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OZET

Anahtar kelimeler: Antagonisttik maya, biyokontrol, elma

Hasattan sonra mavi kiiflenmeye neden olan Penicillium expansum patojenik kiiftiniin
kontrolii taze meyve endiistrisinde elma i¢in 6nem arz etmektedir. Bu sebeple hem
fungisit kullanimini azaltmak hem de ekonomik kayiplar1 aza indirmek i¢in alterntaif
bir yontem olan antagonist mayalarin biyokontrol ajani olarak kullanimi
Onerilmektedir.

Bu ¢alismada ise farkli meyveler iizerinden izole edilen maya suslarindan antagonist
ozelligi yiiksek maya susu seg¢ilmistir. Segilen Cryptococcus albidus susunun 4 7 ve 9
log kob/g konsantrayonlar: elma {izerinde agilan yaklasik 3 mm ¢apindaki deliklere
inokiile edildi ve 10 dakika bekledikten sonra P.expansum kiifii (4 log kob/g) inokiile
edilmistir. EImalar steril kaplarda 4, 10, 15 ve 25 °C ile birlikte %85 ve 95 bagil nem
degerlerinde depolanarak her 7 giinde bir maya ve kiif sayimi yapilmistir. Agilan
delikler etrafinda olusan c¢iiriime c¢ap1 da depolamanin 40. giiniinde Slgiilmiistiir.
Depolama sonunda yapilan toplam maya/kiif analizi sonucuna gére sicaklik ve nem
degeri arttikca kiif miktarinda azalma oldugu goriilmiistiir. Ornegin maya kiiltiirii
uygulanmamis elmalarda kiif miktar1 8,86 log;o kob/g dozuna kadar ¢ikarken en
yiiksek maya dozunda 6,95 log kob/g kiif dozuna ulasmistir. Bu degerler en diisiik
sicaklikta depolama sartlarinda goriiliitken sicaklik arttikca kiif gelisimi
baskilanmistir. Uygulanan parametreleri g6z oniine aldigimizda depolama zamani-
depolama sicakligl ile depolama zamani-maya sayisinin kiif inhibisyonunda birlikte
etkili oldugu goriilmektedir (p<0,05). Depolama sicakligi, nem ve depolama
zamaninin ortak etkilesiminin de yine kiif gelisimi {izerine inhibisyon etkisi mevcuttur
(p<0,05). Calismamizda maya kiiltiirii uygulanmamis elmalara gére 7 ve 9 log kob/g
maya kiiltiiri uygulanan elmalarda clirlime ¢ap1 0,5 — 0,7 cm’ye kadar diisiis
gostermistir. P. expansum sayisinda ve ¢liriime ¢apinda diisiis gosteren ideal sicaklik
4-15 °C’de %95 nem degerinde 7-9 log kob/g maya konsantrasyon varliginda
gorilmiistir.

Analiz sonuglarina gore segilen maya susunun belirlenen parametrelerde P.expansum
kiifii lizerinde in vivo ve in vitro sartlarda antagonisttik etki gosterdigi saptanmustir.



INVESTIGATION OF THE USAGE POTENTIAL OF YEASTS
ISOLATED FROM DIFFERENT ENVIRONMENTS AS A
BIOCONTROL AGENT

SUMMARY

Keywords: Antagonistic yeast, biocontrol, apple

The control of Penicillium expansum pathogenic mold causing blue mold spoilage on
apple is an important problem for apple is fruit industry. For this reason, the application
of antagonist yeasts, which is an alternative method, is recommended to be used as
biocontrol agents in order to reduce the use of fungicides and to minimize economic
losses.

In this study, yeast strains with high antagonist properties were selected from
Crptococcus albidus strains isolated from different fruits. 4 7 and 9 log cfu/g of the
selected yeast strain were inoculated into approximately 3 mm diameter holes drilled
on the apple and P.expansum mold (4 log cfu/g) was inoculated after 10 minutes.
Apples were stored in sterile containers at 4, 10, 15 and 25 ° C with 85% and 95%
relative humidity and yeast and mold were counted every 7 days. The diameter of rot
formed around the drilled holes was measured on the 40th day of storage. According
to the results of the total yeast mold analysis performed at the end of the storage, it
was seen that the amount of mold decreased as the temperature and humidity increased.
For example, while the amount of mold in apples without yeast culture was increased
up to 8,86 log,, cfu/g, it reached 6.95 log cfu/g mold at the highest yeast dose. While
these values are observed in the lowest temperature storage conditions, mold growth
is suppressed as the temperature increases. Considering the applied parameters, it is
seen that storage time-storage temperature and storage time-yeast amount are effective
together in mold inhibition (p<0,05). The interaction of storage temperature, humidity
and storage time also has an inhibition effect on mold growth (p<0.05). In our study,
the diameter of spoilage decreased to 0.5 - 0.7 cm in 7 and 9 log cfu/g yeast cultured
apples compared to the apples without yeast culture. The ideal temperature, which
showed a decrease in the count of P.expansum and the diameter of rot, was observed
in the presence of 7-9 log cfu/g yeast concentration at 95% humidity at 4-15 °C.

According to the analysis results, it was determined that the selected yeast strain had

an antagonistic effect on P.expansum mold in the determined parameters in vivo and
in vitro conditions.

Xi



BOLUM 1. GIRiS

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2019 verilerine gére meyve ve
sebzelerde hasat sonrasi kayiplar %21,6°dir. Yine FAO 2011 raporuna gore her yil
gidalarin %30’unun kaybedildigi ya da israf edildigi tahmin edilmektedir. Hasat
sonrast bozulmaya neden olabilecek mikotoksinlerin kaynagi olan kiifler (Liu ve ark.,
2013) ve zararlilar, hasat sonrasi kayiplarin % 20-25'inden sorumludur (Sharma ve
ark., 2009). Patojenik kiifler, tirinlerin kalite ve miktarinda 6nemli kayiplara neden
olurken ekonomik olarak da zarara sokarlar. Dahasi, kiifler gidalar1 bozarken toksik
etkiye neden olan sekonder metabolitler de iiretirler (Pozo-Bayon ve ark., 2012).
Omegin, Penicillium expansum, hasattan sonra mavi kiiflenmeye neden olan ve
patulin, sitrin ve chaetoglobosins gibi sekonder metabolitler iireten bir patojendir
(Andersen ve ark., 2004). Fungal gelisme taze meyvelerde daha ¢ok bozulmaya neden
oldugundan meyve endiistrisinde kiif kontrolii ok énemlidir (Ruiz-Moyano ve ark.,
2016). Bu amagla insanlarin fungisitlerin kullanimini azaltmay1 ve kif patojenlerine
direngli ilaclarin gelistirilmesini talep ettigini ve bu sayede alternatif kontrol

stratejilerini arastirmak igin acil bir ihtiya¢ ortaya ¢ikmustir (Droby ve ark., 2016).

Hasat 6ncesi ve hasat sonrasi tarimsal iirlinlerin yetistirme, depolama, tasima, dagitma
ve Uriinlin islenmesi sirasinda meydana gelebilecek bozulmalar1 kontrol altina almak
i¢in pestisit denilen kimyasal maddeler kullanilir. Bu maddelerin kullanimi sonrasinda
kalan metabolitler, reaksiyon {lirlinleri toksikolojik etki gosteren pestisit kalintilarini
olusturur (Tatli, 2006). Pestisitler siirekli kullanildiginda bazi zararlilar zamanla bu
kimyasal maddelere kars1 diren¢ kazanir. Bunlar biyolojik olarak ayrigmadiklarindan
bulunduklar1 ortamda siirekli kalir ve toprak fauna ve florasi zarar goriir (Haktanir ve
Arcak, 1998). Ayrica bu pestisitler gida ile birlikte viicuda alindiginda birikerek

toksisite gosterir (Giircan, 2001) ve kronik zehirlenme, akciger hastalgi, kanser,



beyinde hasar, karaciger ve bobrekte nefroza neden olur (Tatli, 2000).

Bu sebeple kullanilan tarimsal ilaglarin insan saglhigina ve dogaya verdigi zararlar
(Ozaktan ve ark., 2010) ve zararlilarin fungisitlere kars1 gosterdikleri artan direngleri
ile birlikte son yillarda daha az zarar veren yeni koruma yontemlerine karsi ilgi

artmustir (Pretscher ve ark., 2018).

Son zamanlarda mayalarin taksonomisi, ekolojisi, fizyolojisi, biyokimyasi ve
molekiiler biyolojisinin anlasilmasindaki son gelismeler onlarin gidalardaki 6nemini
de arttirmistir (Fleet, 2007). Meyve sebze gibi gidalarin bozulmalarini biyolojik olarak
kontrol altina almak i¢in mayalarin kullanim1 kimyasal fungisitlerin kullanimina kars1
alternatif bir ¢oztimdiir (Liu ve ark., 2013). Mayalarin biyolojik kontrol ajani olarak
kullaniminda tercih edilmesinin sebepleri onlarin iiretiminin hizli ve kolay olmasi,
kullanimini ve etkinligini diizenleyecek 6zelliklere sahip olmalaridir (Pimenta ve ark.,
2009) . Mayalar, yiiksek inhibitor kapasiteleri, meyve yaralarinda hizli kolonizasyonu
(Rosa-Magri ve ark., 2011) , kuru yiizeylere uzun siire kolonize etmelerini saglayan
basit beslenme ihtiyacindan ve alerjenik spor iiretmemelerinden dolayr meyvelerde
hasat sonrasi biyokontrol ajani olarak kullanimlari bir¢ok c¢alisma tarafindan

onerilmistir ( Fan ve Tian, 2000; El-Tarabily ve Sivasithamparam, 2006).

Biyolojik kontrol ajanlarinin uygulama basarisi1 sicaklik, nem, mevsim ve diger bircok
cevresel faktore baglidir (Nicot ve ark., 2016; Jijakli, 2011). Genel olarak mayalar,
hasattan 6nce ve sonra baskin olan stresli cevresel kosullara (diisiik ve yiiksek
sicakliklar, kuruma, c¢ok cesitli bagil nem araligi, diisiik oksijen seviyeleri, pH
dalgalanmalari, UV radyasyonu) yiiksek tolerans gosterirler ve yarali meyve
dokularinda bulunan mikro ortama (yliksek seker konsantrasyonu, yliksek ozmotik

basing ve diisiik pH) 6zel olarak uyarlanirlar (Spadaro ve Gullino, 2004).

Bu calismanin amaci, farkli meyvelerin yiizeylerinden izole edilen mayalarin kiifler
tizerindeki inhibe edici 6zelliginin arastirilmasi, en iyi antagonisttik etkiyi gosteren

maya suslarinin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi ve farkli parametreler goz



Online alinarak elma tizerinde Penicillium expansum kiifiiniin {iremesine karsi

kullanilan maya kiiltliriiniin antagonisttik etkisinin arastirilmasidir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Biyolojik Kontrol Nedir?

Dogal olarak ortamda bulunan yada sonradan ortama ilave edilmis mikroorganizmalar
tarafindan fermantasyon sirasinda {retilen maddelerin yada metabolitlerin
kullanilmasiyla “biyolojik koruma” yada “biyokontrol” terimleri agiklanmaktadir

(Salas ve ark., 2017).

Pal ve Gardener’a (2006) gore biyolojik kontrol bir organizma kullanarak baska bir
organizmanin yeniden {iretilmesi ya da bir veya birden fazla bitki patojeni ve
aktivitesini Onlemek icin ortamda yasayan ya da sonradan ortama eklenmis

organizmadan faydalanmaktir.

