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Bu ¢aligmada elma karaleke hastali1 etmenine (Venturia inaequalis (Cke.)
Wint.)’duyarhiliklart farkli Granny Smith, Starkspur Golden ve Starkrimson elma
¢esitlerinin yapraklarindan periyodik araliklarla yapilan 5 izolasyonun sonucunda
43 farkli fungus tiir veya izolatlar1 saptanmustir.

Elma fillosferinde Cryptococcus (beyaz maya), Sporobolomyces (pembe
maya), Alternaria, Penicillium, Cladosporium, Epicoccum, Heterosporium,
Papularia, Peyronellaea ve Papularia fungal tiirleri belirlenmistir. Yaprak ylizey
mikroorganizmalar1 suda siispanse edilerek cm® yaprak yiizeyindeki fungal
populasyon hesaplandifinda her ii¢ elma ¢esidinde de Aurebasidium ve
Cryptococcus  tiirlerinin toplam fungus populasyonunun bilyiikk bir kismim
olusturdugu gériilmuistiir.

In vitro’da V. inaequalis’in miseliyal gelisimini degisik antagonistik
yontemlere gére en iyi inhibe ettigi saptanan fungus izolatlart Cryptococcus
(A21), Sporobolomyces (A3), Penicillium (A8, All) ve Papularia (Al) tiirleri
olmustur.

Ikili kiiltiir calismalarmin sonucunda Cryptococcus, Sporobolomyces,
Alternaria altenata , Papularia ve Epicoccum tlrlerinin iirettikleri ugucu
antibiyotiklerin V. inaequalis’in miseliyal gelisimini %100 inhibe ederek diger
izolatlara gore daha etkili olduklar1 saptanmigtir.

Anahtar Kelimeler:  Venturia inaequalis, Mikoflora, Fungal Antagonizm,
Elma, Ikili Kiiltiir
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In this study, 43 different fungus species or isolats which have various -
suscebility against apple scab pathogen, Venturia inaequalis (Cke.) Wint. have
been determined after 5 periodical isolations from leaves of Granny Smith,
Starkspur Golden and Starkrimson apple species.

Cryptococcus (white yeast), Sporobolomyces (pink yeast), Alternaria,
Penicillium, Cladosporium, Epicoccum, Heterosporium, Papularia, Peyronellaea
and Papularia fungal species have been determined on apple phyllosphere.

It is observed that Aurebasidium and Cryptococcus species are the major
part_of all fungus population for each of three apple species, after calculation of
fungal population on 1 cm® by suspensing leaf surface microorganisms in water.

In In vitro studies, Cryptococcus (A21), Sporobolomyces (A3), Penicillium
(A8, All) and Papularia (Al) species are determined best fungus isolats to
inhibit mycelial development of V. inaequalis, with various antagonistic methods.

Results of dual culture studies shown that volatile antibiotics produced by
Cryptococcus, Sporobolomyces, Alternaria altenata, Papularia and Epicoccum
species have better efficiency compared to other isolats by 100% inhibiting
mycelial development of V. inaequalis.

Key Words: Venturia inaequalis, Mycoflora, Fungal Antagonism,
Apple, Dual Culture
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1. GIRIS

Tirkiye elma fireticisi {lilkeler ig¢inde Cin, ABD, Fransa, Almanya ve
[talya’dan sonra altinci sirada yer almaktadir. 1996 yili verilerine gére yaklagik 32
milyona varan meyve veren agac sayisi ve 2,200,000 ton’luk iretimle, elmacilik
tilkkemizin 6nemli gelir kaynaklarindan biri durumundadir (Devlet Istatistik Enstitis,
1996).

Diinyada oldugu gibi {ilkemizde de elmanin en 6nemli fungal hastalig1 Elma
Karalekesi (Venturia ianequalis (Cke.) Wint.)’dir. Etmenin saprofitik ve parazitik
olmak {izere iki devresi bulunmaktadir. Saprofit dénem sonbaharda yere dokiilen &lii
yapraklarda baglamakta, ilkbaharda pseudothecium olgunlagmasina kadar
stirmektedir.  Yagish peryodun ardindan pseudothecium’lardan firlatilan
askosporlarin baslattif1 parazitik dénem ise fungusun canli dokularda siirdiirdiigii
yasami kapsamaktadir. Hastalifin simptomlart afacin yaprak, meyve ve
slirglinlerinde goriilmektedir. Yapragn alt ve iist yiizeyinde olugan lekeler baglangicta
yaghms: goriiniiste olup giderek zeytini yesil renge doniismekte ve daha sonra
kahverengilesip kadifemsi bir goriinim almaktadir. Lekelerin  bulundugu
kisimlardaki dokular, zamanla &lmekte ve {izerinde ¢atlak ve delikler olugsmaktadir.
Duyarl1 ¢esitlerde goriilen siirgiin enfeksiyonlar, ilkbaharda c¢atlayarak ig¢inden
konidi yataklar ¢ikan piistiil olarak tanimlanan kabarciklarla baslamakta ve piistiiller
zamanla birleserek “uyuz” veya “siraca” denilen yaralar olusturmaktadir. Yaprak
enfeksiyonlar1 nedeniyle fotosentez ve solunum olaylar1 engellendiginden agag
yildan yila zayiflamakta ve hastalik nedeniyle olusan iiriin kayb1 énemli boyutlara
ulagabilmektedir (Ttirkoglu, 1978).

Sicaklik ve nemle ¢ok yakm iligkisi bulunan Karaleke hastaliginin
epidemisinin 6nceden saptanmasi ve ilaglama sayisinin azaltilamasina yonelik
caligmalar Tiirkoglu (1978) tarafindan baglatilmig ve son yillarda iilke ¢apinda
basariyla kullanilan “Tahmin ve Erken Uyar1 Modeli” gelistirilmigtir (Yiiriit ve ark.,
1988; Demir ve Hepdurgur, 1988).

Diinyada oldugu gibi iilkemizde de sistemik fungisitlerin kulanilmaya
baslamas1 ve bu hastalikla miicadelede ¢ok sayida ilaglama yapilmasi zorunlulugu,

¢evre kirliligi ve insan saghgmna olumsuz etkilerinin yanisira fungisit dayaniklilig
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gibi ¢ok Onemli bir sorunuda beraberinde getirmistir. Ergosterol biosentezini
engelleyerek dayamiklilik olugturma riskini azaltan fungisitler (EBI) elma karaleke
hastaligina kars1 basariyla kulaniimaktadir. (Dekker, 1982; Stanis ve Jones, 1985).

Pestisit kullamminin olumsuz etkileri yukanda belirtilenlerle smrh
kalmamakta ayrica patojen ve saprofitler arasindaki dogal dengeyide bozarak
biyolojik kontrol mekanizmasimin etkinlik derecesini azaltmaktadir. Mikrobiyal
etkilesimlerden kaynaklanan bitki hastaliklariyla biyolojik savas Fitopatoloji de son
yillarin en gézde ¢aliyma konusu durumung gelmigtir. Cody ve ark.,1987; Redmond
ve ark., 1987 ve Knudsen ve Spurr 1987°de bitkilerin yaprak, meyve, ¢icek ve
siirgtinlerindeki saprofit mikrofloranin bazi patojenlerin gelisimini baski altina
alabildigini bildirmiglerdir.

Bitkinin toprak iistli organlarinin ylizeyine yerlesen antagonistik etki gésteren
fillosfer = mikroorganizmalan ve bitki dokularina  yerlesen filloplane
mikroorganizmalar bitkilerin dogal mikroflorasimi olusturmaktadir (Andrews, 1992).
Biyolojik savagin dogada kendiliginden gerceklesmesi olgusundan hareketle
laboratuvar ¢aligmalan uzunyillar 6nce baslatilmigtir. Petri kutusunda antagonistik
mikroorganizmalarla patojenler arasindaki antibiosise yada mikoparazitizme dayalt
iligkileri giinlimiiziin yoZun arastuma konularimi olusturmaktadir. Antagonist
mikroorganizmanin biyopreparat formiilasyonunun hazirlanmasi da biyolojik savagin
etkinlik derecesini kat kat artirmaktadir.

Ozaktan ve Tiirkiisay (1994), bitki yiizeyinde beslenen antagonistik Erwinia
herbicola ve fluoresent Pseudomanas’larla 6zellikle yumusak c¢ekirdekli meyve
agaclarinda Erwinia amylovora’ya karst biyolojik savas konusunda olduk¢a énemli
¢aligmalar yapmuglardir.

Bir bitki patojenine karst bagarili bir biyolojik kontrol programini uygulamak
icin dogada patojen-antagonist etkilesimlerinin ekolojik kogullarin etkisiyle
degisimini saptamak ve konukgu, patojen, yerlegik mikroflora arasindaki iligkinin
temelini bilmek gerekmektedir. Ayrica biyolojik kontrol i¢in uygun bir antagonistin
seciminde fillosfer mikrohabitatinda siirekli degisime neden olan mevsimsel
farkhliklar ve bitki yiizeylerindeki mikroklima gibi eksternal faktorler dikkate

alinmalidir.
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Fillosfer mikroorganizmalarinin, tropik bélgelerde yesil yapraklarin yas
agirligmmm  %1’ini  olugturabildigi Preece ve Dickinson (1971) tarafindan
bildirilmigtir. Aurebasidium pullulans, Alternaria spp., Cladosporium spp. ve
Epicoccum spp. elma yaprak ylizeylerine kolonize olan en &nemli hifsel funguslan
olugturmaktadir (Blakeman, 1981). En sik rastlanan maya cinsleri ise
Cryptococcaceae ve Sporobolomataceae familyalarina aittir. Bitki ylizeylerine
kolonize olan bu saprofit mikroorganizmalar besin ve yer gibi faktorler acisindan
patojenlerle rekabet igerisinde olup bunlardan bazilan1 ugucu ve ugucu olmayan
antibiyotikler lreterek patojenin gelisimini sirlandirmaktadir. Ayrica bazi
saprofitler patojenle hifsel interaksiyonlara girerek, onun hif ve spor yapilarm
penetre ederek gelisimini inhibe etmektedir. Diger yandan bu saprofit
mikroorganizmalar fitoaleksin olusumunu situmule ederek veya giberellin gibi
hormonlar {ireterek bitki gelisimine de olumlu bir etkide bulunabilmektedir.
(Fokkema, 1976).

Tarimsal savagimda pestisit kullaniminin yarattig1 olduk¢a kompleks sorunlar
biyolojik savagin 6nem derecesini kat kat artirmaktadir. Havai kokenli inokulum
kolonizasyonunun bir sonucu olarak olusan saprofit mikrofloranin antagonistik
etkilerinden yararlanmak; bircok miicadele yonteminin yetersiz kaldig1 durumlarda
oldukga basarili sonuglar verebilecektir.

