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FUNGAL iNHIiBiTORLER iLE HASAT SONRASI ELMA MEYVELERINDE Penicillium
expansum FUNGUSUNUN GELISIMININ ENGELLENMESI

Mine KURT

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damsman: Doc. Dr. Murat DIKILITAS
YIL: 2019, Sayfa: 85

Patojenler gidalarin bozulmasina, kalite ve kantite parametrelerinin diigmesine ve hastaliklara neden
olabilmektedir. Bu nedenle gidalarin muhafazasinda fiziksel ve kimyasal birgok yontem
kullanilmaktadir. Tiiketicilerin kimyasal koruyuculara kars1 olumsuz diisiincelerinden dolay1 dogal
antimikrobiyal maddelerin kullanimi 6ne ¢ikmustir. Esansiyel yaglarin dogal olmalari, aroma verici
ozellikleriyle birlikte mikrobiyal geligimi 6nlemesi ve toksisite gostermemeleri esansiyel yaglara ilgiyi
arttrmustir. Bu galigmada; hasat sonrasi elma meyvelerinde depo ciiriikliigiine neden olan fungal
etmen Penicillium expansum’a karsi, salisilik asit (2.5 mmol L™) ve adacayi/ac1 elma (Salvia triloba)
yagmm (1000 pl/l mg ml?) antifungal ve antimikrobiyal etkileri arastirilmis, hasat sonrasinda
hastalikla miicadelede tavsiye edilen fungusit (135 ug ml™) ile karsilastrma yapilmustir. Deneme 2
farkli elma gesidinin (Granny Smith ve Starking) hastalik 6ncesi (koruyucu etki) ve hastalik sonrasi
(tedavi edici) olmak {izere 6 farkli uygulama grubu ile 6l¢iimler yapilmistir. SA ve adagayi/act elma
yag1 uygulamasmin koruyucu 6zelligi 6n plana ¢ikmis, SA ve AY uygulamalarinin fungus miselleri
iizerine herhangi bir inhibe edici 6zelligi bulunmamasina ragmen, enfeksiyon oncesindeki basarisi,
SA’nin meyve dokusunu gii¢lendirerek dayaniklilik sagladigi adacayivact elma yagmin ise
antimikrobiyal (mikrobiyal gelisimi Onleyici) ozelliklerinden dolayr meyvenin dayanikliligini
arttirmada 6nemli bir koruma sagladig1 belirlenmistir. SA+AY uygulamasi dokuda proteaz enzim
seviyesini diisiirmede de etkili bulundugundan elmalarin raf dmriinii de uzatmgtir. Her iki elma gesidi
de hastaliga dayanikli olarak gbéze ¢arpmasma ragmen Starking elma cesidi Granny Smith elma
¢esidinden daha dayanikli olarak teyit edilmistir. SA+AY uygulamasi ile dayanikli meyvelerin hem
dogal enfeksiyondan hem de patojene maruz kalmalar1 durumunda savunma kapasitesini arttirmasi
bakimindan etkili bir yontem olarak sunulmusgtur. Adagayr/act elma yaginin SA gibi diger metotlarla
beraber kombinasyonu saglandiginda etkinligi arttig1 icin 6nemli bir bitki koruma stratejisi olacagi ve
boylelikle fungusit kullaniminin 6nemli oranda azaltilacag: diigiiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Penicillium expansum, elma, salisilik asit, adacay1 (ac1 elma) yag1, hasat
sonrast depolanmig meyve hastaliklar1.
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Pathogens cause reductions in quality and quantitiy parmaeters of food products and result in diseases.
Therefore, physical and chemical approaches have been made. Due to negative issues made by
consumers, substances with antimicrobial properties have coomonbly been used. Due to having
aromatic and antimicrobial characteristics with natural specialities as well as non-toxic properties,
essential oils have been popular. In this study, effects of salicylic acid (SA, 2.5 mmol L™) and Salvia
triloba essential oil (1000 pl/1 mg mI™) were tested and compared with that of a commercial fungicide
(135 pg ml™) against posthaverst decay agent of Penicillium expansum in terms of antifungal and
antimicrobial properties. The study was made with 6 different treatment groups in two apple varieties
(Granny Smith and Starking) before (prophylactic) and after fungal inoculations (treatment).
Prophylactic properties of SA and essential oil applications were found beneficial although SA and
essentail oil applications had no inhibitory effects on mycelial growth of the fungus. The success of
this approach had been explained with the strength of apple tissues and antimcrobial properties of the
essential oil. The combination of both application reduced the level of protease enzyme levels and
increased the shelf life of fruits. Although both apple cultivars were found as resistant, the variety of
Starking was found more resistant. Via this approach, resistance of the resistant varieties of apples
were increased naturally upon natural or artifical inoculations by the pathogen. The essential oil along
with the application of SA increased the efficacy of prophylactic effects and it could be suggested that
as a new plant protection strategy as they are thought to be able to reduce the use of fungice
appliactions considerably.