Benzer sekilde Vinale ve ark., (2008) biyolojik kontrolii bitki patojenlerinin olumsuz
etkilerini azaltmak ve bitkide olumlu tepkileri artirmak i¢in faydali organizmalarin ve

bunlariin genlerinin ve/veya metabolitlerinin kullanilmasi olarak agiklamistir.

Antagonist terim olarak ‘anti (muhalif)’ ve ‘against (karsisinda)’ kelimelerinden
tiiretilmistir. Antagonist mikroorganizmalar ise zit olan, karsit diisman olarak

tanimlanabilir (Agirman ve ark., 2019).

Son yillarda antagonistik mikroorganizma olarak kullanilan maya, maya benzeri
mantarlar ve bakteriler hasat sonrasi yaralanmalarda olusan istilac1 patojenlerin

kontroliinde umut verici uygulamalardan biri olmustur (Janisiewicz ve Korsten, 2002).



2.2. Antagonist Mikroorganizma Olarak Mayalarin Kullamim

Cesitli mikrobik antagonistler (mayalar ve bakteriler) diinyadaki bir¢ok bilim insani
ve ¢esitli ticari sirketler tarafindan son 30 yilda 6nemli arastirmalarin odak noktasi
olmustur ve birgogu tanimlanarak ticarilestirilmistir (Sekil 2.1.) (Droby ve ark., 2009).
Biyolojik kontrol i¢in basarili bir ajan, patojenlere karsi antagonist, iyi bilinen
biyolojisi, spesifikligi, tiretme ve uygulama kolayligi, ¢evreye karsi giivenli olma gibi
cesitli 6zellikleri tasimalidir. Maya, bu 6zelliklerin tiimiinii sunabilmekte ve cesitli

biyolojik kontrol protokollerinde kullanilabilmektedir (Pimenta ve ark., 2009).

Uriin Ad1 Mikroorganizma Hedef Patojen Uygulanan Uretici
Uriin Ulke
Aspire Candida oleophila Penicillium expansum  Turunggiller ABD
Rhizopus tolonfer YUk
¢ekirdekli
meyveler
Elma
Seftali
Candifruit Candida sake Penicillium expansum Yumusak Ispanya
Botrytis cinerea gekirdekli
Rhizopus stolonifer meyveler
YieldPlus Cryptococcus albidus Botrytis spp. Yumusak Kanada
Penicillium spp. ¢ekirdekli
Mucor spp meyveler
Turunggiller
Elma A
Armut
BioSave Pseudomonas syringae Penicillium expansum Yumusak ABD
Botrytis cinerea gekirdekli
Mucor piriformis meyveler
Fusarium Turunggiller
sambucinum Patates

Geotrichum candidum  Kiraz

Elma , Armut

Sekil 2.1. Meyve-sebzelerde hasat sonrasi hastaliklari kontrol etmek amaciyla gelistirilen ve ticari olarak temin
edilebilen biyokoruyucu tiriinler (Spadaro ve Droby, 2016)



Sekil 2.1. (Devami)

BoniProtect Aureobasidium Botrytis cinerea Yumusak Almanya
pullulans Penicillium expansum ¢ekirdekli
Monilinia fructigena meyveler
Shemer Metschnikowia Aspergillus niger Uziim Hollanda
fructicola Botrytis cinerea Cilek
Penicillium digitatum Yer elmasi,
Penicillium italicum Turunggiller
Rhizopus stolonifer Kayisi
Seftali
Biber
Havug
Nexy Candida oleophila Botrytis cinerea Yumusak Fransa
Penicillium expansum  ¢ekirdekli
meyveler
Turunggiller
Muz
Pantovital Pantoea Botrytis cinerea Turunggil Ispanya
aglomerans Penicillium digitatum Yumusak
Penicillium expansum ¢ekirdekli
Rhizopus stolonifer meyveler
Monilinia spp.
Serenade Bacillus subtilus Monilinia fructicola Uziim ABD
Erwinia  amylovora Elma
Phytophthora Armut
infestans Yerfistigi
Avogreen Bacillus subtilus Cercospora spp. Avokado Giiney
Colletotrichum spp. Afrika

Maya tiirlerinin birgok cesidi bitki kisimlarinin yiizeyinde yer alir, bunun en 6nemli
nedeni bitkilerin igerdikleri organik asitler ve basit sekerler gibi besin kaynaklaridir
(Glushakova ve ark., 2007).

Antagonist mayalarin bu amacla kullanma nedenleri asagidaki gibi siralanabilir;

- Besin ve alan arayisinda iyi birer rekabetgidirler (Rosa-Magri ve ark., 2011),



- Patojenlerin hiflerine gii¢lii baglanma yoluyla onlar1 parazite ederler,

- Antifungal bilesikler salgilama, konak direncini diigiirme, biyofilm olusturma
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) katilimi gibi ¢esitli mekanizmalar ile
antagonistik aktiviteden sorumludurlar (Liu ve ark., 2013),

- Asin sicaklik, diisiik nem, oksidatif stres, besin eksikligi ve olumsuz pH da
dahil olmak tizere, canliliklarini ve etkililiklerini etkileyebilecek c¢esitli stresli
durumlara kars1 abiyotik stres toleransina sahiptirler (Liu ve ark., 2013),

- Genetik olarak stabildirler,

- Diisiik konsantrasyonlarda etkinlik gosterirler,

- Cesitli meyve iirlinleri iizerinde bulunan genis patojen yelpazesi vardir,

- Fermentorlerde ucuz substratlarda biiyiiyebilirler,

- Insanlarda potansiyel olarak toksik olan metabolit iiretimi yoktur,

- En sik kullanilan pestisitlere karsi1 direnglidirler,

- Diger kimyasal ve fiziksel tedavilerle uyumluluk gosterirler (Wisniewski ve
Wilson, 1992),

- Antibiyotik ve hiicre duvarimi bozan enzimler iretirler (El-Tarabily ve

Sivasithamparam, 2006).

Bitki biiyiimesi ve meyve olgunlagmasi sirasinda ve hasattan sonra, depolama veya
manipiilasyon sirasinda, biyokontrol ajanlar1 kombinasyon halinde veya fungisitlerle

(6nceden veya sonra) doniisiimlii olarak uygulanabilir (Lima ve ark., 2008).



Farkli maya tiirleri arasinda en sik goriilen antagonisttik suglar arasinda
Aureobasidium pullulans, Candida oleophila, Cryptococcus laurentii, Metschnikowia
pulcherrima ve Pichia guilliermondii olarak raporlanmistir (Ruiz-Moyano ve ark.,
2016).

Birgok ¢aligma antagonisttik mayalarin kiif tiirlerine kars1 iyi bir etkinligi oldugunu
gostermistir (Wang ve ark., 2010; Manso ve Nunes, 2011; Platania ve ark., 2012;
Bautista-Rosales ve ark., 2013; Alou1 ve ark., 2015). Ornegin Benli ve Cakmake1
(2003) yaptiklar1 ¢alismada elmalarda hasat sonrasi hastaliklara neden olan
Penicillium expansum ve Botrytis cinerea kiiflerine karsi etkili 13 maya izolati
tanimlanmis ve smiflandirilmistir. Test sonuglarina gore maya izolatlarindan ¢l
Candida sp., tigti Rhodosporidium sp., ticii Hansenula sp., birer adedi Debaryomyces
sp., Rodotorula sp., Torulaspora sp. ve bir tanesi de Williopsis sp. genuslarina dahil

edilmistir.

2.3. Antagonist Mayalarin Etkinlik Mekanizmasi

Mayalarin biyokontrol ajanlar1 olarak kullanimini degerlendirmek i¢in, mayalar ve
mantar patojenleri arasindaki antagonisttik etkilesimin anlagilmasi gerekmektedir

(Fleet ve Balia, 2006).

2.3.1. Besin ve yer miicadelesi

Uygun yer ve besin i¢in rekabet ortamda sinirli kaynak ve ¢ok sayida tiir ¢esitliligi
oldugunda 6nem kazanir (Dhami ve ark., 2016). Karbonhidrat, oksijen ve azot gibi
besinler i¢in rekabet, mayalarin hasat sonras1 fungal patojenlere kars1 birincil etki sekli
kabul edilmektedir. Eger antagonist mikroorganizma dogru zamanda ve dogru yerde
yeterli miktarda bulunur ve besin kaynaklarini verimli bir sekilde kullanabilirse etkin

bir biyolojik kontrol mekanizmasi olusturabilir (Spadaro ve Droby, 2016).



2.3.2. Demir

Antagonist mayalar topraktaki suda c¢oziinmeyen Fe+3 formunu Fe+2 formuna
indirgeyerek sidefor iiretir ve boylece patojenlerin aktivitelerini inhibe etmekte dnemli
rol oynar (Oberegger ve ark., 2001). Ciinkii demir biyolojik kontrol mayalar1 i¢in
onemli besin kaynaklarmdan biridir (Spadaro ve Droby, 2016). Ornegin
Aureobasidium pullulans susunun antimikrobiyal etki gosteren ve fusarin C olarak

tanimlanan siderofora sahip oldugu tanimlanmistir (Wang ve ark., 2009a, b).

2.3.3. Enzim salgilanmasi

Hiicresel bilesenleri parcalayan enzimlerin salgilanmasi (kitinaz, glukonaz ve proteaz
gibi), her ¢esit konake¢i-patojen etkilesimlerinde ortak bir 6zelliktir. Genellikle, bu tiir
enzimler yetersiz besin sartlarinda bir av hiicrenin besin salgilamasina (6rn. karbon
kaynaklar1 ve aminoasitler) hizmet ederek patojen hiicrenin 6liimiine neden olur

(Freimoser ve ark., 2019).

2.3.4. Oldiiriicii toksin

Oldiiriicii proteinler veya oldiiriicii toksinler olarak adlandirilan hiicre dis1 protein
toksinlerini salgilama yetenekleri nedeniyle, meyvelerde hasat sonrasi ¢iiriimeyi
kontrol etmek i¢in dldiiriicii bir fenotip (K +) sergileyen mayalarin kullanimina yonelik
0zel bir dikkat gosterilmistir. Bu proteinler, major hiicre duvari bileseni B-1,3-
glukanin hidrolizi de dahil olmak tizere, farkli mekanizmalarla diger maya, kiif ve
patojenik bakterileri 6ldiirme potansiyeline sahiptir (Izgii ve Altinbay, 2004). Zimosin
veya Oldiirticii faktor olarak adlandirilan toksinler mayanin kendisine etki etmedigi bir
salg1 ¢esididir (Komiyama ve ark., 1995, 1998; Kimura ve ark., 1995; Golubev, 1998;
Guyard ve ark., 2002).
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2.3.5. Hiperparasitizm

Antagonistik mikroorganizma konakgisini tanidiktan sonra hifini ona yonelterek
iirettigi enzimlerle patojeni eritirler (Bora ve Ozaktan, 1998; Ozaktan ve ark., 2010);
Bunu glukonaz gibi litik enzimlerini salgilamasi ile gergeklestirirler (Wisniewski ve
ark., 1991).

2.3.6. Uyarilms direng

Bitkiler dogal bagisiklik sistemine sahiptirler ve bdylece mikroorganizmalar tanir ve
onlara tepki verirler (Chisholm ve ark., 2006; Jones ve Dangl, 2006). Bazi maya tiirleri
de bu dogal bagisiklik sistemini uyarir ve meyvelerdeki patojenlere karsi direng
gostermesini saglar (Droby ve ark., 2002; EI Ghaouth ve ark., 2003; Hershkovitz ve
ark., 2012; Lu ve ark., 2013; Hadwiger ve ark., 2015; Sun ve ark., 2018; De Miccolis
Angelini ve ark., 2019). Bu uyarilmis direng, bitki dokularinda fenilalanin, amonyak
liyaz, fitoaleksinler, peroksidazlar (Fajardo ve ark., 1998) ve etilen tiretimi ile ilgilidir
(Droby ve ark., 2002). Ornegin bir calismada elma yaralarinda, A. pullulans varliginin
B-1,3-glukanaz, kitinaz ve peroksidaz aktivitesinde gegici artiglara neden oldugu

goriilmiistiir (Ippolito ve ark., 2000).