Fillosfer mikrohabitatimin bu olumlu 6zelliklerinin 1s18inda  fungal
antagonizme yonelik bir ¢aligma planlanmistir. Elma agaglarinin yapraklarindan
izole edilen saprofit fungal floranin (mikoflora) in vitro’da Elma Karalekesi Hastalig
etmeni V. inaequaljs’e antagonistik etkilerinin saptanmasi bu ¢alismanin amacim

olusturmaktadir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR
2.1. Fungal Antagonizme Ydnelik Biyolojik Kontrol Caliymalar

Heye ve Andrews (1983), elma agaglarinin yapraklarindan izole edilen
Athelia bombacina ve Chaetomium globosum antagonistlerinin Elma Karaleke
Hastalifn etmeni Venturia inaequalis’in askospor infeksiyonuna etkisini
aragtirmislardir. Sonbahar mevsiminin baslangicinda bu antagonist funguslarin
inokulumunu V. inaequalis’le dogal olarak infektelenen elma yapraklarina
pliskiirterek uygulamislardir. Her bir antagonisti buffer’da veya yeast ve maya
ekstrakt sollisyonunda fungal propagiillerin bir slispansiyonu olarak uygulamiglardir.
Laboratuvar kosullarinda 4 °C’de tel bir kafeste infekteli ve saglikii (kontrol) elma
yapraklann birlikte kislatilmistir. Antagonist funguslarin infekteli ve kontrol
yapraklara ¢ok g¢abuk kolonize olduklarimi gézlemislerdir. Infekteli yapraklarda
askospor firetiminin kontrole oranla %40-100 oraninda azaldiim1 saptamiglardir.
Doga kosullarinda 4. bombacina uygulanan yapraklarda hi¢ askospor olugmadigini,
C. globosum uygulanan yapraklarda ise %30 oraninda askospor firetiminde azalma
oldugunu bildirmislerdir.

McIntosh elma yapraklarindan izole edilen 50 saprofit mikroorganizmanin 8
tanesinin Elma Karaleke Hastalig1 etmeni Venturia inaequalis’e kars1 antagonistik
etki gdsterdigi saptanmistir. Bunlardan 8 mikroorganizmanm (Flavobacterium sp.,
Cryptococcus sp., Aurebasidium pullulans, Trichoderma viride, Chaetomium
globosum, Microsphaeropsis olivacea ve tammlanamayan iki actinomycetes)
antagonistik etkileri belirlenmistir. Infekteli yapraklarda konidial {iretim, sporlarin
¢imlenmesi, ¢im tiipti olusumu ve lezyon bitytiklii3ii in vivo ve in vitro denemelerde
incelenerek V. inaequalis’in inhibe edildigi durumlar belirlenmigtir. En etkili
antagonistin C. globosum oldudu ve V. inaequalis’in farkli izolatlarinda da aym
etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Hastalik gelisimini Onlemede antagonistik
fungusun V. inaequalis’in konidi ¢imlenmesini baski altina aldif1 belirlenmistir. In
vitro’da gbzlenen antagonizm seklinin besinler i¢in rekabet ve antibiosis oldugu

sonucuna varilmigtir (Andrews ve ark., 1983).
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Podosphaera leucotricha enfeksiyonuna karsi Ampelomyces quisqualis’in
dogal kosularda yesil aksama spor-su siispansiyonu seklinde piiskiirtiilerek
uygulanmasi sonucunda kiilleme enfeksiyonlarinin 6nemli derecede azaldig:
g6zlenmigtir. (Bosshard ve ark.,1987).

Trankner ve ark. (1988), toprak, kuru ot ve giibrenin bir kangimini ekstrakte
ederek hazirladiklan siispansiyonu ve iiziim kalintilarindan yapilan ticari bir kompost
ekstraktini elma agaglarmma piskiirterek uyguladiklarinda elma meyvelerinde V.
inaequalis’in olusturdugu lekelerin sayisinda bir azalma oldugunu gozlemislerdir.

Kinkel ve ark. (1989), elma bahgesindeki agaglarinin yapraklarina
Chaetomium globosum veya Aurebasidium pullulans;l yaprak ylizey dezenfeksiyonu
yapildiktan hemen sonra yada alti giin sonra Venturia inaequalis’in biyolojik
kontroliine etkisini belirlemek amaciyla yapraklara inokiile etmislerdir. 4-7 hafta
stireyle antagonist funguslarin geligimini kontrolle kargilagtirmiglar ve degisik
zamanlarda yapilan ii¢ uygulamada fungal kolonizasyonun farkli oldugunu
gozlemiglerdir. Cevre kosullan dikkate alinarak farkli zamanlarda yapilan mikrobiyal
girislerin filloplane fungal topluluklarindaki kolonizasyonun ekolojik kosullarla
yakindan iligkili oldugu sonucuna varmiglardir.

Elma yaprak kalintilarindan V. inaequalis’e antagonistik etki gosteren Athelia
bombacina’yr izole etmek amaciyla degigik immiinokimyasl testler yapilmistir.
Venturia inaequalis ile dogal olarak infektelenen elma yapraklari Kasim ayindan
Mayis ayma kadar disarida 4. bombacina ile aylarca inokule edilmigtir.
Immiinokimyasal testler sonunda epifitik ve endofitik olarak gelisen A. bombacina
izole edilmistir. Bu antagonist’in V. inaequalis’in hiflerinin geligimini
engellemesinin ~ yamisira  etmenin  pseudothecium  baslangicimida  6nledigi
gozlenmistir. A. bombacina’siz  yapraklarda (kontrol) normal sicaklikta
pseudothesium’un gelisiminin engellenmedigi belirtilmistir (Andrews ve Young
1990).

Sonbaharda Athelia bombacina’nin 1 ve Chaetomium globosum’un 2 ki V.
inaequalis’le dogal olarak enfektelenen elma yapraklarma uygulanmigtir. A.
bombacina CMY (carboxymethylcellulose+malt extract+yeast extract)‘ye sporlar ve
fungal partikiillerin sulu siispansiyonlari olarak plskiirtiilmiigtiir. C. globosum ise
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kolonize olmus kepegimsi partikiillerin sulu siispansiyonlar olarak piskiirtiilmiigtiir.
Bu sekilde uygulanan yapraklar plastik aglarla kaplanan kutularda kiglatilmiglardir.
Biitiin bu uygulamalarin sonucunda her iki antagonist de bir sonraki ilkbaharda
yapraklardan izole edilebilmistir. A. bombacina V. inaequalis’in askospor iiretimini
ve pseudothecium olusumunu %100 O&nledigi saptanmistr. CMY’li uygulama
sonucunda askospor iiretimini %60-70 oraninda azaldif1 ve V. inaequalis’in koloni
gelisiminin yok denecek kadar az oldugu  gozlenmistir. C. globosum ‘un
uygulamasinda askospor iiretimindeki azalmalar elma ¢esidine bagli olarak %30-65
oraninda bulunmustur (Miedtke ve Kenn;al, 1990).

Giillerde Botrytis yaniklidina karsi giil petal yapraklarindan izole edilen
fungus ve bakteriler denemeye alinmistir. Botrytis cinerea’nmin giillerde olusturdugu
lezyonlarin sayisint Exophila jeanselmei, Cryptococcus albidus ve Erwinia sp.’nin
O6nemli derecede azalttid1 belirlenmigtir. Bu antagonistler i¢inde lezyon sayisinm %63
oraninda azaltan E. jeanselmei adli maya en etkili antagonist olarak saptanmigtir
(Redmond ve ark., 1987).

Limon agaglarinin yaprak ve stirgiinlerinden 79 farkli fungus izole edilmistir.
Bu belirlenen saprofit mikoflora incelendiginde Cryptococcus ve Sporobolomyces
(beyaz ve pembe mayalar), Aurebasidium, Cladosporium, Aspergillus, Alternaria,
Epicoccum, Trichoderma ve Penicillium tiirlerinin ¢ok yaygin mikroorganizmalar
oldugu saptanmistir. Maya ve Cladosporium tiirlerinin yaprak ve siirgtinlerdeki
populasyonun sirasiyla %92.6 ve %97.0’1m1 olusturdufu saptanmistir. Bu saprofit
mikroorganizmalardan Aurebasidium sp. ve Aspergillus sclerotiorum limon
stirgiinlerinin u¢ kurutan hastalifina yakalanma oranim %55.6 ve %66.7, hastalik
siddetini ise %50.0 ve %64.3 oraninda engelledigi belirlenmistir (Erkilig ve Cinar,
1989).

Sutton ve Peng (1993), Botrytis cinerea ile inokuleli ¢ilek yapraklarma 2-5
hafta siireyle ii¢ antagonistik fungus Gliocladium roseum, Penicillium sp. ve
Trichoderma viride’yi uygulamislardir. Bu antagonist funguslarin serada yetistirilen
cileklerde Botrytis cinerea’nmm konidiofor olugumunu baski altina aldifim ve
patojenin sporulasyonunu sirasiyla %58, %64 ve %48 oraminda engelledigini

saptamiglardr.
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2.2. Bakteriyel Antagonizme Ydnelik Biyolojik Kontrol Caliymalan

Bacillus pumilus®un kiltir filtratimin tahil yapraklarina uygulanmasi
sonucunda Puccinia recondita infeksiyonunun azaldig: bildirilmigstir. Benzer sekilde
Puccinia alli sogan pasi’na karsi sogan yapraklarina Bacillus cereus uygulamasi
yapildiginda ugucu antibiyotiklerin etkisinden dolay: pas piistiillerinin sayisinda
Onemli oranda azalmalar oldugu saptanmistir (Morgen, 1963).

Armut agaglarinda Ates Yaniklhifn hastalifina neden olan Erwinia
amylovora’ya kars1 3 saprofit Pseudomonas ve 1 Erwinia sp.’nin antagonistik etkileri
arasgtirilmustir. Cigeklenme déneminde bu saprofit bakteriler 8 kez armut agaglarina
piilverize edildiginde ates yanikligi hastalifimin oraninda bir azalma oldugu
gbzlenmistir (Thomson ve ark., 1976).

Elma dal kanseri etmeni Nectria galligena’ya karsi Trichoderma
pseudokoningii ve Bacillus subtilis in vitro ve in vivo’da denemeye ahmmustir. ikili
kiiltiirde B. subtilis’in spor ¢imlenmesini azalttif1, T. pseudokoningrii’nin ise patojen
hiflerinin ¢6ziilmesine neden oldugu goézlenmistir. /n vivo denemelerinde T.
pseudokoningri veya B. subtilis stirgtinlerdeki yaralara piilverize edildiginde her iki
antagonistinde hastalik olusumunu azalttif1 ancak, B. subtilis’in daha etkili oldugu
saptanmugtir (Meier,1979).

Fasulye pasi etmeni Uromyces phaseoli’ye kars1 Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Bacillus thuringiensis gibi bazi bakteriyel antagonistler uygulandiginda
uredospor ¢imlenmesinin &nlendigi saptanmistir. B. subtilis’in kiiltiir filtratinda
protein yapisinda 1siya dayanikli hastalik gelisimini engelleyici bir substrat elde
edilmiy, tarlada bir hafta arayla 3 defa B. subtilis uygulamasi sonucunda pas
infeksiyonlarinda %75 oraninda azalma g6zlenmistir (Baker ve ark., 1983).

Hasat 6ncesi ve hasat sonrasi hastaliklarin kontroliinde in vitro’da antibiyotik
tireten baz1 bakteriyel antagonistler denemeye alinmugtir. Bacillus subtilis strain B-
3’lin sert gekirdekli meyvelerde hasat sonras:i gliriiklitkleri 6nlemede etkili oldugu
saptanmistir. Ayni bakterinin kiiltiir filtratinin erik, badem ve kaysida Monilia
Sructicola’nin neden oldugu Kahverengi Meyve Ciiriikliigiinii dnledigi bildirilmistir
(Pusey ve Wilson, 1984). |

T YUKSEROGR TR KURULY
DOKIMANTASY O BITEREIZ
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Domates Bakteriyel Kara Benek Hastalify etmeni Pseudomanas syringae pv.
tomato’ya kargi bakirli bilesiklerin kullaniminin hastalik kontroliinii zorlastirmasi
sonucu bu etmene karsi biyokontrol ajanlari denemeye alinmigtir. Domates
bitkisinden izole edilen iki antagonist Pseudomonas haftada bir defa domates
bitkilerine piiskiirtiildiiiinde bakirli bilesiklere es deger sonuglarin ortaya ¢iktig
g6zlenmistir (Colin ve Chafik, 1986).