KEYWORDS: Penicillium expansum, apple, saliciylic acid, salvia triloba essential oil, posthatvest
diseases.



TESEKKUR

Bu calisma konusunun belirlenmesinde yiiriitiiliip, sonuglanmasinda bana g¢aliyma imkant
sunan, tezimin tim asamasinda uzman goriisleri ve tecriibeleri ile bana yol gosteren, sahip oldugu
deneyimlerle gelismeme katkida bulunan, azimli ve ¢aligkan tutumuyla her zaman yeniliklere agik
olan Harran Universitesi Ogretim Uyelerinden danigman hocam sayin Dog. Dr. Murat DIKILITAS a
en derin saygilarimi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Calismanin yiritiilmesi i¢in gerekli olan Laboratuvar analizlerinin yapilmasinda yardimlarini
esirgemeyen Harran Universitesi Ogretim Uyelerinden saymn Dr. Ogr. Uyesi Sema KARAKAS
DIKILITAS a, doktora égrencisi Havva GUMUS’e, yiiksek lisans dgrencisi Giilbahar KILIC’a ve
arkadasim Fatma AYDIN MISKAR’a tesekkiirlerimi sunarim.

Hayatimin her doneminde maddi, manevi ve bana olan inan¢ ve destekleriyle yanimda olan
aileme ve sozliim Halil CAN’a tesekkiirii borg bilirim.
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1. GiRiS Mine KURT

1. GIRIS

Elma (Malus domestica Borkh.) uzun yillardan beri yetistirilen 1liman iklim
meyvelerinden biridir ve milattan birkag yiizyil Oncesinden beri kiltiiri
yapilmaktadir (Burak ve ark.,, 1994; Anonymous, 2012). Elma, Rosaceae
familyasindan Malus cinsine ait bir tiirdiir. Ulkemiz sahip oldugu iklim bakimindan
pek cok sebze ve meyve tiirlinlin yetistirilebildigi bir ekolojiye sahiptir. I[liman iklim
meyvelerinden olan elma iilkemizin hemen hemen her bdlgesinde yetistirilmektedir.
Elma, tiretim bakimindan yumusak cekirdekli meyve tiirleri i¢inde ilk sirada yer
almaktadir. Bugiin diinyadaki elma cesitlerinin sayis1 10000°1 asmis olup, Tiirkiye’de
bu say1 500 ¢esit civarindadir (Ozongun ve ark., 2014; Coskun ve ark., 2016).

Elma, beslenme ve saglik agisindan yararli bir meyvedir. Bilesiminde % 85 su,
% 12 seker bulunan elmada ayrica pektin, organik asitler, soda, fosfor, tanen,
potasyum ile bolca vitaminler (A, B1, B2, C ve E) bulunmaktadir (Temur, 2012).
Saglik i¢in ¢ok faydali olan elma, genellikle meyve olarak tiiketilmekle birlikte sirke,
sarap ve meyve suyu olarak da kullanilmaktadir. Besin degeri yiiksek bir meyvedir.
Y1l boyu tiiketilebilen elma, farkli ekolojik kosullara adaptasyon saglayabilir ve ¢ok
genis cografik alanlarda yetisme imkani bulabilir. Elma sahip oldugu zengin gen

kaynaklar1 sayesinde yetistiricilikte dnemli bir meyve tiiriidiir (Simsek ve ark., 2004).