2.4. Antagonist Mayanin Etkinligini Belirleyen Parametreler

2.4.1. inokiiliim miktar:

Antagonisttik mayanin {iretim oran1 ve hizi, duyusal kalitesi ve maliyet-etki iliskisi
g6z Oniine alindiginda bir¢ok ¢alismada inokiiliim miktart 10° - 10'° kob/g’dir (Droby
ve ark., 2009; Schwenninger ve ark., 2011; Sharma, 2014). inokiiliim miktarinin
genelde yliksek tutulmasi istenir ¢iinkii mayalarin gelisme hizi bakterilerden daha
diisiiktiir. Bu sebeple konstantrasyonun yiiksek olmasi kontaminasyon riskini de

azaltacaktir (Rodgers, 2001).
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2.4.2. Besiyeri

Hizli, verimli ve ucuz fermantasyon ile seri bir iiretim i¢in biyolojik kontrol etkinligi
bozmadan biyokiitle iiretimi saglayan karbon ve nitrojen kaynaklari bulmak gereklidir

(Droby ve ark., 2009).

2.4.3. Sicakhik

Biyokontrol ajanlarin depolama kosullarinda canliliklarini ve aktivitesini korumasi
icin optimum sicakligin korunmasi istenir (Rodgers, 2001). Yapilmis bir ¢alismada
Saccharomyces cerevisiae mayasiin Aspergillus flavus ve A. parasiticus kiifleri
tizerindeki etkisi 22, 25 ve 32 °C sicaklikta incelenmistir. Optimum gelisme sicaklig
15—30 °C olan S. cerevisiae’nin kiifler iizerindeki en iyi antagonisttik etkiyi 22 °C de
gosterdigi tespit edilmistir. Kiiflerin optimum gelisme sicaklign 25 °C — 35 °C
oldugundan antagonisttik maya bu sicaklik araliginda inhibisyon etkisini kaybetmeye

baslamistir (Persons ve ark., 2013).

2.4.4. Depolama sekli

Kurutma, kuru ortamda veya yag siispansiyonu i¢inde koruma mayalarin
saklanmasinda tercih edilen yontemlerdir (Droby ve ark., 2009). Bir antagonist
mayanin 6- 24 ay etkili olmasi istenir. Kiiltiiriin saklanma siiresi koruyu ve tastyici

maddelerle uzatilabilir (Rodgers 2001).

2.5. Elma Ciiriimesine Kars1 Yapilms Biyokontrol Calismalari

Elma, Tiirkiye’de ve diinya genelinde hemen hemen tiim insanlarin damak tad1 ve gelir
seviyelerine uygun bir meyve oldugundan ticaret alan1 genis ve tiiketici talebinin hizh
degisim gosterdigi meyvelerdendir (Bayav, 2007). Tirkiye ise elma iireticisi
bakimindan Cin ve ABD gibi iilkelerin 6ncii oldugu listede yildan yila degismekle
birlikte baz1 yillar besinci baz1 yillar altinci olarak yer bulmaktadir (Tas¢1, 2017). 2019
verilerine gore Tiirkiye’de yillik elma iiretimi 3 618 960 tondur (TUIK, 2019).
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Diinyada bulunan 6500 elma ¢esidinden 450’si lilkemizde yetismektedir. Bu ¢esitler
arasinda en verimli olanlar1 Starking, Golden ve Amasya elmasidir (Askin ve ark.,
2002). Taze elma meyvesinin %84’{ su iken kalan kismi vitaminler, mineraller,
karbonhidrat, protein ve pektin igerdiginden insan diyetinde énemli bir yeri vardir

(Oguz ve Karagayir, 2009).

Isparta’da yapilan bir ¢alismada hasat sonrasi elmalarda en ¢ok Penicillium expansum
kiifiniin neden oldugu “mavi kiif”” hastaligi, daha sonra Alternaria alternata kiifiiniin
neden oldugu “yiizeysel ¢liriiklik” ya da “meyve i¢i siyah ¢iiriiklik” ve Botrytis
cinerea kiiftinlin neden oldugu “kursuni kif” hastaliginin daha yaygm oldugu

gosterilmistir (Ozgdnen ve Kilig, 2009).

Penicillium tiirleri 0-32 °C arasinda gelisim gosterirken P. expansum en iyi 20 °C de
gelisim gosterir. Meyvenin yaralanan kisminda ¢ok fazla sayida spor {irettiginden hava
akimi ile yayilarak kontaminasyona neden olurlar (Ozgdnen ve Kilig, 2009).
Meyvenin sahip oldugu hiicre duvar1 6nemli bir bariyer olmasina ragmen P.expansum
pektin ve hemiseliiloz gibi maddeleri pargalayarak bu duvari asar yada lentisel denilen
yaralardan igeri girerek dokuya zarar verirler (Lahlali ve ark., 2005; Ajayi ve
Olasehinde, 2009).

Hasat sonrasinda goriilen hastaliklara karsi, son 20 yilda baz1 bakteri, maya ve fungus
kaynakli mikroorganizmalar biyolojik savasimda etkili bulunmus ve ticari olarak
uygulamada kullanilmaya baslanmistir. Ulkemizde yapilan ¢alismalar daha ¢ok
turunggil, elma, seftali ve patates tizerinde yogunlagsmstir (Y1ldiz ve ark., 1998; Delen
ve ark., 2000; Diindar ve ark., 2001; Kinay ve ark., 2001; 2002).

P. expansum susundan kaynaklanan hasat sonrasi mavi ¢iiriiklilk hastaligimi kontrol
etmek i¢in armut yiizeyinden elde edilmis 6 maya susu Golden Delicious tiirli elmaya
muamele edilmis ve Cryptococcus infirmominiatus sus YY6 ve C. laurentii sus HRAS
etkinliginin ve popiilasyonunun daha yiiksek oldugu saptanmistir (Chand-Goyal ve
Spotts, 1996).
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Elma bitkisinin yaprak, ¢icek ve meyve yiizeylerinden izole edilen 123 maya izolati
P. expansum ve B. cinerea patojenlerine kars etkisini test etmek i¢in ayn1 anda meyve
yaralarina inokiiliim yapilmis ve 22 °C de 7 giin inkiibe edilmistir. Siire sonunda 12
maya izolatinin P. expansum kiifiine, 37 maya izolatinin da B.cinerea kiifiine kars1

inhibisyon etkisi bulunmustur (Benli, 2003).

Meksika’da hasat sonras1 mavi kiif hastaligini kontrol altina almak i¢in Deboramycess
hanseii’nin 20 susu izole edilmistir. in vitro denemelerinde 3 sus 2 haftalik depolama
sonrasinda hastalik oranini %80’e kadar diisiirmiistiir (Hernandez-Montiel ve ark.,
2010).

Yine mavi kiif ¢tirtikliigline kars1 yapilan pilot bir testte elma yiizeyinden izole edilen
Metschnikowia pulcherrima ve C. laurentii antagonist mayalari bir karisim haline
getirilmistir. Bu karisim 6nce yalniz daha sonra sodyum bikarbonatin kombinasyonu
ile birlikte yine elmalara uygulanmistir. Meyveler 2005-2006 ve 2006-2007 yillari
arasinda yaklasik 6 ay siire ile kontrollii atmosfer sartlarinda depolanmistir. Siire
sonunda ilk yil mavi kiif olusumunda %84-97 oraninda diisiis gozlenirken, 2. yil da
%73-82 oraninda diisiis gozlenmistir. Calismada antagonist mayalarin yalniz yada
sodyum bikarbonat ile kombinasyonu mavi ¢iiriikliigiin kontroliinde basarili oldugu

saptanmustir (Janisiewicz ve ark., 2008).

Fitopatojenik funguslara karsi inhibitor etki géstermesi i¢in 38 farkli ortamdan maya
izolatlar1 elde edilmistir. Mayalarin ¢ogunlugu in vitro ve elma meyvesi iizerindeki

analizlerinde funguslari parazite ettigi gozlenmistir (Pretscher ve ark., 2018).



BOLUM 3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Mayalarin izolasyonu

Bu calismada Sakarya ilinde bulunan Essen marketten elma, armut ve mandalina
meyveleri temin edilmistir. Calismada kullanilan maya ve kiif suglar1 bu meyvelerin

sap ve dip(¢anak) kisimlarindan izole edilmistir.

Tablo 3.1. izole edilen maya suslarmin kaynaklar1 ve numaralar

Maya Sus No Izole Edildigi Kaynak
EU1 ELMA-UC
ES1 ELMA-SAP
EU2 ELMA-UC
ES2 ELMA-SAP
AU1 ARMUT-UC
AS1 ARMUT-SAP
MU1 MANDALINA-UC
MS1 MANDALINA-SAP
MU2 MANDALINA-UC

MS2 MANDALINA-SAP
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3.1.2. Besiyeri

Besiyeri 1. Oxytetracycline Glucose Yeast Extract Agar (OGYE)

Hazir dehidre olarak kullanilmis ve tarif edildigi sekilde yapilmistir. 121 °C’de 15 dk
otoklavdan ¢iktiktan sonra OGY supplement ilave edilmistir.

Besiyeri 2: Triptic Soy Agar (TSA)

Hazir dehidre olarak kullanilmis ve tarif edildigi sekilde yapilmistir. Ek olarak %0,06
yeast extract katilmistir. 121 °C’de 15 dk otoklavlandiktan sonra petri kaplarina
dokiilmiistiir.

Besiyeri 3: Triptic Soy Agar (TSA) pH: 4.5

Hazir dehidre olarak kullanilmis ve tarif edildigi sekilde yapilmistir. Ek olarak %0,06
yeast extract katilmistir. pH sin1 ayarlamak i¢in laktik asit kullanilmistir. 121° C’de 15
dk otoklavlandiktan sonra petri kaplarina dokiilmiistiir.

Besiyeri 4: Triptic Soy Broth

Hazir dehidre olarak kullanilmis ve tarif edildigi sekilde yapilmistir. Test tiiplerine
yaklasik 7 ml doldurulmustur. Otoklava konularak 121° C’de 15 dk sterlize edilmistir.

Besiyeri 5: Yeast extract agar

Yeast extract 50¢9
Pepton 10.0¢g
Agar 2009
Distile su 1000 mi

121 °C’de 15 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.



Besiyeri 6: Glikoz pepton yeast extract agar

Yeast extract
Pepton

Agar

D- glukoz

Distile su

16

10.0 g
20.0 g
10.0g
20049
1000 mi

121 °C’de 15 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Besiyeri 7: Malt Extract Agar

Malt extract
Pepton
Agar

Distile su

30.0¢g
3.0g
15.0 g
1000 mi

121° C’de 15 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.

Besiyeri 8: Yeast Malt Extract Agar

Malt extract
Yeast extract
Pepton
Dextrose
Agar

Distile su

3.0g
3.0g
509
10.0¢
2009
1000 ml

121 °C’de 15 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir.
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Besiyeri 9: Ure Agar

KH2PO4 20¢g
Pepton 109
Fenol kirmizisi 0,012.0¢
NaCl 509
Agar 2009
Distile su 1000 ml
Glikoz (dekstroz) 20g
Ure soliisyonu(%20) 20 ml

* Membran filtre ile steril edilen iire soliisyonu otoklavda 121 °C’de, 15 dk sterilize

edilen ortama, steril kosullarda ilave edilmistir (Atlas, 2004).