Colin ve ark. (1987), benzer bir ¢alismada Pseudomanas syringae pv.
tomato’ya kars1 2 antagonist fluoresans Pseudomonas ile 3 bakterisit uygulamasinin
kargilagtirmali sonuglarin sera ve tarla denemeleri olarak 3 farkh gevre kosullarinda
denemisler ve benzer olmayan ¢ok farkli sonuglar elde etmislerdir. Bu arastirmada
antagonistlerin etki derecesinin ¢evre kogullariyla ¢ok yakindan iligkili oldugunu ve
iyi bir antagonistin her ¢evre kosulunda olumlu etkiye sahip olmas: gerektigini
vurgulamiglardir.

Domates Solgunluk etmeni Fusarium solani fsp. lycopersici’ye karst
topraktan izole edilen 183 mikroorganizmanin in vitro’da antagonistik etkisi
denemeye alinmistir. Bu izolatlar igerisinde Pseudomonas sp.’nin iki izolati,
Aspergillus niger ve penicillium nigricans’in Domates Solgunluk Hastalig1 oranini
%40’dan daha fazla engelledigi saptanmistir (Yiicel ve Cinar, 1989).

Ali¢ agaclannin siirgiinlerinden epifitik olarak yasayan antagonist fluoresans
Pseudomanas’lar izole edilmis ve ali¢ agaglarindaki Ates Yamikligi Hastaliina karst
etkilerini aragtirmak i¢in ham armut meyve testi uygulanmigtir. Bu testlerde
antagonistlerin kimyasal uygulamalara esit bir kontrol sagladig, siirgiin yanikhiginin
kontroliinde antagonistin uygulama zamamnin 6nemli oldugu bildirilmigtir. E.
herbicola HLO9N13 1wk ile E. amylovora’yr ¢igeklerin stigmasi iizerinde
testlendiklerinde in vitro da antagonist bakterinin E. amylovora’dan daha once
¢igeklere kolonize oldugu gézlenmistir (Wilson ve ark.,1992).

Elma ve armutta Botrytis cinerea ve Penicillium expansum’un neden oldugu
grtiklikleri Pseudomanas cepacia’min {irettigi antifungal bir bilesik olan
pyrolnitrin’in dnledigi bildirilmigtir (Jacobsen ve Blakeman, 1993).

Ege bolgesinde yapilan bir aragtirmada armut agaglarmin epifitik mikroflorasi

saptandifinda toplam 167 bakteri izolati elde edilmigtir. Bu izolatlarin in vitro’da



2. ONCEKI CALISMALAR H. Handan (MIMTAS) ALTINOK

etkinliklerinin saptanmasi i¢in ham armut meyve testi ve gigek testi uygulanmigtir.
Testlemeler sonucunda 167 bakteri izolatinin 73’{inlin in vitro’da patojene karsi
inhibisyon zonu olugturdugu, 68’inin ham armut meyve testinde basaril1 oldugu, 31
izolatin da hem in vitro denemelerinde hemde ham armut meyve testinde Erwinia
amylovora’ya antagonistik etki de bulundugu belirlenmistir. Elde edilen izolatlann £
herbicola izolatlann oldugu ve bunlardan 3’liniin ¢igek testlerinde E. amylovora
infeksiyonlarim %82-98 oraninda engelledigi bildirilmistir (Ozaktan ve Tiirkiisay,
1996).

Domates Bakteriyel Kara Benek Hastalifina karsi entegre edilmis degisik
biyokontrol stratejileri denemeye alinmugtir. ABD’de 4 farkhi alanda yapilan
denemelerde bu etmene karsi bakira dayanikli antagonistlerin yesil aksama
puskiirtiilmesi ve bitki dayamiklhilifim1 olumlu y6nde etkileyen rhizobakterilerin
tohuma ve topraga uygulanmasi sonucunda basarili sonuglar elde edilmigtir. Yesil
aksam antagonistleri olan Pseudomonas fluorescens AS506 ve patojenik olmayan P.
syringae izolatlarinin yesil aksama uygulanmasi sonucunda sera kosullarinda
Domates Bakteriyel Kara Benek Hastalif1 (Pseudomanas syringae pv. tomato)‘nun
%60 oraninda 6nlenlendigi gézlenmistir (Wilson, 1996).

Ozaktan ve ark. (1998), daha onceki calismalarnda armut agaglarindan
saptadiklar epifitik mikroflora izolatlarini in vitro ve in vivo’da denemisgler ve etkili
bulunan 3 Erwinia herbicola izolatmin biyopreparat formiilasyonunun
hazirlanmasina y6nelik bir ¢aligma yapmiglardir. Liyofilize, talk ve peynir alt1 suyu
tozu formiilasyonlar1 ham armut meyve testlerinde %71-100 arasinda etkili oldugunu
belirlemislerdir. Bu biyoformiilasyonlarn raf dmriine yonelik ¢aligmalarda 10°C’de
120-180 giin bakterilerin canliligim ve etkinligini koruyabildigini belirtmislerdir. Bu
biyoformiilasyonlarin in vivo denemelerinde armut siirglinlerinde E. amylovora
enfeksiyonlarim1 %3 1-84 oraninda engelledigini saptamiglardir.

Orta Anodolu bolgesindeki armut bahgelerinden 139 bakteri izole edilmis ve
bunlardan 49 izolatin in vitro'da E. amylovora'ya kars1 etkili oldugu, 2 izolatinda in
vivo kosullarinda armut ¢igek ve stirgiinlerindeki infeksiyonlarn %50 oraninda
azalttig: belirlenmistir (Aysan ve ark., 1998).
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Adana, Igel, Kahramanmaras ve Nigde illerin de elma ve armut agaclannin
¢igek, siirgiin ve yapraklarindan 250 antagonist bakteri izole edilmistir. Bu izolatlarin
in vitro’da antagonistik aktiviteleri ilk olarak King B ve ham armut meyve testinde
belirlenmigtir. Testlerin sonucunda 9 izolatin Erwinia amylovora’nin olusturdugu
ates yamkligma kars1 antagonistik aktivite gdsterdigi saptanmigtir. Izolatlar sera
kosullarinda Pyracantha sp. ve Pyrus comminis’ in slirgiinlerinde testlenmstir.
Testlerin sonucunda 6 izolatin ates yamklifinin bilinen en iyi antagonisti olan
Erwinia herbicola (GSBP 450) gibi etki gosterdigi ve Erwinia amylovora’y baski
altina aldig: saptanmustir (Ulke ve Cinar, 1998).

2.3. Hiperparazitizm

Hiperparazit Verticillium lecani konidilerinin, sera kosullarinda karanfil
pasina karg: etkili bir koruma sagladigi, pas uredosporlan ile uygulandidinda ise
bitkilerdeki uredospor sayisim %84-90 oraninda azalttidy belirtilmistir. V. lecani
fasiilye pasi1 (Uromyces appencitulatus)’na karsi uygulandiginda sera kosullarinda
bagarili olmasina karsin tarla denemelerinde fasiilye pasimin  yayilimint
engelleyemedigi gozlenmistir (Spencer, 1980).

Sporidesmium sclerotiorum’un Sclerotinia sclerotiorum, S. minor, S.
trifoliorum, S. cepiorum ve Botrytis cinerea’y parazitleyen etkili bir hiperparazit
oldugu saptanmistir. Bu hiperparazitin marulda Sclerotinia minor’e bir kez
uygulanmasi sonucunda 2 yil boyunca tirtinti hastaliktan korudugu belirtilmistir. S.
sclerotivorum inokulumu 5 makrokonidi/g kadar diigiik konsantrasyonda oldugunda
bile sklerotlar1 bagariyla infekte ederek glirlittiigii bildirilmistir. 16-24 sklerot/g
topraga uygulandiginda marulda Beyaz K6k CiiriikIiigiiniin (S. rolfsii) %63 oraninda
azaldify saptanmistir (Adams and Ayers 1982). S. sclerotiorum ve S. minor’un
sklerotlarim hem in vitro’da hemde in vivo’da parazitledifi gozlenmistir.
Hiperparazit S. sclerotiorum’un hifleriyle patojen sklerotlarim penetre ederek
sklerotlarin i¢ini kahverengi yogun hif kitlesiyle doldurdugu ve sonugta infekteli
sklerotlar1 yumusatarak pargaladig gézlenmistir (Adams ve Ayers, 1983).

Dubos (1987), baglarda Botrytis cinerea ve Trichoderma sp. arasindaki
antagonistik iliski {izerine bir ¢aliyma yapmigtir. Antagonist Trichoderma sp.

10
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¢iceklenme déneminden sonra yaslanan asma ¢igeklerine uygulandifinda parazitik
ozelligi kadar giiclii saprofitik 6zellikler de gosteren Botrytis cinerea’min saprofitik
kolonizasyonunu onlendiSini g6zlemistir. Trichoderma sp. ile uygulama gérmiis
asma parsellerindeki ¢igeklerden yapilan izolasyonlar sonucunda ¢igek salkimlarinin
%11.5’inin Boirytis tasidify, kontrol parsellerinde ise bu orammn %60.5 oldugu
saptamustir.

Dubos (1987), domates yapraklarinin altinda Cladosporium fulvum’un zeytini
kahverengi miselyumu {izerinde agik renkli noktalarin varlif1 hiperparazitik iligkinin
baslangicimi gdsterdigini belirtilmistir. Cladosporium fulvum hifinin Hansfordia
pulvinata’ya yakin oldugu durumlarda, H. pulvirnata’nin telemorfik dallanma
formunun uyarildif ve C. fulvum’un hifsel bir segmentinin etrafinda parazitin hifin
sik1 sarilmasi sonucu hifin §ldiigiinii gdzlemlemistir. H. pulvinata’nin herhangi bir
besiyerinde kolayca kiiltiire almabildigi ve endiistriyel boyutta iiretiminin simnirsiz
oldugunu bildirmistir. Konidi ve miselyum kokenli iki tip biyopreparat
formiilasyonunun hazirlanmasi y6niinde ¢aligmalarda yapmuistir.

Huang ve Kokko (1988), Sclerotinia sclerotium’a Coniothyrium minitans’in
hiperparazitizminin seklini scanning elektron mikroskop kullanarak incelemislerdir.
Elektron mikroskopta C. minitans’m hiflerinin appressorium olusturmaksizin S.
sclerotium’un hiflerini direkt penetre ederek siki bir sekilde sardigim gézlemislerdir.
Hiperparazitin ana ve yan hif dallarinin konukguya penetrasyonunda fonksiyonel bir
farklilik olmadigini belirtmislerdir.

Leinhos ve ark (1992), benzer bir ¢aligmada yulaf fidelerinde Puccinia
coronata’ya kars1 12 cinse ait 24 tiirlin hiperparazitik aktivitelerini aragtirmiglardir.
Bu ¢aligmada Acremonium implicatum ve 7 Verticillium spp.’nin P. coronata’nin
uredospor yataklarina kolonize oldufunu ve bu kolonizasyonun Verticillium
tiirlerinde oldukga farkh oldugunu gézlemislerdir. Ozellikle V. lecanii ve V.
phsalliotae inokulasyondan 48 saat sonra uredospor yataklarinda hizli bir gelisme
gosterdigini bildirmislerdir. P. coronata’da V. phsalliotae ve V. tenuipes’in
hiperparazitizmi mikroskopta incelendiginde hiperparazitin hiflerinin konukg¢unun

hiflerini penetre ettiini, teliospor formunu engelledigini, yogun bir miselyum

11
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kitlesiyle uredospor yataklarim1 doldurdugunu ve ¢ok sayida appressorium benzeri
yapilar olusturdugunu belirlemislerdir.