Tiiketiciler meyve veya sebze alirken; tiriinlerin fiziksel goriiniisiine, kokusuna,
tadina ve raf Omriine bakarak kalitesi hakkinda bilgi edinip satin almaya karar
verirler. Meyve ve sebzelere ait kalite gostergeleri tiiketiciyi siirekli miisteri haline
getirmek icin olduk¢a onemlidir. Uriinlerin kalite parametrelerini; renk, sululuk
orani, tathilik, lezzet, tat/lezzet dengesi, iiriiniin biiyiikligl/kiciikliigi ve tiiketim
omrii etkilemektedir. Uriinlerin hasat sonrasi kalitesi ise iiriiniin yetistigi yerdeki
gelisim siirecinde saptanir. Belirli bir bolge igerisindeki {iriiniin yetismesine en uygun
alanin belirlenmesi kalite siirecinin baglangicidir. Uygun alan se¢iminden sonra

baslayan biiylime siireci ve bitkinin genetik yapisi, liriiniin gelisiminde kritik 6neme
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sahiptir. Meyveler {izerinde bulunan hiicre duvarlart 6nemli bir fiziksel kalkan
olmasma ragmen bir¢ok mikroorganizma hiicre duvarinda bulunan pektin ve
hemiseliilloz gibi yap1 elementlerini parcalayarak enzim iiretme kabiliyetine
sahiptirler. Ozellikle mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzimler ile bu yapilar
daha hizli ve kolay pargalanmaktadir (Lahlali ve ark., 2004; Demirddven ve Baysal,
2008; Cantu ve ark., 2008). Bu asamada ger¢eklesecek fiziksel bir hasar, hastalik

etmeninin daha hizl ilerlemesine sebep olacaktir.

Sebze ve meyveler, hasat sonrasi enerji ihtiyaglarini solunum yolu ile saglayan
organizmalardir. Bu metabolizma mekanizmasi olgunlagsma agamasindan sonra hizli
bir yaslanma siirecinin baglamasina da yol agar. Gidayi tiiketim igin daha elverisli
hale getirme konusunda olumlu olan bu islemin dezavantaji ise triinii hastaliklara
kars1 dayaniksiz ve korunmasiz hale getirmesidir. Hasat sonrasi gelisme 6zelligi
gosteren yani klimakterik ozellik tasiyan meyveler ¢ok daha erken donemde hasat
edildikleri i¢in bu Ozelliklerinden dolayr depolanmalari daha uzun siirebilir ve
hastalik sonrasi fungal ve bakteriyel etmenlere karsi kismen korunma saglamis
olurlar. Ancak bu mekanizma hasat sonrast meyveleri tiiketim igin elverisli hale
getirirken hastaliklara karsi da daha dayaniksiz ve korunmasiz hale getirebilir. Bu
olgunlagsma siirecinde, meyve ve sebzeler; iizerlerinde bulunan mikroorganizmalar
tarafindan ¢iiriik olusumu igin uygun birer konuk¢u haline gelmeye daha elverisli
olurlar. Ciirlime olusumunda gorev alan mikroorganizmalar; {iriiniin olgunlagmasini
hizlandirir, i¢ ve dis goriiniimiine zarar verir, koku olusumuna yol acar, mikotoksin
(mantar zehiri) tretir ve cevredeki diger gidalara da bulasarak ayni degisimlerin
komsu iiriinlerde de olusmasina sebep olurlar. Ureme hiz ve kapasiteleri yiiksek
oldugu i¢in daha hizli yayilarak depolanmis iiriinlere ciddi zarar verirler. Salgilanan
enzimlerin ¢ogunlugu fungal kokenli olmasina ragmen, funguslar tarafindan
tetiklenerek bitkilerde de ayni tiir enzimin sentezlenmesi miimkiin olmaktadir. Bu
enzimler, meyvelerin olgunlagsmaya baslamasi ile kendiliginden de artis
gostermektedirler (Srivastava ve Dwivedi, 2000). Klimakterik ozellik gosteren
meyvelerin hasat sonrasi gelismesi hastalik etmenlerine dayaniklilik kazandirmada
onemli bir faktor olarak da kullanilabilir. Bu asamada kullanilacak kimyasal veya

