sp, 66, 271, 33 nolu izolatlar Rhodusporidium sp, 105 nolu izolat, Williopsis
sp, 36 nolu izolat, Torulaspora sp, 108 nolu izolat Rodotorula sp, 58, 154, 110 nolu
izolatlar Hansenula sp ve 116 nolu izolat Debaryomyces sp genusuna dahil edilmigtir
(Bamnett et al 1983) (Cizelge 3.5.1).



4. TARTISMA ve SONUC

Hasat sonrasi hastaliklara ve ekonomik kayiplara neden olan fungal hastaliklarla
micdelede 1960°h yillardan bu yana, fungisitler kullanimaktadir (Cohen and Shalom
1990, Childers 1992, Matheron and Matejka 1988)

Fungisitlerin daha etkili olabilmesi icin kombine bilegikleri kullamlmigtir (Biondi et al.
1979).

Isparta Egirdir golii cevresinde ticari amagla kurulmug elma bahgelerinde, ¢ok fazla ve
bilingsizce gegitli kimyasallar kullaniimaktadir. Golden ve Starkink elmalanmin
yetigtirildii bu bolgede, hasat oOncesi periyodik ilaglamalar yapilmaktadir. Bu
kimyasallanin, dogaya verdigi 2arar dnlenememekte ve yagmur sulan ile Egirdir goline
taginmaktadir. S6zkonusu kimyasallar, gol eko-sistemini olumsuz etkilemekte ve goldeki
Levrek baliklannin Gretimini azaltmaktadir. Egirdir Su Uriinleri Aragtirma Laboratuvar
cahgmalanna gore, gol gittikce fakirlegmekte olup, goldeki kurtarma ve antma
galigmalan halen sirdirdlmektedir (Egirdir Su Uriinleri Arag Raporu 1989).

Kimyasallar dofial dengeyi bozmakla kalmayip, fungisit ve pestisitlere dayanikh tirlerin
ortaya ¢tkmastyla, micadelede yetersiz kalinmaktadir (Dave et al. 1980)

1987 Amerikan Ulusal Akademisi raporlanina gore halen kullamimakta olan fungisitlerin
% 90"inda farkh dokuz kanserojen bilegigin varhg saptanmigtir.

Bilinen botdn bu olumsuzluklar kargisinda, fungisitlere alternatif metodlar aranmig ve
bilim adamlan biyolojik milcadeleye yonelmigtir.

Biyolojik milcadelenin avantajli yonleri; temininin kolay ve ucuz olmasi, dogal ortamda
bulunmasi, dogal dengeyi bozmamas ve insan saglhiim tehdit etmemesidir. Ayrica su ile
yikanarak, meyve ve sebze yiizeylerinden anndinlabilmeleri ise en onemli avantajidir
(Wilson and Wisniewski 1994).

Botin bu veriler ipfinda; biyolojik miicadeleyi amagladiginz caligmamizda, Omoifo and
1 Kotun (1987), Chand and Spotts (1996), Janisiewicz et al. (1994, 1995) ve
Sobiczewski et al. (1996)'un yapmg olduklan ¢ahigmalara paralel olarak elma yaprak ve

meyve yilzeylerinden elde edilen maya izolatlan kullanlmgur. Literatarlerde
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rastlanmayan; ¢icek agma, meyve tutma ve meyvenin gelisim evrelerinde toplanan

omeklerle izolasyonlar yapilmigtir.

Cegsitli zamanlarda ve farkh alanlardan toplanan o&meklerle, biyolojik milcadelede
kullamlacak maya ornekleri gogaltiimaya caligilmugtir,

Ureticilerin yakinmalarina gore en biyilk kayip; hasattan sonra soguk hava depolannda
meydana gelmekte ve depolama sirasinda kasa bagina % 2S5’lere varan fire ile
kargilagilmaktadir. Bu problemi agmak igin yola giktifaimiz galigmada, elmalarda hasat
sonras: hastahiklara neden olan P. expansum ve B. cinerea iizerinde durulmugtur.

Elma kisimlanindan izolasyonlan yapilan 123 epifitik maya izolatinmn, P. expansum ve
B. cinerea iizerine etkileri in-vitro ve in-vivo kogullarda tek tek denenmig, biyolojik
miicadelede en etkili antagonistik mayalann saptanmasina ¢ahgilmigtir.