Falk ve ark (1995), Ampelomyces quisqualis izolatlarmin Uncinula necator’a
karg1 patojenitesini, virulensligini ve konuk¢u duyarlilifini belirlemek amaciyla in
vivo ve in vitro denemeleri kurmuglardir. Yaz mevsiminin sonlarina dogru 10 giinlitk
peryotta A. quisqualis’in sporulasyonunun bagladigmni gozlemislerdir. 4.
quisqualis’in iki izolau (G5 ve G273) nin U. necator’a karsi patojenik ve virulens
oldugunu saptamuglardir. Ug izolat (G273, SF419 ve SF423)’mn baglarda U.necator,
cilekte Sphaerotheca macularis ve hiyarlarda S. fuliginea’ya karsi esit oranda
patojenik ozellik gosterdigini saptamuslardir. Biitlin 4. quisqualis izolatlarnm
Kiilleme HastaliZina 6nemli derecede etkili oldugunu bildirmislerdir.

Falk ve ark (1996), Fusarium proliferatum G6’min mikrokonidial
siispansiyonunun  enfeksiyon sonrasi uygulamada Plasmopora viticola’nin
sporangium iiretimini %97 oraninda azalttiim bildirmislerdir. In vitro’da hifsel
interaksiyonlar mikroskobik olarak incelendiginde P. viticola’nin sporangium’larinin
etrafinin F. proliferatum G6’nin hifleriyle kaplandigini gézlemislerdir. 1992°den
1995°e kadar tarla kosullarinda Bag mildiyostine karsi F. proliferatum G6’nin
haftada bir uygulanmasiyla salkimlarda hastalik gelisiminin 1992°de %77, 1993°de
%80 ve 1994°te %53 oraninda azaldigim bildirmiglerdir.

12
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3. MATERYAL ve YONTEM
3. 1. Materyal

Elma Karaleke Hastalif1 etmeni Venturia inaequalis’e duyarhiliklarina gére
ii¢ farkl1 elma gesidi, Cukurova Universitesi, Pozant1 Tarimsal Aragtirma Merkezinin
uygulama bahgesinden se¢ilmistir. Karaleke’ye duyarliliklarina gore belirlenen elma
cesitlerini; Starkrimson (duyarli), Starkspur Golden (orta derecede duyarl)) ve
Granny Smith (dayanikli) olugturmaktadir.

Venturia inaequalis degisik pestisit uygulamalarinin yapildigi Egirdir Bahge
Kiltlirleri Arastirma Merkezi’nin uygulama bahgesindeki karalekeli meyvelerden
izole edilmigtir.

Iiman iklim bolgelerinde aymi enlemde bulunan bdlgelerin benzer
mikrofloraya sahip olduklan bildirilmistir (Campbell, 1985). Bu durum géz 6niinde
bulundurularak elma fillosfer mikroflorasi, Pozant1 Tarimsal Arastirma Merkezinden
secilen elma ¢esitlerinin yaprak ylizeylerinden izole edilmigtir.

Izolasyon sonucu elde edilen patojen fungus ve saprofit funguslar egik
kiiltirlerde saklanarak galigmanin diger agsamalarinda materyal olarak kullanilmigtir.

3.2. Yontem
3.2.1. Patojenin izolasyonu

Venturia inaequalis yapay ortamda ¢ok yavag gelisen bir patojen olarak,
sekonder mikroorganizmalara geligme 6nceligi tanimaktadir. Bu 6zelliginden dolay:
izolasyonunda birtakim zorluklarla kargilagilmigtir. Andrews ve ark., (1983)’nin
yontemine gére V. inaequalis’in izolasyonu yapilabilmigtir.

Meyvelerde sporulasyonun tam olarak gézlendigi lezyonlardan steril agilama
ignesinin ucuyla bir miktar alinarak 9 cm’lik petri kutularindaki Su-Agar ortamina
yiizeysel ¢izilerek ekim yapilmigtir. Spor ¢imlenmesi binokiiler mikroskopta 24-48
saat slireyle incelenmigtir. Cim tiipli olusumu gozlenen sporlar Patates—Dekstroz-
Agar (PDA) ortam igeren petri kutularina, her bir petriye 5 spor diigecek sekilde
steril 6ze ile yerlestirilmis ve 24°C’de 1 ay siireyle inkiibasyona birakilmustir. Saf
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halde izole edilen Venturia inaequalis PDA ortami igeren egik tiiplere inokiile
edilerek 24°C’de 1 ay inkiibasyona birakilmis ve 5°C’de saklanmagtir.

3.2.2. Saprofit Mikoflora’nin Saptanmasi

Elma aZaglarinin yapraklanndaki saprofit mikrofloranin belirlenmesi
amaciyla, 16 Nisan 1998’den 25 Mayis 1998’e¢ kadar olan peryotta 10 giinliik
araliklarla toplam 5 kez 6rnekleme yapilmistir. Her 6rnekleme, segilen bu agaglarin
kuzey, giiney, dogu ve bati yonlerinden 20 cm uzunlugunda siirglinler kesilerek
yaptlmistir. Her agactan alinan toplam 4 siirgin ayn ayn birer Ornek
olusturmuslardir. Her elma ¢esidi i¢in 3 aga¢ 6rneklenmistir.

Fokkema (1971), tarafindan gelistirilen y6nteme goére yaprak yiizeylerindeki
saprofit mikroflora saptanmustir. Siirgiinlerin en ug, en alt ve orta kismindan sadece
yaprak ayasmu igerecek sekilde yaprak 6rnekleri sap kismindan kesilerek ortalama 4
gr tartilmistir. Daha sonra bu yapraklar kare kare kiigiik pargalara ayrlarak igerisinde
100 ml steril destile su bulunan 250 mi’lik erlenmayer’de 30 dk siireyle 180 rpm’de
¢alkalanmigtir. Suyun ylizey gerilimini kirmak ve mikroorganizmalarin birbirine
veya cama tutunmalarimi 6nlemek ve homojen dagilmalarimi saglamak amaciyla 100
ml’lik yaprak-su siispansiyonuna 1 damla Twin-20 damlatilmistir. Elde edilen
siispansiyondan 102 oramnda seyreltme yapilmg ve ikinci seyreltmeden
mikropipetle 0.1 ml siispansiyon alinarak PDA ortaminin yiizeyine pipetlenmigtir.
Stispansiyon drigalski spatiilii ile ortam yiizeyine homojen bir sekilde yayilmigtir.
Izolasyonlarda iginde 25 mg/lt penicillin ve 50 mg/lt streptomycin bulunan Patates-
Dekstroz-Agar (PDA) kullanilmustir. Inokulasyonu yapilan petriler 24°C’de 3-4 giin
inkiibasyona birakilmis ve bu siirenin sonunda elde edilen karigik kolonilerin kalitatif
ve kantitatif 6zellikleri belirlenmistir. Ayn1 zamanda farkh 6zellikler gosteren fungal
koloniler tek tek saflagtirilmig ve daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere egik
PDA ortami igeren deney tiiplerine aktarilarak 5°C’de saklanmuglardir.

3.2.3 Mikroorganizmalarin Tanisi

Elma agaglarinin yapraklarindan yapilan izolasyonlar sonucunda, elma

fillosferinden 43 farkli fungus izole edilmis ve elde edilen bu saprofitik mikoflora
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izolatlarinin cins veya tiir diizeyinde tanilar1 yapiimaya galisilmistir. Alternaria spp.
izolatlar1 PDA ortaminda gelistirilmis ve gelisme siiresince koloninin rengi, sekli,
gelisme hiz1 gibi 6zellikleri makroskobik olarak incelenmis ve daha sonra konidilerin
biiyiikliigii, dallanma sekilleri ve konidioforun uzunlugu gibi $zellikleri mikroskobik
olarak incelenmigtir (Simmons, 1999; Rotem, 1994).

Epicoccum, Penicillium, Papularia, Heterosporium, Peyronellea ve diger
funguslar PDA ortaminda gelistirilerek oncelikle koloninin rengi, gelisme hiz,
sklerot olusturup olusturmama gibi 6zelikleri makroskobik olarak incelenmis, ve
daha sonra eseyli ve eseysiz lireme yapilarinin sekli ve 6zellikleri mikroskobik olarak
incelenmigtir (Bamett ve Hunter, 1972; Anonymous, 1968).

Cladosporium spp. izolatlarinda kolonilerin rengi, sekli, konidilerin
biyiikligii, dallanma sekilleri ve konidioforun uzunlugu gibi makroskobik ve
mikroskobik &zellikleri incelenmistir (Barnett ve Hunter, 1972).

Cryptococcus ve Sporobolomyces spp. (beyaz ve pembe mayalar), ve
Aurebasidium sp. izolatlarinin gelisme siiresince koloni rengi, ¢ogalma sekli,
hiicrelerin sekli ve biiylikliikkleri, hif olusturup olusturm.ama durumu, blastospor

olusumu gibi 6zellikleri incelenmistir (Barnett ve Hunter, 1972).

3.2.4. Fillosfer Mikoflorasimin Antagonistik Etkisinin Saptanmasi
3.2.4.1. ikili Kiiltiir Cahgsmalan

Saprofit funguslar PDA ortaminda 24°C’de 10 giin, V. inaequalis 1 ay siireyle
gelistirilmistir. Daha sonra saprofit ve patojen kiiltiirlerinden 6 mm ¢apli miseliyal
bir disk kesilmis ve bunlar petri kenarindan 3 cm uzaga ve karsilikli gelecek sekilde
PDA ortammin ylizeyine yerlestirilmistir. Mayalarda bu islem ortama gizilerek
yapilmigtir. Bu sekilde hazirlanan ikili kiiltiirler 24°C sicaklikta 1 ay siireyle
inkiibasyona birakilmiglardir. Bu stirede ikili kiiltiir petrileri incelenerek patojen ve
saprofit kolonisi arasinda ortaya ¢ikan inhibisyon zonu Olgiilmiistiir. Bu islemlé
birlikte patojen ve saprofitin PDA ortaminda miseliyal gelismesi sirasinda, petri
kutusunda kapladiklani alan goz Oniine alinarak, 1-5 skalasina gére antagonistik
etkileri degerlendirilmistir (Bell ve ark., 1982).
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1-5 skalasi;
1: Saprofit petrinin tamamin: kaplamig ve patojen hi¢ gelisememis,
2: Saprofit petrinin 2/3’sini kaplamis,
3: Saprofit ve patojen petrinin1/2’sini kaplamus,
4: Patojen petrinin 2/3’sini kaplams,

5: Patojen petrinin tamamim kaplamig ve saprofit hi¢ gelisjememis.

3.2.4.2. Hifsel interaksiyonlar

Ikili kiiltiir galigmalan swrasinda saprofit ve patojen kolonileri arasinda
herhangi bir inhibisyon zonu olusmamasi durumunda, saprofit kolonisinin patojen
kolonisi lizerinde gelisimi g6z oniine alinarak degerlendirme yapilmistir. Bu sekilde
ozellik gosteren ikili kiiltlirlerde kolonilerin bibirlerine degdikleri bolgelerden
preperat hazirlanarak mikroskopda incelenmistir. Preparasyonda, saprofit funguslarin
patojen hiflerini ayirma, hifleri sararak gelismesini engelleme, hifleri bogma ve
penetre etme gibi yetenekleri olup olmadigi incelenmistir (Dennis ve Webster,
1971a).