fiziksel uyaricilar hastalik etmeninin ilerlemesini durdurabilir. Bu tip meyvelerin
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ozelliklerinden dolayr hastalik yapan mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi yerine
konuk¢u dokunun giiclendirilerek ve hastalik yapict etmenlerin ¢ogalmasi
engellenerek hasat sonrasi depolama siiresi uzatilabilir (Pekmezci, 1975; Srivastava
ve Dwivedi, 2000).

Tarimsal {riinlerin  hasat edilmesi, paketlenmesi, pazara taginmasi ve
depolanmas: sirasinda bazi hastaliklar ve bu hastaliklara bagli olarak birgok kayiplar
ortaya c¢ikmaktadir. Taze meyve ve sebzelerin depo Omriinii kisaltan en 6nemli
sebeplerden biri hasat sonrasi hastaliklardir. Bu hastaliklarin depolanan iiriiniiniin
cesidine ve depolama kosullarina bagli olarak % 20-50 diizeyinde kayiplara neden
oldugu bildirilmektedir (Klein ve Lurie, 1991).

Uriinlerde hasat sonrasi ortaya ¢ikan hastaliklarin nedenlerini iki grup altinda
toplamak miimkiindiir. Bunlardan birincisi; besin elementlerinin eksikligi veya
fazlaligi, tirtiniin bulundugu ortamin nemi ve sicakligi, kimyasal ve fiziksel hasarlar
gibi hasattan sonra iiriinlerin bozulmasina sebep olan abiyotik faktorlerdir. ikincisi
ise biyotik etmenlerdir ve bu etmenlerin en O6nemli kismimi funguslar
olusturmaktadir. Funguslar {irlin daha gelisme doneminde iken Kkutikula ve
epidermisi delerek stoma, lentisel veya ¢esitli yaralardan girerek enfeksiyona neden
olmak suretiyle meyve ve sebzelerde hasat sonrasinda kaliteyi diisliren ve raf dmriinii
azaltan hastalik etmenleridir. Funguslar depolarda yaygin olarak goriiliirler ve ciddi

kayiplara sebep olurlar (Benli, 2003; Ajayi ve Olasehinde, 2009).

Hasattan sonra tiriinlerde ¢iiriiklik olusturan Penicillium gibi saprofit funguslar
yara dokularindan ya da meyveler iizerinde bulunan lentisel adi verilen kanallardan
dokuya girerek konukgular tizerinde salgiladiklari hiicre disi enzimler ile {iriiniin
kalite ve kantitesinde 6nemli kayiplara neden olmaktadirlar (Srivastava ve Dwivedi,
2000). Hasat sonrasi hastalik etmenlerinden olan Penicillium expansum elma
meyvelerinde zarara neden olan en Onemli patojendir. Fungal etmen meyve
kabugunun yaralanmasi ile iiriin i¢ine girebilen bir yara patojenidir. Patojen uygun

ortamda ¢imlenir ve hastaliga neden olur (Jones ve Aldwinckle, 1990).
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P. expansum fungusunun sebep oldugu mavi c¢iiriikliik (blue mold) hastaligs;
sebze ve meyvelerde hasat sonrasinda meydana gelen ve ekonomik zarari yiiksek en
onemli bitki hastaliklarindandir. Bu fungal etmen tarafindan tiretilen patulin toksini
ise insan saglig1 agisindan onemli risk olusturmaktadir. Depolanmus {irtinlerde ciddi
kayiplara neden olan P. expansum ¢ok genis bir konukgu kitlesine sahip 6nemli bir
kiif hastaligidir. Penicillium tiirleri, genel olarak yara dokularindan konuk¢u dokuya
girerek depolanmis {rlinlerde ¢iiriikliige neden olabildikleri gibi dokularin
olgunlagsmasi ile yumusayan konuk¢u dokuya kendiliginden penetre edebilme
yetenegine de sahiptirler (Miedes ve Lorences, 2006; Lawley ve ark., 2008; Kogkaya
ve ark., 2009; Welke ve ark., 2010; Bonerba ve ark., 2010; Health Canada, 2013).