McLauglin ve arkadaglanmin (1990), belirttikleri gibi, en iyi kontrolin saglandif,
patajen: 10° cfi/ml, maya: 10° cfiyml yogunluklandir. Bu deneme sonuglanndan yola
¢ikilarak, in-vitro ve in-vivo ¢ahgmalanmizda patojen: 10* cfi/ml, maya: 10* cfi/m!
yogunluklanndaki mikroorganizmalar kullamlmugtir.

Elmalar uzerinde denenen 123 maya izolatindan, 22°C’deki test sonuglanna gdre; P.
expansum’a ekili 7 maya, B. cinerea’ya etkili 30 maya izolati ve her iki patojene birden
etkili 4 antagonistik maya tesbit edilmigtir.

Mayalann antagonistik etkisi hesaplanirken, mayalann, elma izerindeki yaralan gilritme
yuzdesinden ve yara capi ortalamalanndan yararlamlmigtir. Kontrol ile kiyaslanan maya
omeklerinde etki yizdeleri ve yara capt ortalamalan farkhhklar gostermig, bu
farkhiliklann varyans analizleri yapilarak, gruplar arasindaki farkin 6nem kontrolleri
yapilmugtir. P: % 1 yamima payina gore hesaplannug (1 - P = 0,99), testin givenilirligi %
99 olarak tesbit edilmigtir. '

Varyans analiz sonuglanina gore, farkhhifin hangi gruptan kaynaklandifi ve Duncan
testine gore hangi grup testin, etkili antagonizm gosterdifi yargisina vanimugtir. Buna
gore;, etki yizdesi % 50'nin UOzerinde olan mayalar etkili antagonistier olarak

101



tamumlanmig, % 30-% 50 arasinda etkili bulunan maya izolatlan ise lezyon (yara) azaltica
olarak nitelendirilmigtir.

Lezyon azaltici etkisi gbzlenen maya izolatlan 10® cf/ml yogunlukta denenmigtir. Maya
yogunlugun artirarak yapilacak denemelerle (10°, 10"°, 10" gibi) antagonistik aktivitenin
yikselebileceii duginiilmektedir. Fakat bdyle bir gahgma yapma olanagimiz olamams,
ileriki ¢aligmalarda depenmesi ditgiiniiimigtir.

Elma denemelerinde 22°C’de baganh bulunan maya izolatlanindan 13 tanesi segilerek
+4°C'de sofuk hava sartlannda test edilmigtir. Test sonuglanmin Varyans analizleri
yapilarak Duncan goklu testi ile degerlendirilmigtir.

Sofiuk hava gartlannda (+4°C) denenen maya izolatlanndan P. expansum'a etkili 9 maya
izolat: saptanirken, B. cinerea denemelerinde sadece 1 maya izolatt % 40 antagonistik
etki gosterebilmigtir. Her iki patojene birden etkili 1 maya izolat: (85 nolu izolat)
saptanmgtir.

Elma denemelerinde 22°C test sonuglan ile +4°C test sonuglan kiyaslanacak olursa,
22°C’de antagonistik aktivite daha yilksek olarak bulunmugtur.

Benzer bir gahgma yapan Lima ve arkadaglan (1998), elmalar dzerinde, iki maya
izolatiun B. cinerea ve P. expansum’'a karyi 0 ila 35°C’ler arasindaki antagonistik
etkilerini aragtirmiglardir. Maya izolétlannm en etkili olduklan sicakhk derecesinin 24°C
olduguny belirtmiglerdir.

fn-vivo elma denemelerinde 22°C ile +4°C’lerdeki test sonuglarina gére maya izolatlan
P. expansum’a karg: en etkili antagonistik aktiviteyi +4°C’de saglanuglardir. Ayni maya
izolatlanmin 22°C’deki test sonuglanna bakildifinda ise etki yilzdesinin dugik oldugu
gozlenmigtir. B. cinerea denemelerinde, durum tam tersine geligmig, maya izolatlan
22°C'de en etkili antagonistik aktivitelerini sergilerken +4°C’de aym etki
gozlenmemigtir.

in-vivo elma denemeleri yapilan 123 maya izolat, in-vitro gartlarda B. cinerea ve P.

expansum {zerine denenmigtir. In-vitro test sonuglan ile in-vivo test sonuglan arasinda
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paralellik beklenmig, ancak in-vitro testlerde ¢ok sayida maya antagonistik etki

gosterirken, in-vivo denemelerde daha az sayida maya etkili bulunmugtur.