Besiyeri 10: Yeast Carbon Base Agar

Yeast Carbon Base 11,79
Agar 2009
Distile su 1000 ml

3.1.3. Kimyasal maddeler

Tablo 3.2. Kullanilan kimyasal maddeler

MADDELER MARKA
NaCl Merck
Pepton Merck
Etanol Tekkim
Asetik Asit Labkim
Potasyum kloriir Yasin teknik

Potasyum nitrat Yasin teknik
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Tablo 3.2. (Devami)

MADDELER MARKA

Iyot Yasin teknik
Potasyum iyodiir Yasin teknik
Gliserol Sigma- Aldrich
D-glukoz Merck

Agar- agar Merck

3.1.4. Alet ve ekipmanlar

Tablo 3.3. Kullanilan alet ve ekipmanlar

Alet , EKipman

Marka

Hassas Terazi
Manyetik 1sitici
pH metre

Otoklav

Etiiv

Inkiibator

Steril kabin

Su banyosu
Sogutmali santrifiij

Manyetik 1sitict

Radwag WTC2000
Mtops MS300HS
WTW inoLab pH730
WiseClave WAC-80
Microtest min
BINDER KB 115
TEZSAN

WiseBath WSB-30
Hettich Universal 320R

Mtops MS300HS

3.2. Yontem

3.2.1. Maya suslarinin izolasyonu ve saflastirilmasi

Maya izolasyonunda kullanilacak elma, mandalina ve armut Orneklerinden swab

yardimut ile alinan kiiltiirler peptonlu su igeren tiipler i¢ine aktarilarak seyreltme iglemi

yapilmistir. Daha sonra seyreltilen her bir 6rnekten yayma ekim ydntemine gore

OGYE agara ekim yapilarak 25 °C’de 2 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon



19

stiresi sonunda gelisen maya kolonileri 6ze yardimiyla alinarak ve tekrardan TSA

tizerine tek koloni diisiirme teknigiyle saflagtirilmistir.

3.2.2. Kiif suslarmnin izolasyonu ve tanimlanmasi

Ayn1 meyvelerden alinan swab Orneklerinin OGYE agarda gelisen kiif suslar tek
koloni diisiirme teknigine gore saflastirilmistir. Petriler 25 °C’de 3 gilin inkiibe

edilmistir.

3.2.3. Maya- Kkiif suslarmin stok Kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Farkli maya ve kiif suslarinin stok kiiltlirleri hazirlanmasi i¢in maya ve kiif suslar
Triptic Soy Broth igeren tiiplere ekim yapilarak, 25 °C’de mayalar 48 saat kiifler 72
saat inkiibe edilmistir. Daha sonra kiiltiirden 850 mikrolitre alinarak ependorf tiiplere
aktarilmis ve tlizerine 150 mikrolitre %87 gliserol ¢ozeltisi ilave edilmis ve -20 °C’de

daha sonra yapilacak tanimlama testleri i¢in depolanmaistir.

3.2.4. Kagit disk difiizyon testi

Saflastirdigimiz mayalarin kiifler lizerinde antagonistik 6zelligini belirlemek amaciyla
kagit disk difiizyon testi uygulanmistir. Triptic Soy Agar (pH:4,5)’in merkezine
yaklasik 6 mm ¢apinda maya kiiltiirii eklenmis, etrafinda 4 noktaya karsilik gelecek
sekilde farkl kiif suslar1 yerlestirilmistir. 25 °C’de 4 giin inkiibe edilerek, mayalarin

kiifler izerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir.

3.2.5. zolatlarin morfolojik tamisi

Izolatlarin 151tk mikroskobunda hiicre sekli, tomurcuklanma yapisi incelenmistir.

[zolatlarin koloni renklerine belirtilmistir.
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3.2.6. Biyokimyasal tani testleri

3.2.6.1. Tuza dayamikhlik testi

%10 NaCl i¢eren Glikoz Pepton Yeast Ekstrakt Agar hazirlanarak 7 ml olacak sekilde
tiiplere dagitilip otoklavlanarak sterilize edilmistir ve yatik sekilde katilagmasi
saglanmistir. Meyvelerden izole edilen maya suslar1 yatik agar olarak hazirlanan
Glikoz Pepton Yeast Extract Agar iceren tiiplere ¢izgi ekim yapilarak, 28 °C’de inkiibe
edilmistir. 15 giin siiresince gelisimleri izlenmistir (Lodder, 1970; Sahin ve Oztiirk,

1998; Apan, 2007).

3.2.6.2. Glikozda gelisme

% 50 D-glikoz iceren Yeast Extract Agar hazirlanarak 7 ml olacak sekilde tiiplere
dagitilip otoklavlanarak sterilize edilmistir ve yatik sekilde katilasmasi saglanmistir.
Cizgi ekim yontem ile maya suslari ekilerek ve 25 °C’de 15 giin inkiibasyona

birakilarak gelisimleri izlenmistir (Apan, 2007).

3.2.6.3. Karbonhidrat fermantasyonu

Maya 6rneklerinin D-glikoz’u fermente yeteneklerini incelemek amaciyla, % 2 Glikoz
ilavesi ile hazirlanan Yeast Extract Broth sivi besiyerine (durham tiipii bulunan) 1 ml
maya ornekleri eklenmis ve 25 °C’de 15 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon
stiresince tiiplerde bulaniklik ve gaz olusumu incelenmistir (Barnett ve ark., 1990,
Kurtzman ve Fell, 2000). Degerlendirmede, 7 giinde gaz olusumu gozlenen 6rnekler
(+), 15. gin ve sonrasi gaz olusumu gozlenmeyen Ornekler (—) olarak

degerlendirilmistir (Apan, 2007).
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3.2.6.4. Farkh sicakhiklarda gelisme

Maya suslarindan, Yeast Malt Extract Agar’a ¢izgi ekim yontemiyle ekim yapildiktan
sonra ornekler 25 °C, 30 °C, 35 °C, 37 °C, 40 °C’de 4 giin inkiibasyona birakilmis ve
inkiibasyondan sonra gelisen maya 6rnekleri pozitif olarak degerlendirilmistir (Barnett

ve ark., 1990; Mouhammad, 2015).

3.2.6.5. %1’lik asetik asitte gelisme

Sterilize edilen %1°lik asetik asit Malt Extract Agar i¢ine ilave edilerek analize hazir
hale getirilmistir. Cizgi ekim yontem ile maya suslari ekilerek ve 28 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 15. giiniine kadar koloni gelisimleri
incelenmistir (Apan, 2007; Mouhammad, 2015).

3.2.6.6. Maya suslarinin nisasta olusumu belirlenmesi

Maya suslar1 Yeast Malt Extract Agar besiyerine ekimi yapilmig ve 25 °C’de
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda gelisen maya kolonileri iizerine lugol
iyot ¢Ozeltisi damlatilmistir (Barnett ve ark., 1990; Mouhammad, 2015). Siyah renk
olusumu giiclii nisasta tiretimini, kahve renk olusumu zayif pozitifligi, renk

olusmayist ise negatifligi gostermektedir.

3.2.6.7. Mayalarin azot asimilasyon testi

Nitrat1 tek azot kaynagi olarak kullanma kapasitesinin belirlenmesi olduk¢a 6nemli bir
testtir ¢linkii tiirlerin yaklagik dortte biri nitrati kullanabilmektedir (Barnett ve ark.,
1983, 2000). Bu c¢alismada 2 farkli azot kaynaginda maya suslarmin gelisimi
incelenmistir. Yeast Carbon Base Agar’a her bir azot kaynagmin ilave edilmis
ve 72 saat kati1 besiyerinde gelisen kolonilerden 0.03 ml maya 6rnegi 2 ml % 0.85 NaCl
iceren ortama alinarak besiyerine buradan ekimi yapilmistir. Her bir azot kaynagi
(Nitrat, Pepton(Kontrol)) % 0.5 oraninda, sonra filtre ile sterilize edilerek besiyerine

ilave edilmistir (Barnett ve ark., 1990; Mouhammad, 2015).
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3.2.6.8. Ureaz aktivitesi

Yeterince vitamin saglandiginda biitin mayalar tek azot kaynagi olarak disiik
konsantrasyonlarda tiireden yaralanabilmekte ve pepton gibi bir organik azot
kaynagi iceren ortamda yiliksek konsantrasyonlardaki iireyi amonyaga hidroliz
etme yetenedi acisindan farklilik gostermektedirler. Bu test igin, maya susu Ure
Agar’a inokule edilerek 25°C’de inkiibe edilmistir. Koyu pembe renk olusumu
reaksiyonun pozitif oldugunu gostermektedir (Barnett ve ark., 1983, 2000; Akpinar,
2008).

3.2.9. Secilen maya izolatinin tanimlanmasi

Mayalarin tiir diizeyine kadar olan identifikasyonunda esas dayanak noktasi,
karbonhidrat asimilasyon testidir (Timbay, 2009). Maya suslarinin karbonhidrat
fermentasyon profili, tireticinin talimatlarina goére AP120C AUX test kiti (Biomerieux,

Fransa) kullanilarak belirlenmis ve uygun sekilde tanimlanmistir (Alakeji, 2015).

3.2.7. Deney dizaym ve istatistik analiz

Bu c¢alismada {i¢ bagimsiz deneme yapilmistir. Her denemede, elmalar tek
konsantrasyonda kiif ve 3 farkli konsantrasyonda maya ile muamele edilmistir. EIma
ornekleri 4 farkli sicaklik (4, 10, 15 ve 25 °C) ve 2 farkli bagil nem (85 ve 95) altinda
depolanmistir. Inokiiliim orami, depolama sicakligi, depolama nemi ve depolama
sliresinin maya ve kiif biiyiimesi tizerindeki etkileri boliinmiis parseller tasarimi (split-
plot design) ile analiz edilmistir. Ana parsel faktoriinde, inokiiliim zamani (denemeler)
engelleyici faktor olarak kabul edilmis ve siireksiz degisken olarak inokiiliim orani,
depolama sicakligi ve depolama nemi analiz edilmistir. Alt parsel faktor i¢in depolama
stiresi, inokiilim oraninin depolama siiresi ile etkilesimi, depolama sicakliginin
depolama siiresi ile etkilesimi ve depolama neminin depolama siiresi ile etkilesimi
degiskenler olarak ele almmustir. Inokiiliim orani, sicaklik,deplama nemi ile inokiiliim

zamanmnin etkilesimleri hata terimleri olarak kabul edilmistir. Istatistiksel analiz JMP
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(13.0 siirtimii; SAS Institute Inc., Cary, NC, ABD) ile gerceklestirilmistir. Veriler
varyans analizi (ANOVA) ile analiz edilmis ve istatistiksel fark Tukey-HSD ¢oklu

karsilastirma testi yardimiyla P <0.05 diizeyinde belirlenmistir.

3.2.8. Meyve iizerinde antagonisttik aktivite

Farkli maya suglariin farkl kiif suslar1 lizerinde yapilan test sonuglar1 iizerine en iyi
antagonisttik aktivite ozelligi gosteren maya EU2.2 susu olmustur. Bu susun
P.expansum kiifine antifungal etki gosterdigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda bu susun

fizyolojik ve biyolojik tan1 sonuglar1 bu maya susunu se¢gmemizde etkili olmustur.

3.2.8.1. Maya susunun hazirlanmasi

Secilen maya susunun (EU2.2) 200 ml TSB’de 25 °C’de iiremesi saglanmistir. Bu
maya Orneginin peptonlu su i¢inde 10® kob/g, 10° kob/g ve 10** kob/ml olacak

sekilde diltisyonlar1 hazirlanmistir.