Penicillium tiirlerinin ¢ogu dogadaki organik maddelerin geri doniisiim
asamalarinda gorev alirlar ve organik maddelerin ¢iiriimesine yol agan, hava yoluyla
bulasma yetenegine sahip, kendisine karsi savunmasiz konukgularda ise alerjik
reaksiyonlara yol acan fungal etmenlerdir (Houbraken ve ark., 2011). Hastaligin
mavi clirtiklik olarak isimlendirilmesinin sebebi; P. expansum tarafindan iiretilen
konidi renginin dokuda baskin olmasidir. Bu hastalik baslangicta seffaf renkli
goriniimliidiir ve hastalik dokuda ilerledikce mavi rengini almaktadir. Cliriimiis
dokularda zamanla yumusak ciiriiklik meydana getirmektedir (Rosenberger, 1990;
Snowdon, 1990; Tiwari ve ark., 2011; HemaMoorthy ve Prakasam, 2013).

Ciirimiis dokulardaki hiicreler saglikli dokudaki hiicrelere cok kisa siirede
temas ederek canak seklinde beliren yiizeyler olusturur. Ciiriimiis meyveler etrafa
topraksi, kiiflii koku yayarlar. Uriin iizerindeki ciiriimiis dokuda bulunan mavi-yesil
benekler ve cevreye yaydigr kiifli koku mavikif hastaliginin olustugunun bir
gostergesidir. Hasat sonras tirinlerde, mantar enfeksiyonlari’nin yol a¢tigi ekonomik
kayiplar kesin olarak belirlenemese de genellikle % 30-% 50 arasinda oldugu
diisiiniilmektedir. Baz1 durumlarda iiriinlerde ciirlime tamamen olustugunda iirlinler
ekonomik degerlerini kaybederek yok olmaktadir. Fungal ve bakteriyel etmenlerin
her ikisi de ciirimeye yol agmasina ragmen, fungal etmenler hasat sonrasi {iriin
zincirinde daha yiiksek oranlarda iiriin kaybina yol a¢cmaktadirlar. Fungal etmenin

gelisimini engelleyecek cevre dostu yaklasimlar hem patojenin kontroliinii saglarken



1. GiRiS Mine KURT

hem de insan ve cevre acisindan onemli katki saglayacaktir (Petro-Turzo, 1987;
Ajayi ve Olasehinde, 2009; Ahmadi-Afzadi ve ark., 2013).

P. expansum fungusunun sebep oldugu mavi ¢iiriikliik ve patulin depolama
asamalarinda 6nemli kayiplara yol acar (Coulombe, 1993). Hasat sonrasinda goriilen
ekonomik kayiplar i¢in kullanilan Onleyici ilaglar sayesinde fungus zarari 6nemli
miktarda azaltilmigtir. Bu ilaglarin etkinliginde fungusun etki mekanizmasinin
bilinmesi 6nemli bir asamadir. Kimyasal ¢6ziimler yaninda P. expansum’a dayanikli
bitkilerin gelistirilmesi ve c¢evre dostu yontemler ile hastaligin etkinliginin
azaltilmasi son yillarda artis gostermistir (Rosenberger, 1990; Lugauskas ve ark.,
2005; Know ve ark., 2006; Vilanova ve ark., 2012; Ahmedi-Afzadi ve ark., 2013).
Diinya genelinde yapilan bir¢ok calismada mavi cliriikliik hastaligi ele alinmasina
ragmen bu calismalarin ¢ok az bir kismi ticari olarak kullanilmaktadir. Uriin yapisi
ile patojen etkilesiminin bilinmesi ve tiirler arasindaki bu etki mekanizmalarinin
farklarimin ortaya konulmasi hasat sonrasi hastaliklarin kontrolii agisindan énemlidir.
Ornegin, hasat dncesi ya da sonrasinda uygulanan fungusitlerin etkinligi belirlenmis
olmasina ragmen, fungal etmenin patojenisitesi tiirlerin genetigine ve c¢esidine gore
degisiklik gostermektedir. Hasat sonras1 uygulamalar {iriiniin toplanmasindan hemen
sonra, depolanmasindan once, iirliniin paketlenmesinden 6nce, son depo asamasinda
veya satig asamasinda gergeklestirilebilir (Janisiewicz ve Korsten, 2002; Kazim ve

Kasim, 2007; Lawley ve ark., 2008; Morales ve ark., 2010).