3.2.4.3. Siv1 Ortamda Antibiyotik Uretimi

Saprofit funguslar, sivi ortamda tiretecekleri antibiyotiklerin V. inaequalis’in
gelismesi iizerindeki etkilerini incelemek i¢in denemeye alinmigtir. 250 ml’lik
erlenmayer igerisine 100 ml Patates-Dekstroz (PD) s1v1 ortam hazirlanmig ve 121°C
sicaklik, 1 atm. basing altinda 15 dakika siireyle otoklav edilmigtir. Daha sonra
saprofit fungusun 10 giinliik kiiltiiriinden alinan 10 mm’lik miseliyal bir disk bu siv1
ortama inokiile edilmis ve 24°C sicaklikta 120 rpm’de 10 giin inkiibe edilmigtir.
Inkiibasyon sfiresi sonunda sivi kiiltir 6nce kurutma kagidindan, daha sonra
Whatman No:1 filtre kagidindan gegirilerek hifsel fragmentleri uzaklagtinlmig ve
sonraki agamada vakum altinda 0.45p por genisligi olan milipor filtreden gegirilerek
soguk sterilizasyonu yapiimistir. Bu sekilde hazirlanan kiiltiir filtrat1 5nceden otoklav
edilmis ve 48°C’ye kadar sogutulmus olan tiipler icerisindeki 15 ml PDA ortamina
1/10 (v/v) oraninda pipetlenmis ve tiipler vortex’de g¢alkalandiktan sonra petri
kutusuna dokiilmiistiir. Antagonist fungusun kiiltiir filtratini igeren bu PDA ortamina
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katilagtiktan hemen sonra V. inaequalis’in 6 mm’lik miseliyal bir diski inokule
edilmis ve 24°C’de inkiibasyona birakilmistir. Kontrol petriler i¢in tiiplerdeki 15 ml
PDA ortamina ayni oranda steril destile su ilave edilmis ve sonra patojen inokiile
edilmistir. Inkiibasyon swrasinda kiiltiir filtrati igeren ve igermeyen (kontrol)
petrilerdeki V. inaequalis’in 1 aylik, 1.5 aylik ve 2 aylik siirelerin sonunda koloni

cap1 6l¢iim degerleri fizerinden antagonistik etki belirlenmeye ¢aligilmigtir.

3.2.4.4. Ucucu Antibiyotik Uretimi

Koloni geligir;li yavas olan V. inaequalis saprofit funguslardan 15 giin dnce
PDA ortaminin merkezine inokiile edilerek gelistirilmigtir. Saprofit fungusiar PDA
igeren petrilerin merkezine inokiile edilmis ve koloni gelisimlerinin ¢ok hizli olmasi
nedeniyle inkiibasyona birakilmamistir. Bu sekilde hazirlanan saprofit ve patojen
petrilerin kapaklart ¢ikarilmig, patojenin bulundugu petri saprofitin bulundugu
petrinin iizerine ters olarak kapatilmig ve petrilerin birlestigi kenarlar cepegevre
seloteyple sikica sanlmigtir (Dennis ve Webster 1971b). Kontrol petriler, katilagmig
PDA bulunan petrilerin ﬁierine patojen petrilerinin ters olarak kapatilmasiyla
hazirlanmustir. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 24°C’de 1 ay siireyle inkiibe
edilmistir. Bu siirenin sonunda V. inaequalis’in koloni ¢ap1 Olglim degerleri

{izerinden antagonistik etki saptanmistir.

3.2.4.5. Ugucu Olmayan Antibiyotik Uretimi

Saprofit funguslarin ugucu olmayan antibiyotiklerinin V. inaequalis’in
miseliyal gelismesi (izerindeki etkileri “Selofan Membran” teknigi kullamlarak
incelenmistir. Bu amagla 9 cm ¢apinda kesilen selofanlar 121°C sicaklik ve 1 atm.
basing altinda 15 dakika otoklav edilmis ve sonra PDA igeren petrilerdeki katilagmig
ortam yiizeyine ¢ift kath olarak yerlestirilmistir. Selofan membran, {izerine
yerlestirilen fungusun geligebilmesi igin gerekli besin elemenlerini ortamdan
gegirirken, spor ve hifsel fragmentler gibi yapilan gegirmemektedir. Buna kargilik
{iretilen antibiyotikler selofan membrandan gegerek ortama yayilabilmektedir. Bu
sekilde hazirlanan kiiltiirler 24°C’de 24-48 saat stireyle inkiibe edilmigtir. Saprofit
fungus selofan yiizeyinde tamamen gelismeden, selofanla birlikte ortam ylizeyinden
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alinmis ve PDA ortamimn merkezine V. inaequalis’in 1 aylik kiiltiiriinden alman 6
mm’lik miseliyal bir disk yerlestirilmis ve 24°C’de 1 ay siireyle inkiibasyona
brrakilmistir (Dennis ve Webster, 1971c). Inkiibasyon stiresinin sonunda V.

inaequalis’in koloni ¢ap:1 Sl¢lim degerleri iizerinden antagonistik etki belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA
4. 1. Fillosfer Mikoflorasinin Saptanmasi

Fillosfer olarak adlandirilan yaprak yiizeylerinde antagonistik dzellik gosteren
mikroorganizmalar bitikilerin dogal mikroflorasim olusturmaktadir. Fillosfer
mikrobiyal populasyonunu olumsuz ¢evre kosullarina adapte olabilen ve rekabetgi
iliskilerde bulunabilen tiirler olugturmaktadir. Ekstrem -sicakhklar, nisbi nem
dalgalanmalari, besin yetersizligi ve agin 1giklanma gibi  durumlar
mikroorganizmalarin populasyonlarinda degisimlere neden olmaktadir.

Bu ¢alismada, elma agaglarinin yapraklarindan peryodik araliklarla yapilan 5
izolasyonun sonucunda 43 farkh fungus tiir ve/veya izolati saptanmigtir (Cizelge
4.1.)

Cizelge 4.1. Elma fillosferinden izole edilen funguslar

Funguslar Tiir veya Izolat No.
izolat sayis1
Mayalar Cryptococcus sp. 1 A2l
Sporobolomyces sp. 1 A3
Aurebasidium sp. 1 Al8
Alternaria spp. A. alternata 6 Al4, A17, A29, A46, A49,AS51
Diger 1 A22
Cladosporium spp. |C. herbarum 2 A33, A4l
Diger 2 Al6, A34
Penicillium spp. 6 A7, A8, A9, All, A12, A48
Epicoccum spp. 5 Al0, A24, A30, A39, A42
Heterosporium sp. 1 Al3
Papularia sp. 1 Al
Peyronellaea spp. 3 A25, A31, A52
Ascomycetes smifi 5 A2, A23, A28, A32, A43
funguslar
Tanilanamayan 8 A4, A26, A37, A38, Ad4, A45,
funguslar A47, A53

Cizelge 4.1’den de goriilebilecegi gibi, elma fillosfer mikroflorasindan 1
Cryptococcus sp. (beyaz maya), 1 Sporobolomyces sp. (pembe maya) ve 1
Aurebasidium sp. tirii olmak {izere 3 farkli maya izole edilmistir. (Sekil 4.1.)
Mayalarin disinda yapraklardaki saprofit mikrofloranin biiyiik bir bolimiini 6
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Alternaria, 4 Cladosporium, 6 Penicillium, ve 5 Epicoccum 1 Heterosporium 1
Papularia 3 Peyronellaea tiiriiniin olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica Ascomycetes
simfi 5 fungus ve tanilanamayan 8 imperfect fungus fillosferde yer alan diger tiirleri
olugturmustur,

Campbell (1985), fillosfer mikoflorasinda yaygin olarak bulunan fungal
tiirlerin ~ Cryptococcus  (beyaz mayalar), Sporobolomyces (pembe mayalar),
Alternaria, Penicillium, Cladosporium, Epicoccum oldugunu bildirmigtir. Ayrica
farkli izolasyonlarda mikroflora iginde gok kiigiik oranlarda elde edilen
mikroorganizmalarin dogal mikroflorada yer almayan gegici tiirler olduklar
diigiintilmstiir (Campbell, 1985).

Sekil 4.1. Elma fillosferinden yaygin olarak izole edilen funguslar

Fillosferden izole edilen bu funguslarn ii¢ elma gesidindeki populasyonlan
Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2°de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.2. Granny Smith, Starkspur Golden ve Starkrimson elma gesitlerinin
yapraklarindan izole edilen funguslarin populasyon yogunlugu

Granny Smith Propagiil / cm’

o0 20 -] ] ] E

Funguslar g 3 E E E E

= g g . g S
Beyaz maya 846 858 44 535 2221 901
Pembe maya 14 0 0 48 38 20
Aurebasidium spp. 172 5420 1279 5983 6344 3840
| Alternaria spp. 218 15 0 203 26 92
Cladosporium spp. 49 148 0 0 0 39
Penicillium spp. 20 9 0 0 0 6
Diger funguslar 611 53 163 389 114 266
Toplam 1930 6503 1486 7158 8743 5164
Starkspur Golden
Beyaz maya 273 1211 14 436 1517 650
Pembe maya 0 0 0 439 0 88
| Aurebasidium 128 2949 773 5074 3321 2449
Alternaria spp. 34 0 0 45 0 16
Cladosporium spp. 109 97 0 0 0 41
Penicillium spp. 7 0 0 0 0 1
Diger funguslar 258 119 28 271 69 149
Toplam 309 4376 815 6265 4907 3434
Starkrimson
Beyaz maya 893 776 110 438 2982 1040
Pembe maya 0 0 30 89 0 24
| Aurebasidium spp- 0 3069 937 7759 3425 3038
| Alternaria spp. 23 0 0 0 30 11
Cladosporium spp. 136 180 0 0 0 63
Penicillium spp. 0 7 0 0 0 1
Diger funguslar 279 62 92 423 121 195
Toplam 1331 4094 1169 8709 6558 4372
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Yaprak yiizey mikroorganizmalari suda silispanse edilerek em’® yaprak
yiizeyindeki fungal populasyon hesaplanmigtir. Cizelge 4.2'deki sonuglar
incelendiginde her ii¢ elma gesidinde de Cryptococcus spp. (beyaz maya) ve
Aurebasidium spp. tiirlerinin elma fillosferindeki toplam fungus populasyonunun
bliyitk bir kismim olusturdugu gorillmiigtir. Starkrimson elma gesidinde
Cryptococcus spp. 1040 prop./ cm’ ve Aurebasidium spp. 3038 prop./ em’ ortalama
degerleri ile diger iki elma gesidinden daha yiiksek populasyona sahip olmustur.