3.2.8.2. Kiif susunun hazirlanmasi

Secilen kiif susu (Penicillium expansum) 200 ml TSB’de 25 °C inkiibatorde
yetistirilmistir. Bu kiif O6rneginin peptonlu su iginde 10° kob/ml diliisyonlar

hazirlanmustir.

3.2.8.3. Meyvelerin analiz icin hazirlanmasi

Meyveler ilk 6nce dis kirliliginden arindirilmasi i¢in ¢esme suyu ile yikandi. Daha
sonra % 1’lik klorlu suya batirilip ¢ikarilarak sterilize edildikten sonra steril saf su ile

durulanip analiz i¢in hazir hale getirilmistir.
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3.2.8.4. Meyvelere maya ve Kiif suslarinin inokiilasyonu

Elmalarin iki kenarindan pipet ucu ile yaklasik 3 mm eninde ve 3 mm ¢apinda delikler
acildiktan sonra deliklere diisiik diliisyondan baslayarak 6nce 10 uL. Cryptococcus
albidus kiiltiirii inokiile edilmistir. Inokiiliimiin on dakika kurumasi beklendikten sonra
10 uL Penicillium expansum kiifii inokiile edilmistir. Meyveler steril, kilitli saklama

kaplarina agilan delikler yukarda olacak sekilde yerlestirilmistir.

0.glin 7.glin 14.giin 40.giin

' ' ' . C—> 4 log kob/g kiif igeren elmalar
. ' ' ' : 4 log kob/g maya ve 4 log kob/g kiif iceren elmalar

. ’ ' ' 7 log kob/g maya ve 4 log kob/g kiif i¢eren elmalar
‘ . . . = 9 log koblg maya ve 4 log kob/g kiifigeren elmalar

Sekil 3.1. Deney tasarimi

3.2.8.5. Meyve tabaklarinin depolanmasi

Meyveler farkli sicaklik ve nem kosullarinda depolanmislardir. Tablo 3.4.°de
meyvelerin depolama parametreleri verilmistir. Hazirlanmis meyve kaplari igine
potasyumun nitratin asir1 doymus ¢ozeltisi hazirlanip steril bir beherin i¢ine konularak
meyve kaplari i¢inde %95°lik bir nem ortami1 olusturulmustur. Ayni islem potasyum
kloriirlin doymus c¢ozeltisi ile yapilarak %85°lik bir nem ortami olusturulmustur.

Meyveler 4, 10, 15 ve 25 °C olmak {izere 4 farkli sicaklikta depolanmustir.
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Sekil 3.2. Meyve konulmus steril kaplarin iistten ve yandan goriiniisleri

Tablo 3.4. Analiz igin segilen parametreler

Sicaklik (°C)
Maya konsantrasyonu Bagil 4 10 15 25
(log kob/qg) Nem (%)
4 85
95
7 85
95
9 85
95

3.2.8.6. Depolama siiresi sonunda elmalara toplam maya/kiif analizi yapilmasi

Meyvelerin 0. giin, 7. giin ve 14. giin sonunda toplam maya/kiif tayini yapilmistir.
Analiz i¢in meyvenin delinmis kismindan steril bir bigak yardimi ile 10 gram parga
kesilip stomacher poset icine konulmustur. 90 ml peptonlu su ile tamamlanip,
parcalayicida (bagmixer) 2 dk boyunca pargalamaya birakilmistir. OGYE agar

kullanilarak yayma yontemine gore toplam maya ve kiif sayimi yapilmistir.
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Sekil 3.3. Inokule edilen maya ve kiiflerin petri kaplarinda goriiniimii

3.2.8.7. Ciiriime ¢aplarinin 6l¢iimii

40. glin sonunda elma yilizeyinde bozulma nedeniyle olusan yaralarin etrafindaki

clirlimenin ¢ap1 meziire yardimiyla 6l¢iilmiistiir ve cm olarak raporlanmustir.

S

Sekil 3.4. Yaralanmug bolgelerin etrafinda gergeklesen ciirtime bolgelerinden 6rnekler



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Kagit Disk Difiizyon Test Sonucu

20 maya izolatinin 17 kiif izolat1 iizerindeki test sonuglari Tablo 4.1.’de verilmistir.

Tabloya gore kiifler {izerinde en ¢ok inhibisyon etki gésteren 6 maya izolatt secilmistir.

Sekil 4.1. Bazi maya izolatlarinin kiifler ile birlikte gelisimi (Ortada maya izolati, ¢evresinde kiif izolatlar1)

Tablo 4.1. Kiiflere kars1 en ¢ok inhibisyon gésteren maya izolatlar

Segilen Maya Izolatlari

AU1L
EU2.2
MS1.4
MU1.1
MU2.1

MuU2.2




Tablo 4.2. Antifungal test sonuglart

MAYA  *P.e. *Afl MUl MS2 ES11 ES12 EUL1 EUl2 EU13 ASl1 AS2 AS3 AUl ES21 EU21 EU22 ***
1/7 An

EUl.1 - - + T ++ +++ +++ - - - ++ - - + T + +
EU1.2 + + + + + - ++ - +++ - ++ - - - - - ++
ES1.1 +++ +++ + T ++ ++ +++ - T - +++ - - +++ +++ T T
ES1.2 +++ + + +++ o+ +++ +++ - ++ +++ o+ - - - +++ - +++
EU2.1 + + + ++ + +++ +++ - ++ - ++ ++ - - +++ - +++
EU2.2 +++ ++ + +++  + +++ - +++ +++ o+ - - ++ ++ - +++
ES2.1 ++ T +++  ++ T ++ - +++ ++ - T T - +++
MS1.1 +++ - + T ++ +++ - T - +++ - T ++ +++ T T
MS1.2 +++ - + T ++ ++ ++ - T - ++ - - ++ - T T
MS1.3 ++ - - T ++ ++ ++ - T T ++ - - ++ - T T
MS1.4 ++ + + +++  + - ++ - +++ - ++ - - ++ ++ - +++
MU1.1  ++ + + +++ o+ ++ ++ - ++ ++ - - - +++ - +++
MU1.2  ++ - - T + ++ +++ + T - ++ - - ++ +++ T T
MS2.1 ++ - - T + +++ +++ + +++ -+ 4+ - ++ ++ T T
MU2.1 +++ + + +++ o+ ++ +++ - +++ ++ ++ + - +++ ++ - +++
MU2.2  ++ ++ + ++ + ++ ++ - +++ - ++ - - +++ ++ - +++
AUl +++ + - T ++ ++ +++ - T ++ +++ - ++ ++ ++ T T
AS1 +++ + - T + + +++ - T - +++ - - ++ +++ T T
AU2 +++ - - T ++ ++ +++ - T - ++ - - +++ +++ T T
AS2 - + + T + +++ ++ - T - ++ - - +++ - T T

Not. (+++) : inhibisyon etkisi ¢ok yiiksek (++) : inhibisyon etkisi yiiksek (+):inhibisyon etkisi ¢ok az var (-): inhibisyon yok (T): gelisme yok

*P.e. : Penicillium expansum

**A.f: Aspergillus flavus ***A.n. : Aspergillus niger
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4.2. zolatlarin Morfolojik Tami Sonuclari

En iyi antagonisttik 6zellik gosteren izolatlarin morfolojik tanilar1 Tablo 4.2.” de
verilmigtir. Bu sonuglar izolatlarin tomurcuklanma yapmasi, hiicre sekli maya

morfolojisine uygun oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.2. Mayalarin goriiniimii

Tablo 4.3. Maya izolatlarinin morfolojik sonuglari

Sus Mikroskobik Goriinti Hiicre Sekli Tomurcuklanma  Koloni Rengi
AUl Yuvarlak Yok Pembe

EU2.2 Yuvarlak Var Krem




Tablo 4.3. (Devami)

30

Sus Mikroskobik gériiniim Hiicre sekli Tomurcuklanma Koloni rengi
MS1.4 Yuvarlak Var Krem-Beyaz
MU1.1 Yuvarlak Var Krem-Beyaz
MU2.1 Yuvarlak Var Turuncu-
pembe
MU2.2 Yuvarlak Var Turuncu-

pembe
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4.3. Maya Izolatlarinin Biyokimyasal Tami Sonuclari

Mayalarin identifikasyonu i¢in kullanilan belli testler yapilmis ve sonuglar1 Tablo 4.4.°

de verilmistir. Bu sonuglar izolatlarin maya suslari olabilecegini dogrulamaktadir.

Tablo 4.2. Maya izolatlarinin biyokimyasal tan1 sonuglari

Sus Tuza %50 Farkl1 %1’lik  Azot
Dayaniklilik  Glikozda Sicakliklarda Asetik  Asimilasyon
(%10) Geligme Geligme Asitte Testi
Gelisme

25°C 30°C 35°C 37°C 40°C

AUl + + + + + - - - +
EU2.2 + + + + + - + - +
MS1.4 + + + + + + + - +
MU1l.1 + + + + + - + - +
MU2.1 + + + + + - + - +
MU2.2 + + + + + - + - +

Not: (+): gelisme var (-): gelisme yok (Belirtilen siire dahilinde)
4.3.1. Nisasta analiz sonuclari
6 maya izolat1 {izerinde yapilan analizlerde 5 maya izolati nisasta {iretimi pozitif iken

1 izolatta negatiftir. Pozitif olan izolat EU2.2’ dir. Nisasta iiretimi maya suslari igin

tanimlayici bir anahtardir.

Sekil 4.3. Nisasta tiretimi besiyeri goriiniisii. (Siyah renk olusumu giiglii nisasta tiretimini, kahve renk olusumu
zayif pozitifligi, renk olugmayisi ise negatifligi gostermektedir.)
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4.3.2. Ure analiz sonuglan

Inkiibasyon sonunda pembe veya turuncudan kirmiziya renk degisimi gozlenen izolatlar
tireaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Kreger-van Rij, 1984). Analiz sonucunda 6
izolatin higbirinin {ire hidrolizini ger¢eklestiremedigi tespit edilmistir. Maya suslarinin

ire hidrolizi negatif ¢cikabilmektedir.

Sekil 4.4. Ure agarda ekimi yapilan mayalarin 2. giin ve 5. giin goriiniisleri

4.4. Secilen Izolatin Dahil Oldugu Cinslerin Ozellikleri

Candida spp.

Candida spp. kolonileri kat1 besiyerinde koyu krem rengi-sarimtirak renkte, solgun,
diizgiin, parlak veya kuru, burusuk, piitiirlii, mat dokuda goriiliirken siv1 besiyerinde
zar olusturabilir (Kurtzman ve Fell, 2000). Kiiresele yakin, oval ve silindirik hiicrelere
sahip olan dkaryot mikroorganizmalardir. Bu cins mayalarin iire hidrolizi negatiftir.
Karbonhidrat fermentasyonlari pozitif veya negatif olabilmektedir (Barnett ve ark.,
1990). Benli ve Cakmakg1 (2003) yaptiklar1 ¢alismada karbon kaynagi olarak glikoz
ve nisasta kullanimi, {ireaz, nitrat, gaz olusumu testlerini pozitif, glukoz
fermantasyonu sonucunu negatif bulmus, Barnett ve ark., (1983)’nin tablosuna gore
mikroorganizmaya Candida spp. demistir. Apan (2007) ¢alismasinda % 50 glikoz, %
10 NaCl igeren ortamda gelisen izolatin Candida spp. Cinsine ait oldugunu tespit

etmistir.
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Cryptococcus spp.