Meyve ve sebzelerin hasat sonrasi kayiplarimin en aza indirilerek kontrol
altinda tutulmasi, iiretim i¢in ihtiya¢ duyulan alanlarn azaltacak ya da bu alanlarin
tiretimde artis1 i¢in kullanimina olanak saglayacaktir. Son yillarda birgok uluslararasi
kurulug, hasat sonras1 hastaliklarin azaltilmasinin = yollarin1  aktif olarak
arastirmaktadir. Bu kayiplarin 6nlenmesi veya azaltilmasi artan diinya niifusunun ve
sinirli  kaynaklarin dengelenmesi i¢in olduk¢a Onemlidir. Bu amacgla hastalik
mekanizmasinin durumu yeni ¢esitler ve kosullar altinda irdelenmelidir. Hastalik
etmenleriyle miicadele etmek icin gesitli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemlerin

basinda kimyasal miicadele gelmektedir. Fungusitler hasat sonrasi patojenlerin neden
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olduklar1 kayiplar1 engellemede kullanilan sentetik koruyuculardir (Sing ve Sharma,

2007; Morales ve ark., 2010).

Hasat oncesinde yapilan fungusit uygulamasi ile P. expansum populasyonunun
azaldig1 ve fungal gelisimin &nlendigi goriilmiistiir. ila¢ kalinti sorunu da kismen
giderilmistir (Xiao ve ark., 2011). Patojen populasyonunun diisiik oldugu durumlarda
ilaglarin verimliligi daha yiiksek oldugundan (Eckert ve Ogawa, 1988), fungal
populasyonu diisiiriicti her tiirlii fiziksel ve kimyasal onlemler patojenin fungusitler
ile kontroliinii kolaylastirdigi gibi fungusitlere karst diren¢ kazanimini da
engelleyecektir. P. expansum fungusunun sporlar1 sezondan sezona kolaylikla etkin
olabilir. Bir¢ok ortamda fungus kolaylikla gelisebilir ve ¢gok miktarda spor tiretebilir.
Ornek olarak depolama ve sakli tutma islemlerinde kullamilan paketlerin bahge
topragi ile temas etmis olmasi veya ciirlimiis meyve kalintilarinin bulasmis olmasi P.

expansum fungusunun ¢ogalmasina sebep olur.

Hasat sonrasi kayiplara neden olan fungal hastaliklar i¢in kullanilan fungusitler
doku iglerine kadar niifuz ettiklerinden, fungusit uygulanan meyve ve sebzelerin
yiizeylerinde biriken kimyasal artiklar insan ve ¢evre sagligini tehdit etmektedir.
Ayrica yararli organizmalarin yok olmasina neden olup dogal dengenin bozulmasina
da sebep olmaktadir (Benli, 2003; Singh ve Sharma, 2007; Sugar ve Basile, 2008;
Sharma ve ark., 2009). Fungusitlerin etkinliklerinin arttirilmasiyla bu kimyasallarin
yan etkileri de her gecen giin artmaktadir (Sorour ve Larink, 2001). Boylelikle, hasat
sonrasi Uriinlerde zarar yapan patojenlerde fungusitlere karsi direng gelistirmekte,
boylece bu fungusitlerin etkisi giderek azalmaktadir (Dianz ve ark., 2002). Kimyasal
miicadelenin bu tiir dezavantajlarindan dolayr farkli miicadele yontemlerine
basvurulmaktadir. Fungal etmenin gelisimini engelleyecek cevre dostu yaklasimlar
hem patojenin kontroliinii saglarken hem de insan ve ¢evre sagligi acisindan dnemli
katki saglayacaktir (Petro-Turzo, 1987). Bu nedenlerden dolayi, hasat sonras: siirecte
depolama islemi arastirmacilarin ilgilendikleri en temel konu olmustur. Genel olarak
kimyasallar yaninda soguk hava deposu, modifiye atmosfer depolama, kontrollii

atmosfer depolama, sicak suya daldirma, nitrik oksit (NO), salisilik asit (SA) ve



1. GiRiS Mine KURT

bitkisel yaglar gibi yapilan uygulamalar hasat sonrasi meyveleri korumak i¢in 6nemli

araglar olmustur.