Bu sonucu destekleyen bir calisma da Schiewe ve Mendgen (1992), elmalardan elde
ettikleri 700 izolati, patojenlere karg, in-vivo ve in-vitro olarak denemiglerdir. in-vitro
kogullarda 50 izolat, patojenlerin bir veya ikisine birden etkili iken, in-vivo kogullarda 4

bakteri ve 3 maya izolat: etkili bulunmugtur.
In-vitro gartlarda patojenlerle kargilagan maya izolatlaninda iig farkh etki gbzlenmistir,

Bunlardan birincisi, inhibisyqn zonu olugumudur. P. expansum'a kary 10 maya, B.
cinerea’ya karg 11 maya izolati, antibiyotik zonuna benzer parlak zonlar olugturmugtur.
Bu zonlann mayalar tarafindan antibiyotik veya antifungal bir bilesik treterek patojenleri
inhibe ettikleri diguniimiigtir. Fakat bu maddenin ne olduguna dair analizleri
yapilmanugtir. Bu maddelerin analizlerinin miimkiin oldugu, birgok literatiirde belirtilmig
(Moussaif et al. 1997, Boruah et al. 1999, El-Ghaouth et al. 2000, Converti et al. 1999)
ve ileride yapilmas duginilmigtisr.

Ikinci etki gekli, kirmizi pigmentli zon olusumudur. Maya izolatlanindan 25 tanesi, hem
B. cinerea’larla hem de P. expansum’larla karglagtifinda, kimuzi pigmentli zonlar
olugturmugtur.

Inkibasyonun ilk d¢ goninde zon iginde spor gelisimi gozlenmezken, P. expansum
denemelerinde ugiinct ginden sonra sporlar geliserek maya bloklanina kadar misellerini
geligtirmiglerdir. B. cinerea’larda ise kwmuzi pigment zon iginde, inkiibasyon stiresi
boyunca hicbir gelisme gorilmemistir.

Ugiincid etki gekli; cokiintii olugumudur. Bu etki sadece B. cinerea’larda gozlenmigtir. 19
maya izolati B. cinerea’lara denendiginde, ilk i giin icinde maya disklerine kadar kaf
miselleri geligmigtir. Ugiincil giinGn sonunda maya diskleri etrafinda geligen hiflerin zon
olusturacak gekilde koyu renk alarak ¢okeldikleri gorillmisgtir.

Geligmig kof misellerinin mayalarla karplagtiktan sonra ¢okiintilye uframas;, bize
hiperparazitizm ile ilgisinin olabilecefini dogiindiirmagtir.
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Bahsettifimiz ve denemelerle ortaya konulan bu etki gekiflerine antibiyosis harig higbir
literatiirde rastlanmamgtir,

Mikroorganizmalann antagonistik etki mekanizmalan tam olarak agiklanamamaktadir.
Yapilan araghrmalar igifinda, bilim adamlanmin birlegtikleri nokta; mikroorganizmalann,
yer ve besin rekabeti, konukgunun direncinin giglendirilmesi antibiyosis ve
hiperparazitizm yollanndan bir veya birkagini kullanarak antagonistik etkiyi gosterdikleri
yolundadir (Chalutz et al. 1988, Isaac 1992, Karagal 1993, Wilson et al. 1994, Bora
1998).

Denemelerimizde bu etki mekanizmalanndan antibiyosis goézlenmigtir. Fakat bu
mekanizma ile antagonistik etki saglayan mayalar GOzerinde fazlaca durulmamugtir.
Patojenlerin inhibisyonu igin mayalann dretti§i diginolen, antibiyotik veya antifungal
maddelere karg,, patojenlerin direng kazanmalan mimkiindir. Bu nedenle antibiyosis

gosteren maya izolatlan ile biyokontrol amaglanmanugtir.

Antagonistik etkiler iginde en etkili ve en kalict yontem olarak digindogomiz

mekanizma hiperparazitizmdir.