Sekil 4.2°de toplam fungus, Auwrebasidium ve mayalarin populasyon
yogunluklarimin yapraklarin yeni ¢iktigi dénemde yapilan ilk srekleme tarihinden
Nisan ayinin sonuna kadar olan peryotta hizla artuig gozlenmistir. Ikinci mekleme
tarihinde Aurebasidium spp. populasyonu Grany Smith elma cegidinde yaklagik 5500
prop./ em” ile toplam fungus populasyonuna yakin bir deger gostermistir. Uglincil
ornekleme tarihindeki toplam fungus, Aurebasidium ve mayalarin populasyonlarinda
gzlenen diisiise yapilan pestisit yugulamalarinin ve ekolojik faktérlerin etkili oldugu
ditstiniilmistiir. Populasyondaki bu azalma vejetasyon peryodunun ilerleyen
dinemlerinde Mayis aymin sonuna dogru yine hizli bir artiga gegmis ve toplam
fungus Granny Smith elma gesidinde yaklagik 9000 prop./ em’ ile maksimum
seviyeye ulasmustir. Her fi¢ elma cesidinde de saprofit funguslann populasyon
yogunlugu benzer sonuglar géstermistir.

Mayalar besin kaynagi olarak nektarlarla iligkili olduklarindan yapraklarda
maya populasyonunun gelisebilmesi igin ortamda sekerin bulunmasi gerekmektedir.
Yeni ¢ikan yapraklarda mayalarin gelisebilmesi igin gerekli olan seker seviyesi
oldukga diigiik ve inokulum oramda yeterli olmamaktadir. Ancak vejetasyon
peryodunun ilerleyen dénemlerinde yapraklarda polen ve afit salgilan gibi
karbonhidratga zengin substratlarin olusumu ve internal dokulardan sizan geker
oramindaki artis maya gelisimini tesvik etmektedir. Van Der Burg (1974)'de afitle
enfekteli yapraklarda Sporobolomyces spp.’nin yogun olarak bulundu@unu belirterek
mayalarin geligimini saglayan onemli bir substrat olan afit salgilanmin Gnemini

vurgulamgtir.
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Sekil 4.2. Elma fillosferinden izole edilen toplam fungus, Aurebasidium ve maya
tiirlerinin populasyon yogunluklar:

23



4. BULGULAR ve TARTISMA H. Handan (MIMTAS) ALTINOK

Preece ve Dickinson (1971)'de tropik alanlarda yaprak yiizeyine yerlesen
mikroorganizmalarim ~ 22p  kalinhginda bir tabaka olusturabileceklerini
bildirmislerdi. Bu mikroorganizma yogunluguna hava kokenli saprofitik
kolonizasyona veya sigrayan suyla yayilan mikroorganizmalara uygun ortam
olugturan yapraklarin karakeristik yiizey yapilarinin ve nisbi nemin etkili oldugunu
belirtmiglerdir. Ozellikle mayalar nisbi nemin gok yiiksek oldugu yagish peryodun
ardindan hizli bir sekilde gelisme gostermektedir (Blakeman, 1981). Ayrica pestisit
uygulamalarida  saprofit mikroflorayr énemli 8lgiide  etkilemektedir. Fillosfer
mikroflorasindaki bazi maya ve diger saprofit funguslarin populasyonunun bélgede
yapilan pestisit uygulamalari sonucu azalabildigi bildirilmigtir (Erkihg ve Cnar
1989). Sporobolomyces spp. ve Cladosporium spp.’nin geligmeleri benomyl ile
inhibe edilirken, Cryptococcus spp.’nin nemli oranda etkilenmedigi gdzlenmistir.
(Fokkema ve De Nooij, 1981).

4. 2. Fillosfer Mikoflorasinin Antagonistik Etkilerinin incelenmesi
4. 2. 1. ikili Kiltiir Cahgmalan

Dogal mikofloradaki rekabet¢i durumlar laboratuvar kosullarinda incelemek
amaciyla ikili killtir galigmalari yapilmigtir. Bu amaca yonelik ilk olarak elma
fillosferinden izole edilen Maya, Alternaria spp., Cladosporium spp., Penicillium
spp., Epicoccum spp. Heterosporium sp. Papularia sp. Peyronellaea spp. ve diger
funguslann ikili kiiltirde V. inaequalis’in miseliyal geligmesi {izerine etkileri
denenmis ve fungus izolatlarmn petride olusturduklari inhibisyon zonlan ile
miseliyal gelisme sonucu kapladiklan alan Cizelge 4.3., Sekil 4.3. ve 4.4'de

gosterilmistir.
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Cizelge 4.3. Funguslarm ikili kiltirde Venturia inaequalis’le  olugturduklari

inhibisyon zonlart

Funguslar

izolat No.

Inhibisyon
(mm)

Zonu| Kapladifi alan

(skala degeri)

Cryptococcus Sp.

A2l

13

Sporobolomyces sp.

A3

12

| Aurebasidium sp.

Alg

13

|Alternaria sp.

A22

=

A. alternata

Ald

Al7

A29

Ado

A49

A5l

Cladosporium spp.

Al6

A34

C. herbarum

A33

Adl

Penicillium spp.

A7

A8

A9

— s

All

Al2

A48

NOM\DMMMIMO\WMOOOLAJOM

Epicoccum spp.

Al0

A24

A30

A39

Ad42

Heterosporium Sp.

Al3

|Papularia sp.

Al

—

Peyronellaea spp.

A25

A3l

AS52

—

Ascomycetes sinifi funguslar

A2

A23

A32

Ad3

wmlolo|lw|—lR|wluvw s | S| & W o~
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Cizelge 4.3. (Devam

Funguslar izolat No. |Inhibisyon Zonu| Kapladigi alan
(mm) (skala degeri)
1

‘Tanilanamayan funguslar Ad

A26
A37
A38
Ad4
A45
A47
AS53

Soloyv oo | |W e

DY [NEY [P0 [N R Y

Maya izolatlanndan Cryptococcus sp., Aurebasidium sp. 24°C’de kurulan
denemede patojene karst 13 mm’lik inhibisyon zonu ile en yiiksek etkiyi
gbstermistir. Diger maya izolat Sporobolomyces sp. ise 12 mm’lik inhibisyon zonu
olusturarak ikinci sirada yer almigtir. Ayrica miselival gelisme hizlan yoniinden A18
izolati petrinin 2/3’sini kaplarken A2l ve A3 izolatlar1 patojenle ayni oranda
geliserek ortam yiizeyinin 1/2’sini kaplamglardir. Epifitik antagonistler ¢ok yitksek
yogunluklarda bulunurlarsa patojen konukguyu penetre edememektedir (Heye,
1982). Petri kutularinda saprofit fungus ve patojen arasinda Glgiilen inhibisyon
zonlari saprofit fungusun patojeni baski altmna alarak geligimini inhibe ettigini
gistermektedir.

Alternaria alternata izolatlan icerisinde sadece Al4 ve A29 izolatlan
sirasiyla 5 ve 3 mm’lik inhibisyon zonu olugturmuglardir. Diger Alternaria sp. ve 4.
alternata izolatlari ikili kiiltirde patojene karsi herhangi bir inhibisyon zonu
olugturmamugtir. Patojen kolonisi iizerinde geligme gosteren Al7 ve A46 izolatlan
mikroskopta incelendiginde patojen hiflerinde incelme, saprofit hiflerinde ayriima
gizlenirken A49 ve A5l izolatlan mikroskopta incelendiginde herhangi bir hifsel
interaksiyon saptanmamgtir (Dennis ve Webster, 1971a). Alternaria spp.
izolatlarnin hepsi petride patojenden daha iyi geligmis ve ortam yiizeyinin tamamini
veya 2/3’sini kaplamiglardur.

Cladosporium spp. izolatlan ikili killtiirde ortalama 5 mm’lik inhibisyon zonu
olugturarak hem inhibisyon zonu olusturmalari hemde miseliyal gelismeleri

agisindan patojen iizerinde dnemli bir etkiye sahip olmamiglardir.
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Penicillium spp.’nin iki izolati (A8 ve A9) V. inaequalis ile arasinda sirasiyla 12 ve
13 mm’lik inhibisyon zonu olusturarak en etkili izolatlar igerisinde yer almigtir.
Diger izolatlardan All ve A48 izolatlann 9 mm’lik inhibisyon zonu olusturarak
bunlara yakmn bir etki gdstermistir. A7 ve A12 izolatlan ise ikili killtiirde inhibisyon
zonu acisindan Snemli bir etkiye sahip olmamugtr. Miseliyal gelisme hizlan
yéniinden biitiin Penicillium spp. izolatlar petride patojenden daha iyi geligerek
ortam yiizeyinin 2/3’sini kaplamuglardir.

Epicoccum spp. tiirleri igerisinde A10 ve A24 izolatlan sirasiyla 7 ve 9
mm’lik inhibisyon zonu olusturarak patojen geligimi {izerine etkili olmuslardir. Diger
Epicoccum spp. izolatlart ozellikle inhibisyon zonu agisindan daha az etkili
olmuslardir. Epicoccum spp. izolatlarmin gogu patojenden daha iyi geliserek,
petrinin tamamini veya 2/3"sini kaplamiglardir.

Papularia sp. izolat ikili kiiltiirde patojenle arasinda 13 mm’lik inhibisyon
zonu olusturarak en etkili izolatlar igerisinde yer almistir. Ayrica miseliyal gelisimi
agisindan ortam yiizeyinin tamamim kaplayarak patojen geligiminide onemli &lgiide
engellemistir.

Heterosporium sp. izolati ise patojenle arasinda 4 mm’lik inhibisyon zonu
olugturarak énemli bir etkiye sahip olmamistir. Bunun yamsira patojenden daha iyi
geliserek petrinin 2/37sini kaplamugtir.

Peyronellaea spp. izolatlan igerisinde en Snemli etki A52 nolu izolatta
goriilmistir. Bu izolat 12 mm’lik inhibisyon zonu olugturmus, ayrica petri alaninin
2/3sini kaplamigtir.

Tamlanamayan Ascomycetes sinifi funguslardan A2 izolati patojenle arasinda
11 mm’lik inhibisyon zonu olusturarak onemli bir etkiye sahip olmugtur. Ayrica
miseliyal geligimi agisindanda ortam yilzeyinin tamamum kaplayarak patojenin
gelisimini bityiik oranda engellemigtir.

Fillosfer kalici mikroorganizmalari ve o konukguya 8zellesmis patojenler
arasinda besin ve yer agisindan siirekli bir rekabet stz konusu olmaktadir. Miseliyal
gelismeleri hizli ve konukgu bitki yilzeylerindeki populasyonlar yilksek olan
mikroorganizmalar besin, yer vb. faktérler agisindan patojenle rekabete girebilirler.

Nusbaum ve Keitt (1938)’de, Fillosfer'de yer alan kalici pas funguslari ve Elma
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Karalekesi Hastaliin etmeni V. inaequalis gibi konukguya &zellegmis patojenler
arasindaki  rekabetgi  iliskinin  ilk  Ornegini  bildirmiglerdir.  Fillosfer
mikroorganizmalan tarafindan kaplanan yaprak yiizey alam oldukga diisiik
olmaktadir. Yiizeyin biiyik bir kisminda su ve besin diizeyinin digitk olmasi
nedeniyle rekabet toplam yiizey igin degil kullamlabiliv yiizey igin olmaktadir.
Dokiilen yaprak yiizeylerinde kiglayan Venturia periteslerinin sayilarm azaltmak

amaciyla Cladosporium spp. ve Alternaria spp. gibi saprofit funguslar kullamlmug ve
gelecek yildaki inokulumda bilyilk bir diisily gézlenmistir. Bu durum toplam yaprak
yiizeyindeki rekabet igin tipik bir érnek olugturmaktadir (Cullen ve Andrews, 1984).
Aymi ekolojik niche yerlesen tiirler genellikle hemen bir rekabet ortamina
girmemekte ayni alan igerisinde farkh habitatlara yerlegmektedir. Ormegin bakteriler
ve mayalar dzellikle yaprak damarlarinda yogunluk olugturmaktadirlar (Perombelon,
1981).