Cryptococcus cinsinin  maya hiicreleri kiiremsi veya oval, tremeleri ¢oklu
tomurcuklanma ile olmaktadir. Sivi besi ortaminda yavas gelismekte olup baslangigta
siirli bir yiiziiglimsii yap1 olusturmaktadirlar. Sivi besi ortaminda zamanla bir tortu
tiretmektedirler. (Lodder, 1970; Kreger-van Rij, 1984). Bitki ve toprak ile gilek ve
benzeri meyvelerde, deniz baliklarinda, karides ve taze sigir kiymasinda bulunurlar.

(Ayhan, 2000).

Pichia spp.

Kat1 besiyerindeki koloniler koyu krem rengi-sarimtirak renkte, solgun, diizgiin,
parlak veya kuru, burusuk, piitiirlii, mat dokuda goriilmektedir. Sivi besiyerinde
genellikle zar olusturmaktadir (Kurtzman ve Fell, 2000). Bu cins mikroorganzimalarin
tire hidrolizi ve karbonhidrat fermentasyonlari negatiftir (Barnett ve ark., 1990).
Lodder (1970), Sahin ve Oztiirk (1998) ve Kurtzman ve Fell (2000)’ in buldugu
sonuglarina gore % 50 glikoz i¢eren ortamda gelismedigi halde, % 10 NaCl, % 5 glikoz
igeren ortamlarda gelistigi belirlenmistir. Oval, silindirik hiicreleri vardir (Ayhan,
2000). Karbonhidratlar1 ya kuvvetli fermente edemez veya hi¢ fermente edemezler.
Azot kaynaklarindan nitrat1 bazen asimile edebilirlerken bazen de asimile edemezler

(Dedk, 2007).

Debaryomyces spp.

Askosporlar, kiireye benzer, kiiresel, ovoidal veya mercek bicimindedir (Kurtzman ve
Fell, 1998). beyaz renkte, kuru-nemli ve mat yapida oldugu goriilmektedir (Apan,
2007). Sivi besiyerinde bazen zar olusturur (Kurtzman ve Fell, 2000). Ure hidrolizi
negatiftir. Karbonhidrat fermentasyonlari pozitif veya negatif olabilmektedir (Barnett
ve ark., 1990). Apan ¢aligmasinda kullandig1 izolatin hiicrelerin oval ve kiire seklinde,
tire hidrolize etme yetenegi degiskenlik gosterirken, % 1° lik asetik asit iceren ortamda
gelisme gosteremedigi ,% 50 glikoz ve % 10 NaCl iceren ortamda gelistigini tespit
etmis ve bu sonuglar1 Barnett ve ark. (1990) ve Kurtzman ve Fell (2000)’ e gore



34

incelenmis ve 40°C sicaklikta gelisme hari¢ sonuglar uyumlu bulunmustur. D.
hansenii’nin optimum biiylime sicakliginin 20-25 °C oldugu bilinmektedir ama 5-10
°C hatta 0 °C’de de biiyiidiigii rapor edilmistir (Breuer and Harms, 2006).

4.5. Elma Uzerinde Analizi Yapilacak Maya Izolatinin Secimi ve

Identifikasyonu

Alt1 maya susu iizerinde biyokimyasal ve morfolojik testler yapilmis bu dogrultuda
elma lizerinde uygulanmak iizere en uygun sus EU2.2 secilmistir. EU2.2 susu
aralarinda bulunan diger izolatlara gore daha ¢ok oranda kiiflere inhibisyon
gOstermistir. Ayrica biyokimyasal tani sonuglarina gore yiiksek glikoz, tuz ve
sicaklikta iyi gelisme gostermistir. Bu faktdrler bu izolatin seciminde de etkili

olmustur.

API 20C AUX V5.0 testine gore segilen EU2.2 susunun Cryptococcus albidus susu
oldugu tespit edilmistir.

VERY GOOD IDENTIFICATION

Stp API 20 C AUX V5.0

Profil 2744273

Note

Significant taxa % ID T Tests against

Cryptococcus albidus 99.7 0.77 | GAL 6% I I l

Next taxon % ID 1 Tests against

Cryptococcus laurentii 0.1 0.28 |XLT 76% [INO 84% [NAG 92% |LAC 99%

Sekil 4.5. Identifikasyon sonucunu gosteren rapor

4.6. Toplam maya/kiif sayimi sonuclaria gore antagonisttik aktivite

4.6.1. Penicillium expansum iiremesine sicakhik ve Cryptococcus albidus hiicre

sayisinin zamanla birlikte etkisi

Kontrol grubu (C.albidus kiiltiirii uygulanmamais) elmalarda P. expansum gelisiminde
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14 giin depolama boyunca test edilen biitiin sicakliklarda artis gorilmistiir. Ancak
elma Orneklerine artan sayida C. albidus kiiltiirii uygulanmasi istatiksel olarak kiif
{iremesini azaltmistir (p<0,05) (Tablo 4.5.). Ornegin, maya kiiltiirii uygulanmamis
elmalarda P.expansum sayisinda depolamanin sonunda 4 ve 10 °C’de sirasiyla 4,86 ve
4,32 log kob/g’a varan artiglar goriilirken 7 log kob/g maya kiiltiirii uygulanan
elmalarda ayni sicakliklarda sirasiyla 3,30 ve 1,28 log kob/g’a varan artislar

gorilmektedir.
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Sekil 4.6. %85 (iist) ve %95 (alt) nem degerinde maya kiiltiirii bulunmayan elmalarda 4 log kob/g
P. expansum kiifiiniin gelisimi
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C. albidus uygulanmayan kontrol grubu elmalarda P. expansum en iyi %95 bagil nem
ve 4 °C sicaklik depolama kosullarinda tireyerek 14 giin depolama sonunda 4 log’dan
8,85 log kob/g’a ulasmistir (Sekil 4.6.). Depolama sicakligr arttikga elmalarda P.
expansum iiremesi’de 6nemli dl¢iide azalmistir (p<0.05). Ornegin, sicakligin 4 °C’den
25 °C’ye artmasiyla elmalarda sayilan P. expansum sayisinda depolama sonunda
%358,64 oraninda azalma gozlenmistir. Depolamanin bagil neminin %85’den %95’
artis1 da yine P. expansum tiremesini 4 °C’de desteklemisken diger sicakliklarda bu

degisim ters etki yapmuistir.

Elmalara 4 log kob/g C. albidus uygulanmasi kontrol grubuna gére P. expansum
gelisime etkisi %85 nem degerinde sadece 4 °C depolama sicakliginda istatistiksel
olarak fark bulunmustur (Sekil 4.7.). 4 log kob/g C. albidus 'un uygulamasi 25 °C’de
% 95 nem ortaminda 14 giin depolamanin sonunda P. expansum gelisimini kontrole

gore %8,25 oraninda diislirmiistiir.
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Sekil 4.7. %85 (sag) ve %95 (sol) nem degerinde 4 log kob/g konsantrasyonunda elmaya bulastirilan mayanin 4
log kob/g P. expansum kiifiiniin geligimi izerine etkisi
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Sekil 4.8. %85(iist) ve %95(alt) nem degerlerinde 7 log kob/g konsantrasyonunda elmaya bulastirilan mayanin 4

log kob/g P.expansum kiifiiniin geligimi tizerine etkisi
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Sifirinc1 glinde uygulanan 7 ve 9 log kob/g C. albidus elmalarda inokiile dilen 4 log
kob/g P. expansum’un sayisimi yaklasik 1 log azaltmistir (Sekil 4.7., Sekil 4.8.).
Elmalara 7 veya 9 log kob/g C. albidus uygulamasinin P. expansum iiremesine karsi
en fazla etkili oldugu depolama sicakligi %95 bagil nemde 4 °C olarak gozlenmistir
(Sekil 4.8., Sekil 4.9.). Bu sartlarda 7 ve 9 log kob/g C. albidus inokiilasyonu elma
orneklerinde P. expansum iiremesini depolama sonunda kontrole gore sirasiyla
%21,54 ve 26,79 oraninda baskilamistir. Bunun yam sira, %95 bagil nem ve 15 °C
sicaklikta depolanan elmalarda ise sadece 9 log kob/g C. albidus uygulamasinin P.
expansum iiremesine karsi énemli bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (p<0.05).
Sonu¢ olarak maya kiiltiiri uygulanmamis elmalar ile karsilastirildiginda kiif
gelisiminin diigmesinde yiiksek nem ve yliksek diliisyon uygulamasinin istatistiki bir

Onem arz ettigi goriilmektedir (p<0.05).

Hong ve ark. (1998) yaptiklari ¢alismada Trichoderma spp’nin 3 izolati (New, Ta291,
and 23-E-6) ve Rhodotorula spp. (BI-54) izolatim1 sert g¢ekirdekli meyvelerde
kahverengi ¢lirimeye neden olan Monilinia fructicola kiifiine karsi kullanmustir.
Meyvelerde yaralar agilarak maya ve kiif inokulasyonlar1 yapilmistir. 20 °C’de %95
bagil nemde Trichoderma izolatinin 107 and 10® kob/ml seftalilerde kahverengi

clirimeyi % 63-98, eriklerde ise % 67-100’e kadar diistirmiistiir.

Calismamizda ise yumusak cekirdekli bir meyve olan elma iizerinde farkl
diliisyonlarda uygulanan C. albidus, 4 log kob/g P. expansum konsantrasyonuna karsi
kullanilmistir. Bu diliisyonlarda biri olan 7 ve 9 log kob/g maya uygulanmis elmalarda
kiif gelisimi 6nemli bir diisiis géstermis, yiiksek nem ve sicaklik artigiyla diisme hizi
devam etmistir. Maya kiiltiirii uygulanmamais elmalar ile karsilastirdigimizda 7 ve 9

log kob/g maya uygulamas: kiif gelisimi diisiirmede etkili olmustur.
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Sekil 4.9. %85(list) ve %95(alt) nem degerlerinde 9 log kob/g konsantrasyonunda elmaya bulagtirilan mayanin 4
log kob/g P.expansum kiifiiniin gelisimi tizerine etkisi

4.6.2. Nem degerlerinin kiif gelisimi iizerine etkisi

Calismamizda %85 ve 95 nem degerlerinde 4 farkli diliisyonun kiif gelisimi {izerine
etkisi ayr1 ayr1 incelenmis, her bir diliisyonda hangi nem degerinde daha diisiik kiif

gelisimi oldugu raporlanmigtir.

Genel olarak %95 bagil nem degerinde 4 °C depolama sicakligi hari¢ diger depolama

sicakliklarinda kontrol grubu elma orneklerinde P. expansum iiremesi %85 bagil
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nemde depolamaya gore daha fazla gozlenmistir (p<0.05). Ornegin, 14 giin
depolamanin sonunda 15 °C’de %85 bagil nem degerinde elmalarda P. expansum

sayist 1,5 log artarken; %95 bagil nem degerinde ise 6nemli bir artis gézlenmemistir

(p<0.05).
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Sekil 4.10. Maya kiiltiirii uygulanmayan elmalarda 14 giin depolama sonunda %85 ve 95 nem degerilerinde kif
sayisinda meydana gelen degisimler

Dort log kob/g maya uygulamasit 25 °C’lerde 14 giin depolanan elmada 4 log
kob/g bulastirilan P. expansum sayisini %85 nem degerinde sirasiyla %21,29 artirirken
%95 nem degerinde  %8,33 oraninda azaltmistir (Sekil 4.11.). Sonuglar

inceledigimizde depolama siiresinin sonuna geldigimizde %95 nemin yiiksek sicaklik

ile kiif gelisimini diistirdiigii goriilmektedir.
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Sekil 4.11. 4 log kob/g maya inokiile edilen elmalarda 14 giin depolama sonunda %85 ve 95 nem degerilerinde kiif
sayisinda meydana gelen degisimler

Elma iizerine inokiile edilen 7 log kob/g maya konsantrasyonu 4 log kob/g P.expansum
miktarini 14. giin sonunda %95 nem degerinde %8,33’e varan azalmalar olurken %85
nem degerinde kiif miktar1 artig gostermistir (Sekil 4.12.). Diliisyon oraninin ve

sicakligin yiliksek olmasinin kiif gelisimini diisiirmeye yonelik 6nemli bir etkisi vardir

(p<0,05).
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Sekil 4.12. 7 log kob/g maya inokiile edilen elmalarda 14 giin depolama sonunda %85 ve 95 nem degerilerinde kiif
sayisinda meydana gelen degisimler

Elmalara bulastirllan 9 log kob/g maya kiiltiiri uygulamasinda P. expansum
miktarinda %95 nem degerinde 14. giinde 15 °C’de %1,75 oraninda; 25 °C’de %25
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azalma goriiliirken, %85 nem degerinde ise ayni sicakliklarda P. expansum miktari
artis gostermistir (Sekil 4.13.). %95 nem degeri 4 ve 15 °C sicaklikta 4 log kob/g kiif

iiremesini engellemeyi bagarmistir.