Caligmanuzda hiperparazitizm denemeleri yapilmugtr. Bu mekanizmada esas olan
antagonistlerin, hiflere tutunarak parazitik yolla direkt olarak patojenlerin geligimini
engellemesidir. Mekanizma bugiine kadar heniiz tam olarak agiklanamamgtr.

Biz de cahgmamizda, 1gtk mikroskobisi TEM ve SEM ¢aligmalan ile mekanizma
hakkinda bilgi sahibi oimayr amagladik.

Igtk mikroskobisi ile yaptfimz gahigmalarda, 123 maya izolatindan 44’0 segilerek, B.
cinerea ve P. expansum izerinde in-vitro olarak denenmistir. Sonuglara gore B. cinerea
hiflerine tutunma yetenegi olan 29 maya ve P. expansum hiflerine tutunma yetenegi olan
15 maya izolats bulunmugtur. Mikrograflarda, B. cinerea hiflerine gok sayida ve yinlar
halinde mayalar tutunurken, P. expansum hiflerine yer yer ve birkag mayanin tutundugu
goriimigtilr.

SEM caligmalaninda ise en fazla antagonistik aktivite gosteren 4 maya izolati P.
expansum ve B. cinerea uzerine denenmigtir. Elde edilen sonuglara gore 4 maya
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izolatnda da P. expansum hiflerine tutunma gorilmemistir. B. cinerea’larda ise maya
izolatlarinin hepsi hiflere sikica tutunmuglar, bilyiik biyitmelerde alinan mikrograflarda,
bu tutunma yerleri ve tutunduklan boigelerde gukurluklar gérolmilgtir.

Elektron mikroskobisi ile yapilan birgok ¢alismada da benzer bulgular elde edilmigtir (El-
Graouth et al. 1998, Wisniewski et al. 1991, Droby et al. 1994).

Hiperparazitik tutunma ve ukurlar olusturma uzerinde yapilan kimyasal analizlerde,
Wisniewski ve arkadaslan (1991) D. hansenii ve P. guilliermondii \zerinde yaptiklan
¢aliymada B-(1-3) Gluconase enzim aktivitesi saptanuglardir. Diger bir caligmada, ise
Grevesse ve arkadaglan (1998), elma Botritis zararlanna karst antagonistik aktivitesi
saptadiklan, Pichia anomala’da exo-beta (1-3) Gluconase aktivitesi gézlemiglerdir.

Caligmamizda bu tarz bir kimyasal analiz yapiimamug, antagonistik, hiperparazitik maya
suglan ozerindeki kimyasal ¢aligmanin ileriki donemlerde yapilmas) digiindimilgtir.

TEM denemelerinde +4°C’de en basanh olan ve her iki patojene birden etkisi kanitlanan
85 nolu izolat ile gahgilmigtir.

Sonuglara gore 85 nolu izolat P. expansum'a kargi tutunma gostermemig, B. cinerea’da

ise tutunma net bir bicimde izlenmigtir.

Seri kesitlerde, maya-patojen hif interaksiyonunun bulundugu bolgeler incelenmig, maya-
hif arasindaki ekstraseliller matriksin ¢ok fazla geligtigi goruimigtiir.

Tutunmanin tam gergeklestigi bolgelerden ahnan kesitlerde iki hilcre arasinda bir
ekstraseliter matriks gorulmugtur.

TEM mikrograflanndan elde edilen diger bir sonug ise; tutunmadan sonra hif iginde
vakuollerin ¢ofaldin ve yer yer hicre duvarlannda dejenerasyonlann oldufiu
gozlenmistir. Elimizdeki literatiirlerde boyle bir sonuca rastlanmanugtir.

Caligmamizda en son olarak da, +4°C’de in-vivo denemeleri yapilan 13 maya izolatinin

tammlanmas: yapilmgtir.
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Genus bazinda yapilan tammlamada, morfolojik testler ve karbon kaynaf testleri
kullaninugtir. Maya izolatianndan 3°6 Candida, 3’0 Rhodosporidium, 3’6 Hansenula,
Vi Debaryomyces, 1'i Rodotorula, 1'i Torulaspora ve 1'i de Williopsis genusuna dahil
edilmigtir.

Sonug olarak; antagonistik aktiviteleri saptanan maya izolatlan ile hasat sonras:
hastahklara neden olan patojenlerin, kontrolil saglanabilmekte ve fungisitlere alternatif
olarak onerilmektedir.
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