Sekil 4.3. Beyaz ve pembe mayalarin ikili kiilltirde Venturia inaequalis’le
olugturduklan inhibisyon zonlari
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Sekil 4.4. Cladosporium (A33 ve Al6), Aurebasidium (A18), ve tamlanamayan
fungus (A45) tiirlerinin Venturia inaequalis’le olugturduklart inhibisyon
zonlar

4.2.2. Svi Ortamda Antibiyotik Uretimi

ikili killtirde V. inaequalis’e karsi antagonistik etkileri denenen 43 fungal
izolat, sivi ortamda antibiyotik iretimlerinin patojenin geligmesi iizerine etkileri
yoniinden incelenmistir. Bu amagla denemeye alinan saprofit funguslarin kiltiir
filtratlanimin V. inaequalis’in miseliyal geligmesi iizerindeki etkileri Cizelge 4.4 ve
Sekil 4.5de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.4, Funguslann kiiltir filtratlarinin  Venturia  inaequalis'in miseliyal
gelisimi fizerine etkileri (%)

Funguslar Izolat No. Koloni ¢api (cm) % Etki
Kiiltiir filtrati | Kontrol
Cryptococcus sp. A2l 1.8 3.0 |40.0
Sporobolomyces sp. A3 2.0 3.0 333
| Aurebasidium sp. Al8 2:3 2.5 8.0
| Alternaria sp. A22 2.0 2.5 20.0
A. alternata Ald 1.4 2.3 39.1
Al7 1.9 25 24.0
A29 2.2 3.0 26.7
Adb 2.0 2.5 20.0
A49 1.5 2.0 25.0
A5l 2.0 2.5 20.0
Cladosporium spp. Al6 2.0 23 13.0
A34 20 2.9 13.8
C. herbarum A33 2.4 3.0 20.0
A4l 2.4 3.0 20.0
Penicillium spp. AT 1.6 23 30.4
A8 1.8 3.0 40.0
A9 1.5 2.3 34.8
All 1.9 2.5 24.0
Al2 2.4 3.0 20.0
A48 2.0 25 20.0
Epicoccum spp. AlQ 2.6 3.0 13.3
A24 1.9 2.5 24.0
A30 2.3 3.0 233
A39 2l 3.0 30.0
Ad2 1.8 2.5 28.0
Heterosporium sp. Al3 1.9 2.5 24.0
Papularia sp. Al 1.3 2.5 48.0
Peyronellaea spp. A25 2.0 25 1200
A3l 21 3.0 30.0
AS52 1.8 2.5 28.0
Ascomycetes sinifi funguslar A2 1.6 2.0 200
A23 1.8 2.0 10.0
A28 1.9 23 17.4
A32 2.0 3.0 333
A43 2.4 3.0 20.0
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Cizelge 4.4. (Devam).
Funguslar Izolat No. Koloni ¢api (cm) % Etki
Kiiltiir filtrati | Kontrol

Tanilanamayan funguslar Ad 1.8 23 21.7
A26 2.4 3.0  J20.0
A37 2.2 3.0 26.7
A38 1.9 25 24.0
A44 1.9 2.5 24.0
A45 2.3 3.0 23.3
A47 1.9 2.5 24.0
AS53 2.3 3.0 23.3

Cizelge 4.4.’den de goriilebilecegi gibi Papularia sp. izolan sivi kiiltiirde
olusturdugu antibiyotikler ile V. inaequalis’in miseliyal gelismesini digerlerine
oranla daha fazla engellemistir. Papularia sp.’nin kiiltir filtratim igeren ortamda V.
inaequalis 1.3 cm’lik bir koloni gap: olugtururken kontrolde 2.5 cm’lik bir gelisme
glstermis ve bu izolatin kiiltlir filtratinin etkisi %48 olarak hesaplanmistir. Bu izolati
%40’ ik etki ile Penicillium sp.’nin A8 izolati izlemig, diger Penicillium tiirleri ise
yaklagik olarak %25’lik bir etki gdstermistir. Mayalardan Sporobolomyees sp. ve
Cryptococcus sp. izolatlan sirasiyla %33.3 ve %40’lik bir etki ile patojen geligimini
inhibe ederken, Aurebasidium sp. izolat ise Snemli bir etkide bulunmamstur.

Alternaria spp. izolatlarindan sadece Al4 izolat patojenin miseliyal
gelisimini %39.1 oraninda engellerken, diger izolatlar ise ortalama %20’lik bir etki
gostermistir. Cladosporium spp., Epicoccum spp., Peyronellaea spp. ve diger fungus
izolatlarimin kiiltiir filtratlan V. inaequalis 'in miseliyal gelisimine dnemli bir etkide
bulunmamis, ayrica bazi izolatlarin az da olsa patojen geligimini arttirdif
gozlenmistir.

Fillosfer mikrohabitatinda patojenik mikroorganizmalar ve saprofitler
arasinda siirekli besinler igin bir rekabet stz konusu olamaktadir. Epifitik
saprofitlerin patojen mikroorganizma ile besin igin rekabete girebilmesi ¢in
yapraklardaki besinlerin kullamilabilir olmas: gerekmektedir. Yapraklarin geligme
dénemlerinin baglangicinda besinlerin ana kaynagim bitki dokularindan yiizeye sizan

organik ve inorganik substantlar, temel aminoasitler, afit salgilar, polen, toprak

31



4. BULGULAR ve TARTISMA H. Handan (MIMTAS) ALTINOK

partikiileri ve ¢ok sayida makro ve mikro besin elementleri olugturmaktadir. Bewley
ve Campbell, 1978’yilinda yulaf bitkisinin yapraklarinda yilksek yogunlukta toz
partikiillerinin epifitik mikroorganimalarin sayilanm arturdiklann bildirmiglerdir.
Benzer bir sekilde yapraklara konan polen taneleri bitki patojenlerinin ¢im tilpii
geligimini tegvik etmede 6nemli bir besin kaynagi olmaktadir. Blakeman 1988’de
seker pancant polenlerinin oldukga uzun bir siire yavas yavas gevreye dagilarak
saprofit mikrofloranin geligimini uyardig1 ve infeksiyonunu nledigi belirtmistir.
Saprofit mikroflora patojenle yer ve besin igin rekabete girdifinde ugucu ve ugucu
olmayan antibiyotik tiretimi veya sapmﬁtin. patojen hiflerini penetre etmesi sonucu
spor ¢imlenmesinin veya  ¢im tiipi olusumunun engellenmesi gibi hifsel

interaksiyonlar s6z konusu olabilmektedir (Blakeman ve Fokkema, 1982).
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Sekil 4.5, Antagonist funguslarnin killtir filtratlanmin ~ Venturia  inaequalis’in
miseliyal geligimine etkileri
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4, 2.3, Ugucu Antibiyotik Uretimi

Fungus izolatlanmin ugucu antibiyotiklerinin V. inaequalis’in miseliyal

geligmesi {izerine etkileri incelenmis ve sonuglar Cizelge 4.5"de gésterilmistir.

Cizelge 4.5. Funguslarin ugucu antibiyotiklerinin Venturia inaequalis’in miseliyal
geligimi iizerine etkileri (%)

Funguslar Izolat No. Koloni ¢api (cm) % Etki
Ugucu antibivotik |Kontrol
Cryptococcus sp. A21 0 1.7 |100.0
Sporobolomyces sp. A3 0 1.7 [100.0
| Aurebasidium sp. Al8 1.7 2:1 19.0
\Alternaria sp. A22 1.1 1.7 ]353
A. alternata Al4 1.1 2:1 47.6
Al7 0 1.7 [100.0
A29 0 1.8 [100.0
Ad6 0 1.7 |100.0
A49 0 1.7 ]100.0
A5l 0 1.7 100.0
Cladosporium spp. Al6 0 1.7 |100.0
A34 0 2.0 |100.0
C herbarum A33 1.9 211 9.5
Adl 1.4 1.7 |17.6
|Penicillium spp. AT 13 2.0 135.0
A8 12 2.0 [40.0
A9 1.3 20 |35.0
All 0 1.7 [100.0
Al2 1.7 2.1 19.0
A48 1.0 1.7 |41.2
Epicoccum spp. AlD 0 2.1 [100.0
A24 0 1.8 |100.0
A30 0 1.8 [100.0
A39 0 1.7 |100.0
A42 0 1.7 |100.0
Heterosporium sp. Al3 1.2 2.1 [429
Papularia sp. Al 0 2.0 [100.0
Peyronellaea spp. A25 1.1 1.7 ]353
A3l 1.1 21 |476
AS52 1.8 2.1 14.3
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Cizelge 4.5. (Devam)

Funguslar Izolat No. Koloni ¢capi (cm) % Etki
Ugucu antibiyotik |Kontrol

Ascomycetes simfi funguslar A2 0.9 2.0 |55.0
A23 0 1.7 [100.0
A28 0 1.7 [100.0
A32 1.4 1.7 17.6
A43 0 1.7  |100.0

Tanilanamayan funguslar A4 L5 2.0 1250
A26 0 1.8 [100.0
A37 0 > 2.1 |100.0
A38 1.0 2.0 50.0
Ad4 0 1.7 [100.0
A43 0 1.7 ]100.0
A47 1.1 1.7 1353
A53 15 1.7 11.8

Ugucu antibiyotiklerin patojen geligsimi lizerine etkisini belirlemek amaciyla
kurulan denemede Epicoccum spp., Papularia spp., mayalardan Cryptococcus sp. ve
Sporobolomyces sp. izolatlan %100’litk bir etki ile patojen gelimesini tamamen
engelleyerek en etkili izolatlar grubunu olugturmuslardir. Diger maya izolah
Aurebasidium sp. izolatmn firettigi ugucu antibiyotikler ise énemli bir etkiye sahip
olmamistir. Fokkema (1973)’de mayalarin antibiyotik tiretimlerinin zayif oldugunu
bildirmistir. Ancak bu denemede Beyaz mayalar ve Pembe mayalar ugucu

antibiyotikler yoniinden en etkili izolatlar grubunu olugturmuglardr. ($ekil 4.6.)
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Sekil 4.6. Beyaz maya, pembe maya ve Awrebasidium tiirlerinin  ugucu
antibiyotiklerinin Venturia inaequalis’in miseliyal geligimine etkileri

Alternaria alternata izolatlanmn ¢ogunun V. inaequalis’in miseliyal
geligimini %100°lik bir etkiyle engelledigi saptanmgtir. Cladosporium tiirlerinden
A16 ve A34 izolatlan patojen geligimi fizerinde %1001k bir etki gsterirken, C.
herbarum izolatlarmdan A33 ve A4l Onemsiz diizeyde bir inhibitdr etki
gostermiglerdir.

Penicillium spp. izolatlarmdan All ‘izolati patojenin miseliyal geligmini
%100liik bir etkiyle inhibe ederek birinci sirada yer alircken, A7, A8, A9, A48,
izolatlar1 yaklagik %35-40'lik bir etkiyle ikinci siraya yerlesmiglerdir. Diger
Penicillium sp. izolat nemli bir etki g&stermemisgtir.