Genel olarak %95 bagil nemden farkli olarak %85 bagil nemde sadece 15 °C’de
depolanan elmalarda 7 ve 9 log kob/g hiicre sayilarinda uygulanan C. albidus P.

expansum’a karsi 6nemli bir antogonistik etki gostermistir (p<<0.05).
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Sekil 4.13. 9 log kob/g maya inokiile edilen elmalarda 14 giin depolama sonunda %85 ve 95 nem degerilerinde kiif
sayisinda meydana gelen degisimler

Uzun siireli diisiik sicaklik depolamalarinda meyvenin soguk nedeniyle biiziismesini
onlemek i¢in %95 ve tizeri bagil nem kullanilir (Kader, 2005). Bazi ¢alismalar %99-
100 bagil nemin kiif sporun ¢imlenmesinde etkili oldugunu gostermistir (Sitton ve
Patterson, 1992). Calismamizda ise yiiksek nem degerinde depolanan elmalarda

uygulanan C.albidus kiiltiiriiniin kiif gelisimini %25’e kadar diisiirdiigii goriilmiistiir.

Yapilan bir ¢calismada Golden Delicious tiirii elmanm yiizeyine agilan yaraya 1x10°,
5x10° ve 1x107 kob/ml oraninda maya izolat1 (Metschnikowia andauensis sus NCYC
3728 (PBC-2)), 10* spor/ml oraninda P. expansum kiifii inokiile edilmis, 7 giin 20+1
°C’de %8045 nem kosullarinda depolanmistir (Manso ve Nunes, 2011). Depolama

sonunda 1x10° kob/ml maya dozu enfekte olmus yara oranmi ve lezyon ¢apini %38-
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54; 5x10° kob/ml maya dozu %62-70; 1x107 kob/ml maya dozu ise %90-95
oranlarinda P.expansum kiifiine etkili oldugu gézlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise
yiiksek diliisyon miktar1 ve yiiksek sicaklik, kiif gelisimini %95 bagil nem kosullarinda
kontrol altina almay1 basarmistir (p<0.05).

Istatistiksel sonuglara gore elmada P. expansum iiremesine kullanilan C. albidus
sayisi, bagil nem degerleri, sicaklik degerleri ve depolama siiresi tek basina istatistiki
acidan onemli bulunmustur (p<0.05). Depolama siiresi ile birlikte artan sicaklik ve
uygulanan C. albidus sayis1 da etkili olurken nem degerleri depolama siiresi ile birlikte

P. expansum tiremesine karsi etkileri 6nemsiz bulunmustur (p>0.05)(Tablo 4.5.).

Tablo 4.3. Kiif gelisimine yonelik tek yonlii varyans analiz tablosu

Karelerin
Kaynak Nparm DF toplami F Oram1  Prob >F
Deney 2 2 7,3431 3,3636 0,0363
Diliisyon 3 3 96,29453 29,4062 <.0001
Sicaklik 3 3 312,79732 95,5213 <.0001
Nem 1 1 5,52751 5,0639 0,0253
Deney*Dillisyon&Harig 0 0 0 . .
Deney*Sicaklik&Harig 0 0 0
Deney*Nemé&Haric 0 0 0 . .
Depolama siiresi 2 2 191,63908 87,7834 <.0001
Nem*Depolama siiresi 2 2 2,03601 0,9326 0,395
Sicaklik*Depolama siiresi 6 6 162,41308 24,7987 <.0001
Diliisyon*Depolama siiresi 6 6 14,73675 2,2501 0,0394
Diliisyon*Sicaklik 9 9 27,82327  2,8322 0,0035
Diliisyon*Nem 3 3 12,27533  3,7486 0,0117
Sicaklik¥*Nem 3 3 2,30607 0,7042 0,5503
Diliisyon*Sicaklik*Nem 9 9 4,09159 0,4165 0,9257

4.6.3. Maya iiremesine diliisyon miktar1 ve sicakhigin etkisi

Patojen ve antagonist besin gereksinimi ve c¢evre kosullar1 aynmi olan bir ortamda
miicadele igine girerler (Lacroix, 2011). Antagonist mayalar ise ylizeye yapisma ve
kolonize olma yeteneklerinden 6tiirii hizli besin tiiketerek yayilmaktadir (Spadaro ve
Droby, 2016). Ayrica antagonist mayalar, patojenin parazitik yolla gelisimini
engelleyici etki gostermektedirler (Lacroix, 2011). Inokulum miktari, kullanilan
besiyeri, uygulanan gidanin kompozisyonu, depolama kosullari, sicaklik gibi faktorler

mayanin etkinligini belirlemekte 6nem arz etmektedir (Rodgers, 2001; Schwenninger
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ve ark., 2011; Sharma ve Tiwari, 2014). Mayanin fermantasyon siiresini kisaltarak
bagka mikroorganizmalar tarafindan kontaminasyonunu azaltmak i¢in genellikle
yapilan ¢alismalarda 6-10 log kob/g araliginda yiiksek maya dozu kullanilmistir
(Rodgers, 2001; Droby ve ark., 2009). Calismamizda ise 4, 7 ve 9 log kob/g maya

dilisyonlar1 elmalar {izerine uygulanarak maya sayisinin etkisi test edilmistir.

9,00
8,00 %
7,00
— 6,00 L J g
%D c L c =3
2 5,00 I *
=~ c " h
¥ 4,00 g
% 3,00
3
5 200 |
o
G Loo
0,00
0.glin 7.gin 14.gun
—°C 5,36 2,67 4,30
e 10°C 5,36 3,00 4,00
15°C 5,36 6,92 5,21
25°C 5,36 4,00 4,33

Sekil 4.14. 14 giin depolama siiresince 4 farkli sicaklikta 4 log kob/g maya dozunda %85 nem degerinde maya
sayisindaki degisimler
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Sekil 4.15. 14 giin depolama siiresince 4 farkli sicaklikta 4 log kob/g maya dozunda %95 nem degerinde maya
sayisindaki degisimler
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Farkli nem ve farkli sicakliklarda depolanan elmalarda 4 ve 7 log inokiile edilen C.
albidus sayisinda 14. giiniin sonunda 6nemli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Mayalarin 14 giin depolama boyunca canliliklarin1 6nemli derecede korumuslardir.
Bunun yani sira, %85 bagil nemde ve 25°C depolama sartlari 0. giinde elmada bulunan
9 log kob/g C. albidus’un sayisin1 6,6 log kob/g’a diisiirmiistiir. Diger sicaklik ve nem
degerlerinde 9 log kob/g inokiile edilen C. albidus meyvede canliligini korumustur
(Sekil 4.18.). Genel olarak, elmalarda C. albidus’un en iyi korundugu depolama

sartlar1 ise %95 bagil nem ve 4°C olarak gozlenmistir.
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Sekil 4.16. 14 giin depolama siiresince 4 farkli sicaklikta 7 log kob/g maya dozunda %85 nem degerinde maya
sayisindaki degigimler
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Sekil 4.17. 14 giin depolama siiresince 4 farkl sicaklikta 7 log kob/g maya dozunda %95 nem degerinde maya
sayisindaki degisimler

Secilen mayanin besiyeri kullanilarak yapilan biyokimyasal test sonuglarinda yiiksek
sicaklikta da (25, 30 ve 35 °C) hayatta kaldig1 gozlenmistir (Tablo 4.4.). Test
sonuglarina gore elmalar tizerine uygulanan C. albidus’un depolama sonunda yiiksek
konsantrasyon varliginda hemen hemen her sicaklikta gelisimini siirdiirdiigii
gozlenirken diisiik sicaklikta depolama siiresi arttikga maya konsantrasyonunda
azalmalar goriilmiistiir. Bu veriler altinda mayanin elma {izerine inokiile edildiginde

gelisimi i¢in ideal sicakligin 15-25 °C oldugu goriilmektedir.

Golden Delicious tiirii elmalarda Penicillium expansum kiifiiniin sebep oldugu mavi
clirimeye kars1 kendi test sonuglarina goére en etkili olan Cryptococcus infirmo-
miniatus sus YY6 ve C. laurentii sus HRAS mayasi se¢ilmistir. Elmalarda agilan
yaralara inokiile edilen bu mayalarin dozu 1,6 — 2,4x10° kob/ml, P. expansum kiiftiniin
dozu ise 5x10° kob/ml segilmistir. Elmaya yaralarinda maya popiilasyonu 10 giin
icinde 0° C de 1,2 log, 5, 10, ve 20° C de 2 giin depolamada ise 1,4 log artmustir.
(Chand-Goyal ve Spotts 1996).

Bazi raporlar, bir antagonistin populasyon yogunlugu ile hasat sonrasi biyolojik

kontrol tedavisi olarak etkinligi arasinda dogrudan bir iliski oldugunu gdstermistir.
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(Karabulut ve ark., 2004; Zhang ve ark., 2009). Kontrolii elde etmek i¢in daha diistik
ast dozlar1 kullanma potansiyeli, maliyet agisindan ¢ok onemlidir. Pratik bir bakig
acisindan, mayalarin limiti yaklasik 5 x 107 kob / ml'dir, kontrolii elde etmek maliyet
acisindan ¢ok 6nemlidir (Janisiewicz, 1988). Bizim g¢alismamizda ise P.expansum

gelisimini diisiirmeyi saglayan ideal diliisyonun 7 ve 9 log kob/g oldugu gézlenmistir.
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Sekil 4.18. 14 giin depolama siiresince 4 farkl sicaklikta 9 log kob/g maya dozunda %85 nem degerinde maya
sayisindaki degisimler
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Sekil 4.19. 14 giin depolama siiresince 4 farkli 9 log kob/g maya dozu %95 nem degerlerinde maya sayisindaki
degisimler
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4.6.4. Maya iiremesine nemin etkisi

Elma iizerine inokiile edilen 4 log kob/g maya konsantrasyonu 14 giin depolama
sonunda 15 °C sicaklikta artis gostermistir (Sekil 4.20.). Bu artis %85 ve 95 nem

degerinde de goriilmiis ancak bu nem maya sayisinda istatistiki olarak bir fark

yaratmamistir (p>0,05).
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Sekil 4.20. 4 log kob/g maya kiiltiirii uygulanan elmalarin 4 farkli sicaklikta 14 giin depolanmasi sonunda %85 ve
%095 nem degerlerinde maya sayinda meydana gelen degisim

Elma iizerine inokiile edilen 7 log kob/g C. albidus ‘un sayisinda % 95 nem degerinde
4 °C sicaklikta 14 giin depolama sonunda dnemli bir artig goriiliirken, %85 nem
degerinde maya sayisinda onemli bir degisim gozlenmemistir (p<0,05). Yine nem
degerlerinin etkili oldugu bir diger sicaklik ise 10 °C olmustur. Bu sicaklikta 14 giin
depolama sonunda %85 nem degerinde maya miktarinda 0,1 log kob/g azalma
goriiliirken, %95 nem degerinde 0,42 log kob/g artis gozlenmistir (Sekil 4.21.). Maya
sayisindaki degisim 15 ve 25 °C sicaklikta her iki nem degerinde de depolandiginda

onemli bulunmamaistir (p>0.05).
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Sekil 4.21. 7 log kob/g maya kiiltiirii uygulanan elmalarin 4 farkl: sicaklikta 14 giin depolanmasi sonunda %85 ve
%95 nem degerlerinde maya sayinda meydana gelen degisimler

Elma {izerine uygulanan 9 log kob/g maya konsantrasyonu 14 giin depolama sonunda
4 °C’de en yiiksek miktarina ulagsmistir. Depolama sonunda 10 °C’de %85 nem
degerinde maya miktar1 0,87 log kob/g artarken %95 nem degerinde 0,7 log kob/g
artis kaydedilmistir (Sekil 4.22.). Fakat 25 °C’de tam tersi bir durum gézlenmistir. %
85 nem degerinde 2,33 log kob/g azalma goriiliirken, %95 nem degerinde 0,03 log
kob/g artig gozlenmistir (p<0,05). Sonug olarak, 4 ve 10 °C sicakliklarda depolanan
elmalarda %95 nem degerinde %85 nem degerine gore 7 log kob/g bulastirilan maya
canliligin1 6nemli dlgiide korumustur. Maya sayis1 9 log kob/g’a artinca, sadece 25

°C’de %95 bagil nem ortaminda %85’e gére mayanin sayis1 daha fazla bulunmustur.
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Sekil 4.22. 9 log kob/g maya kiiltiirii uygulanan elmalarin 4 farkli sicaklikta 14 giin depolanmasi sonunda %85 ve
%095 nem degerlerinde maya sayinda meydana gelen degisimler

Lahlali ve ark. (2008) hasat sonras1 hastaliklarin kontrolii i¢in elmalar tizerinde
Pichia anomala sus K ve Candida oleophila sus O biyokontrol ajanlarini
kullanmustir. Test kosullar1 maya konsantrasyonu 10* - 108 kob/ml, 5 — 25 °C sicaklik
ve %75 — 98 bagil nem olarak secilmistir. Box-Behnken modeline gore yapilan
tahminlere gore baslangigta uygulanan maya konsantrasyonunun 10* kob/cm? ye
ulagsmasi 6ngoriilmiistiir. Elmalar 400 m1’lik 104, 5.10” ve 10® kob/ml maya igeren
siispansiyonlara daldirilmig ve 72 saat 5 - 15 ve 25 °C sicaklikta inkiibe edilmistir.
Siire sonunda suslarin higbiri 5 veya 15 °C, %75 bagil nem varliginda 10* kob/cm? ye
ulasamazken %98 bagil nem ve 25 °C ve baslangigta uygulanan 5.107 kob/ml maya
konsantrasyonu ile elma yiizeyinde cm? basina en yiiksek yogunluga ulagmistir. Bu
calismada Lahlali ve ark. deneylerinde ve model tahminlerinde maya popiilasyon
yogunlugunun yiiksek nem ve sicaklik ile arttigin1 bulmustur. Farkli olarak, bizim
calismamizda artan sicaklik ve nem degerleri baslangigta uygulanan maya sayisini

depolama sonunda 6nemli 6l¢giide degistirmedigini gostermistir (p<0,05).

C. albidus canlilig1 iizerine depolama siiresi, dilisyon sayisi ve sicaklik degerleri tek
basina istatistiki agidan fark yaratirken, nem degerleri ile birlikte etkili olmamistir

(p<0.05). Yine nem degerlerinin diliisyon, sicaklik degerleri ve depolama siiresi ile
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ikili iligkisi maya gelisiminde etkili olmamistir (p>0,05). Diliisyon degerileri ile

depolama stiresinin ikili etkilesimi ise maya canlilif1 {izerinde istatistiki dnem

yaratmistir (p<0.05) (Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Maya gelisimine yonelik tek yonlii varyans analiz tablosu

Kareler
Kaynak Nparm DF toplami1  Foran1  Prob >F
Deney 2 2 556351 3,4189 0,035
Diliisyon 2 2 902,0689 554,3486 <.0001
Sicaklik 3 3 8,17378 13,3487  0,0204
Nem 1 1 1,43982 11,7696  0,1852
Deney*Dillisyon&Harig 0 0 0
Deney*Sicaklik&Harig 0 0 0
Deney*Nem&Harig 0 0 0 . .
Depolama siiresi 2 2 45,9992 28,2679 <.0001
Nem*Depolama siiresi 4 4 11,25974 3,4597  0,0095
Sicaklik*Depolama siiresi 6 6 13,20711 2,7054 0,0155
Diliisyon*Depolama siiresi 2 2 1,08028 0,6639 0,5162
Diliisyon*Sicaklik 6 6 13,69857 2,8061  0,0125
Diliisyon*Nem 2 2 0,33087 0,2033  0,8162
Sicaklik*Nem 3 3 467892 19169  0,1287
Diliisyon*Sicaklik*Nem 6 6 5,21855 1,069 0,383
4.7. C. albidus uygulamasinin elma ¢iiriimesine etkisi
7
6
5
S
S a
£ d ‘
S 3 “f d
S bc
2 bc
I b
| L L
. N
0 104 107 10°
m4°C 2,45 1,8 1,3 0,8
m10°C 3,1 3,2 2,2 2,5
m15°C 5,5 1,65 0,85 0,75
25°C 2,75 1,6 0,8 0,5

Sekil 4.23. %85 bagil nem degerinde elmada meydana gelen ¢iirtime ¢aplari(cm)
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Sekil 4.24. %95 bagil nem degerinde elmada meydana gelen ciirlime ¢aplart (cm)

Elma iizerine uygulanan 7 ve 9 log kob/g maya kiiltiirii, maya kiiltiirii uygulanmamis
elmalara gore 15 °C’de 40 giin depolama sonunda c¢iiriimeyi sirastyla %85 bagil
nemde %84,54 ve 86,36 ve %95 bagil nemde %90,54 ve 91.39 oraninda azaltmigtir
(Sekil 4.23., Sekil 4.24.). C. albidus sayisi arttik¢a elmada goriilen giirlime ¢aplarinda
azalma gozlenmistir (p<0.05). Biitiin sicakliklarda (10 °C hari¢) her iki nem
kosullarinda depolanan 9 log kob/g maya uygulanan elmalarin 0,5 ile 0,8 cm arasinda

degisen ¢iirlime caplari arasinda 6nemli bir fark bulunmamustir (p<0.05).

Fiori ve ark., 2008 yilinda yaptiklar: ¢aligmada hasat sonrasi elmalarda P. expansum
kiifliniin neden oldugu ¢lirimeye karsi Pichia angusta mayasini 10° kob/ml oraninda

kullanmais, 8 giin 25 °C’de depolama sonunda ciiriime ¢apinin 9,2 mm ile 31,9 mm

arasinda degistigini ve P. expansum kiifiine kars1 aktivitesinin yetersiz oldugunu
vurgulamistir. Caligmamizda ise 40 giin depolama siiresince maya uygulanan
elmalarda ¢iiriime ¢aplar1 ortalama 5 ile 38,5 mm arasinda degismekte olup kullanilan
antagonisttik mayanin P. expansum kiifiiniin neden oldugu ¢iirtimeye kars1 6nemli bir

etkiye sahip oldugu bulunmustur (p<0,05).
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Elma iizerinde meydana gelen ¢iirimede sadece uygulanan C. albidus sayisi ile

depolama sicaklik degerlerinin ikili iligkisi istatistiki bir fark yaratmistir (p<0,05).

Tablo 4.7.’ye gore p>0,05’den yiiksek degerler ¢iirlime iizerinde etkili olmamustir.

Tablo 4.7. Ciirimeye yonelik tek yonlii varyans analiz tablosu

Kareler
Kaynak Nparm DF toplami F oram Prob > F
Deney 2 2 6,63396  2,6996 0,0751
Diliisyon 3 3 121,3937 32,9328 <.0001
Sicaklik 3 3 29,95115 8,1254 0,0001
Nem 1 1 0,0176 0,0143 0,9051
Deney*Dillisyon&Harig 0 0 0
Deney*Sicaklik&Harig 0 0 0
Deney*Nem&Harig 0 0 0 . .
Diliisyon*Sicaklik 9 9 31,87177 2,8822 0,0066
Diliisyon*Nem 3 3 1,99281  0,5406 0,6563
Sicaklik*Nem 3 3 2,17865 0,591 0,6232
Diliisyon*Sicaklik*Nem 9 9 8,60594 0,7782 0,6369




BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Hasat sonrasi depolama sirasinda elmalarda ¢iirimeye neden olan Penicillium
expansum meyveyi biiylime mevsiminde veya hasattan sonra yaralar veya lentiseller
araciligiyla enfekte eder (Jones ve Aldwinckle,1991; Kennel,1986 ; Sholberg ve Haag,
1996). Bu amagla mikrobiyal antagonistler ile depoda meyve ¢iirlimesinin
biyokontrolii esas olarak kontrollii ¢evre kosullar1 altinda incelenmistir (Wisniewski
ve Wilson 1992). Biyokontrol ajanlarindan yiiksek verim almak i¢in bunlarin hasat
sonrast uygulanmasi gerekir. Cilinkii hasat edilen gidanin depolanmasi i¢i gereken
sicaklik ve nem kontrol edilebilir oldugundan biyokontrol ajaninin uygulanmasi igin
iyi bir zemin hazirlar (Spotts ve Sanderson 1994). Bu yiizden ¢alismamizda farkli

sicaklik, nem ve depolama siirelerinde analizler yapilmistir.

C. albidus uygulanmamis kontrol elmalarda inokiile edilen P. expansum gelisimi
depolama sicakligi diistiikge 6nemli bir sekilde artmistir (p<0.05). Bununla birlikte
uygulanan C. albidus sayilarindaki artisin P. expansum iiremesine etkisi sicakliga ve
neme bagimli oldugu bulunmustur. Ornegin, %85 bagil nem uygulanan depolamada
sadece 15 °C’de C. albidus kiife kars1 antogonistik etki gosterebilmistir. Bunun yani
sira %95 bagil nemde ve 4-15 °C’de depolanan elmalarda artan sayida C. albidus
uygulanmasi kiif liremesinide onemli dercede azaltmistir (p<0.05). Mayanin kiig
iiremesine karsi antogonistik etkisi sicaklik artis1 ile diisiis gdstermistir. Kiiftin 40
giinde olusturdugu ¢iireme alan1 7 ve 9 log kob/g C. albidus uygulamasi ile 6nemli
derecede azaldig1 goriilmiistiir. Yine yiliksek nem ve diisiik sicaklikta ¢iiremeye karsi
artan maya sayisinin etkisi daha fazladir (p<0.05). Elmalara uygulanan C. albidus
depolama boyunca biitlin sicakliklarda benzer Ol¢lide canliligini korumustur. Sonug
olarak P. expansum sayisinda diisiis gosteren ideal sicaklik 4-15 °C’de %95 nem

degerinde 7-9 log kob/g maya konsantrasyon varliginda goriilmiistiir.
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