Heterosporium sp., Peyronellaea spp. ve diger fungus izolatlarmn tirettikleri
ugucu antibiyotikler patojen geligimi f{izerinde Onemli bir inhibitr etki
gostermemistir. Ascomycetes smifi fungus izolatlanindan A23, A28 ve A43 patojen
gelisimini % 100’liik bir etkiyle engellemislerdir.($ekil 4.7.)
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Sekil 4.7. Bamn  funguslann  ugucu antibiyotiklerinin Venturia inaequalis’in
miseliyal geligimine etkileri
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4.2. 4. Ucucu Olmayan Antibiyotik Uretimi

Fungus izolatlarmin ugucu olmayan antibiyotiklerinin V. inaequalis’in
miseliyal gelsimine etkisini belirlemek amaciyla ‘‘selofan membran' teknigi
kullanilmig ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.6., Sekil 4.8. ve 4.9.’da gdsterilmistir

Cizelge 4.6. Funguslarin ugucu olmayan antibiyotiklerinin Venturia inaequalis’in
miseliyal gelisimine etkileri (%)

Funguslar Izolat No. Koloni ¢api (cm) % Etki
Ugucu olmayan Kontrol
antibiyotik
Cryptococcus sp. A2l 34 4.0 15.0
Sporobolomyces sp. A3 2.8 3.9 28.2
| Aurebasidium sp. Al8 24 3.9 385
Alternaria sp. A22 3.7 3.8 2.6
A. alternata spp. Al4 P 4.0 45.0
Al7 3.0 4.0 25.0
A29 3.5 3.8 S
Ad6 3.8 4.0 5.0
A49 34 4.0 15.0
A5l 3.2 4.0 20.0
Cladosporium spp. Alb 3.0 4.0 25.0
A4 33 3.8 13.2
C. herbarum spp. A33 2.8 4.0 30.0
A4l 2.4 4.0 40.0
Penicillium spp. AT 2:1 4.0 47.5
A8 0 4.0 100.0
A9 2.0 3.9 48.7
All 1.4 39 64.1
Al2 1.8 4.0 55.0
A48 3.2 4.0 20.0
|Epicoccum spp. AlD 1.9 35 14
A24 3.0 3.8 21.1
A30 3.5 38 7.9
A39 32 3.8 15.8
A42 3.0 4.0 25.0
[Heterosporium sp. Al3 1.3 3.9 66.7
Papularia sp. Al 0 3.9 100.0
[Peyronellaea spp. A25 3.1 3.8 18.4
A3l 34 3.8 10.5
AS52 3 4.0 20.0
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Cizelge 4.6. (Devam)

Funguslar Izolat No. Koloni capi (cm) % Etki
Ucucu olmayan | Kontrol
antibiyotik

Ascomycetes simfi funguslar | A2 2.6 4.0 35.0
A23 2.8 4.0 30.0
A28 3.6 4.0 10.0
A32 29 4.0 27.5
A43 34 4.0 15.0

Tanmilanamayan funguslar A4 2.4 4.0 40.0
A26 33 38 13.2
A37 3.1 3.8 18.4
A38 3.2 3.8 15.8
A4 24 4.0 40.0
A45 32 4.0 20.0
A47 2.8 4.0 30.0
AS53 3.1 4.0 22.5

Penicillivm spp. izolatlarndan A8 ve Papularia sp. izolatnn trettikleri ugucu
antibiyotiklerin V. inaequalis’in miseliyal gelismesi fizerindeki etkileri %100 olarak
saptanmig ve bu denemede en etkili iki izolat olarak belirlenmistir. Diger Penicillium
tirlerinden All izolat patojen geligimi Gizerinde %64.1’lik bir etki gdstermistir.
Heterosporium sp. izolati A13'de %66.7'lik bir etkiyle yaklagik bir etkiye sahip
olmugtur.

Alternaria alternata izolatlarindan A14 patojenin miseliyal geligimi Gizerinde
9%45°lik bir etki gosterirken, diger Alternaria spp. izolatlan Gnemli bir etkide
bulunmamuglardir.

Cladosporium herbarum izolatlarindan A41 patojen geligimine %40,
Epicoccum spp. izolatlarindan A10 %51.3"lik bir inhibitdr etki gostermistir. Diger
Cladosporium spp.ve Epicoccum spp. izolatlan dikkate deger bir etkide
bulunmamuglardir.

Mayalarin {irettigi ugucu antibiyotiklerin bu denemede Snemli diizeyde bir
inhibitsr etki gostermedigi saptanmistir, Blakeman ve Fokkema (1982)'de pembe
mayalarin bazi antibiyotikler iiretebildigini ancak bunlann Cochliobolus sativus

gelismesini inhibe edemedigini bildirilmiglerdir. Ayrica Peyronellaea spp. ve diger
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fungus izolatlanimin rettikleri ugucu antibiyotiklerin patojen geligimine dnemli bir
etkide bulunmadi saptanmustr.

Antibiyotik maddeler suda, havada veya diger mikroorganizmalar arasinda
yayilabildiklerinden iki mikroorganizma arasinda dogrudan bir temas gerekli
olmamaktadir (Ozaktan ve Bora 1998).

Antibiosis’in mikroorganizmalar arasindaki etkilesim gekillerinden sedece
biri olmasi nedeniyle antibiyotik iireten mikroorganizmalar her zaman bagarili
olamamaktadir. Benzer bir gekilde saprofit funguslarin laboratuvar kosullarinda
antibiyotik iiretimlerinin patojen geligimini inhibe etmemesi veya hifsel bir
interaksiyon olusturmamasi onlarin dofada patojen iizerinde herhangi bir etkide
bulunmayacag: anlammda olmamalidir. Ciinkii gelismeyi engelleyen durumlar
mikroorganizmaya, konukcu bitkiye ve ortama gére baz degigiklikler
gostermektedir. En 6nemli rekabet sekillerinden biri olan besinler igin rekabette
mikroorganizmanin geligimini engelleyen besinlerin baginda demir, karbon, azot ve
diger mikrobesin elementleri gelmekiedir. Biitin bu faktorler géz Oniinde
bulunduruldugunda petri kutusu gibi dar bir gevrede elde edilen sonuglarin dogal
kosullarda elde edilecek sonuglarin kiigiik bir yansimast olabilecegi dilstiniilebilir.
Maya ve Cladosporium spp.’nin laboratuvar kosularinda antibiyotik iireterek degigik
patojenlere antagonistik etki gostermemelerine kargin dogada ayni patojenlerin neden
oldugu hastalik simptomlarini azalticr etki gostermeleri bu duruma tipik bir Smek
olugturmaktadir (Redmond ve ark., 1987).
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Sekil 4.8. Baz1  funguslarm  ugucu olmayan antibiyotiklerinin  Venturia
inaequalis’in miseliyal geligimine etkileri
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Sekil 4.9. Beyaz maya, pembe maya ve Awrebasidium  tiitlerinin. ve  baz
funguslarin  ugucu olmayan antibiyotiklerinin Venturia inaequalis’in
miselival gelisimine etkileri

2



5. SONUCLAR ve ONERILER H. Handan (MIMTAS) ALTINOK

5. SONUCLAR ve ONERILER

Elma agaglanmin yapraklarindan izole edilen saprofit funguslarin Elma
Karaleke Hastaligi etmeni V. inaequalis’e kars1 antagonistik etkilerinin saptanmasi
hedeflenen bu yiiksek lisans galigmasinda elde edilen sonuglar asagida 6zetlenmistir.

1. Elma agaglanmin yapraklarindan periyodik aralklarla yapilan 5
izolasyonun sonucunda 43 farkli fungus tiir veya izolatlari saptanmistir. Elma
fillosferinden Cryprococcus sp. (beyaz maya), Sporobolomyces sp. (pembe maya) ve
Aurebasidium sp. olmak {izere 3 farkli maya izole edilmistir. Aynca 6 Alternaria
alternata, 5 Cladosporium, 6 Penicillium ve 5 Epicoccum tiirii fillosferde yer alan
diger tiirleri olugturmustur.

2. Yaprak yiizeyindeki saprofit mikroorganizmalar suda siispanse edilerek
em’ yaprak yiizeyindeki fungal populasyon hesaplandiginda her i elma gesidinde de
Cryptococcus ve Aurebasidium tiirleri elma fillosferindeki toplam fungus
populasyonunun biiyiik bir bélimiini olugturmustur.

3. Granny Smith, Starkspur Golden ve Starkrimson elma gesitlerinin
yapraklanndan izole edilen saprofit funguslarin populasyon yoZunluklari
saptandifinda benzer sonuglar elde edilmistir.

4. In vitro'da V. inaequalis’in miseliyal geligimini degisik antagonistik
yontemlere gire en iyi inhibe etitigi saptanan fungus izolatlarmi Cryptococcus
(A21), Sporobolomyces (A3), Penicillium (A8 ve All) ve Papularia (Al)
olugturmustur.

5. Bu degisik antagonistik ydntemlere gbre saptanan en etkili izolatlar
Penicillium sp. (A9), Epicoccum sp. (Al10), Heterosporium sp. (Al3) ve
Ascomycetes sinifi iki fungus (A2 ve A43) izolati izlemistir.

6. Biitiin ikili kiiltiir gabsmalarinin sonucunda Beyaz maya, Pembe maya,
Alternaria  alternata Papularia ve Epicoccum tlrlerinin firettikleri ugucu
antibiyotiklerin patojen gelisimini %100 inhibe ederek diger izolatlara gore daha
etkili olduklari sonucuna vanlmgtir.

7. Saprofit  funguslarin  kiiltir  filtratlanmin~ ve  ugucu  olmayan
antibiyotiklerinin patojenin miseliyal gelisimine % etkisi yniinden ugucu
antibiyotiklerle kargilagtirildiginda daha az etkili olduklan saptanmustir.
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8. Patojen kolonisi tiizerinde gelisme gosteren Altenaria alternata
izolatlarindan A17 ve A46 mikroskopta incelendiginde patojen hiflerinde incelme ve
saprofit hiflerinde de ayrilma g6zlenmis, A49 ve AS51 izolatlarinda ise herhangi bir
hifsel interaksiyon saptanmamistir. In vitro’da Alternaria izolatlariin hepsi
patojenden daha iyi gelisjmis ve ortam ylizeyinin tamamini veya 2/3’sini
kaplamiglardir.

Bu galismada V. inaequalis’e in vitro’da etkili bulunan antagonistler gelecek
i¢cin Umitvar sonuglar vermektedir. Daha sonraki ¢aligmalarda bu antagonistlerin
ozelllikle patojen infeksiyonundan Once penetrasyon bélgelerine hizla kolonize
olmalarim1  saglayabilecek  yOntemler arastinlmalidir.  Yapilan  pestisit
uygulamalarinin saprofit mikrofloraya zarari minumum diizeye indirilmelidir. Ayrica
patojen infeksiyonlanni azaltmak amaciyla saprofit mikroflora populasyonunun
gelismesini atirict gesitli besin soliisyonlarimin uygulanmasina yénelik ¢aligmalar
yapilmalidir.

Sonug olarak antagonistik etki gésteren saprofit mikroflora populasyonunu
tesvik edici onlemler alinarak ve bu mikrofloraya zarar vermeyecek uygun bir
ilaglama programu kiiltiirel 6mlemlerle kombine edilerek Elma Karaleke Hastaliinmn
siddetinin azaltilabilecegi diisliniilmiistiir. In vivo denemelerden sonra antibiyotik
tiretimleri ile patojen gelisimini inhibe etme yeteneginde olan saprofit funguslarin ve
baz1 bakterilerin biyoformiilasyonlarinin hazirlanmasina yo6nelik ¢aligmalar 6ncelikli
olarak yapilabilir. Elde edilen biyopreparatlarin Karaleke hastaligina kars1 etkinlik

derecelerinin saptanmas: daha sonraki aragtirma konularim olusturabilir.
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