Soguk zincir sistemi hasat sonrasinda meyve ve sebzeleri hastalik
etmenlerinden korumak icin kullanilan en 6nemli yontemlerden biridir. Bitkilerin
hasat sonrasinda hemen sogutulmasi ve goreceli olarak diisiik depolama
sicakliklarinda muhafaza edilmesi patojen gelisimini engelleyen 6nemli bir kriterdir.
Ornegin elma, -1 ile -4°C, armut -1 ile -0.5°C sicaklik araliklarinda depolanir. Fakat,
bu kosullarda bile P. expansum normalden daha yavas gelisim gdstermesine ragmen
biiyliyebilir ve spor iretebilir (Hicyakmazer ve ark., 1994; Karagali, 2002; Koyuncu
ve ark., 2003; Lahlali ve ark., 2005). Patojenin diisiik sicaklik degerlerinde gelisim
gostermesi ilave kontrol yontemlerine gerek duyuldugunu ortaya koymus, ancak bu
yontemin cevreye duyarli bir yontem olmasi hem meyve hem de insan sagligi
acisindan dnem arz etmektedir. Ornegin, depo neminin diisiik olmas1 meyvelerde su
kaybin1 arttiracagi gibi cok yiiksek olmasi da hastalik etmeninin cogalmasina ve hizli
enfeksiyon yapmasina neden olacagindan iiriin kayiplarini arttirir. Bu durum ayrica
meyvelerde kalite kayiplarina da neden olarak meyvelerin vitamin ve toplam
antioksidant degerlerini diisiirebilir (Koyuncu ve ark., 2003; Karagali, 2006; Y1lmaz,
2010).

Elma yas meyve kategorisinde oldugundan dolay1, sogukta muhazafa edilmeli
ancak bu sicaklik donma sicakliginin {izerinde olmalidir. Elma meyveleri uzun siireli
muhafaza edildiginde su ve diger agirlik kayiplarini azaltmak, meyvenin vitamin
icerigi yaninda antioksidant oOzelliklerini korumak ve burusmasmi Onleyerek
goriintiistinii muhafaza etmek igin diisik sicaklik ve nemde muhafaza edilmesi
onerilmistir. Ornegin, Starking cesidi i¢in bu degerler, sicaklik, 0-1°C; nem, % 90-95
ve Granny Smith c¢esidi i¢in ise sicaklik, 0-5°C, nem, % 90-95 olarak onerilmistir
(Karagali, 2006; Ugiincii, 2009; Kantarman, 2011). Ancak, % 95-100 nem arali§mnin
fungus ve bakteri gibi mikroorganizmalarin spor ve konidi gelisimi i¢in 6nemli
degerler oldugu da unutulmamalidir. Yine, meyve ve sebzelerin muhafaza edildigi
ortamin hava bilesenlerini (6zellikle O, ve CO, oranlarini) degistirerek muhafaza

stiresini uzatmak miimkiindiir (Alkan, 2013; Sargin ve Okudum, 2014). Cok daha
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diisiik sicakliklarda meyve ve sebzelerin muhafaza edilmeleri bitki koruma agisindan
degerlendirilse bile bu tip iirlinler normal oda sicakligina getirildiginde igerigindeki
karbonhidrat ve diger seker bilesenleri hizlica degiseceginden bu durum patojenler
i¢in 6nemli bir substrat olarak hizmet gorecektir. Boyle durumlarda meyvelerin kalite

ve kantitesi daha hizli kaybolacaktir.

Son yillarda sentetik kimyasallara alternatif olarak kullanilan dogal koruyucu
maddeler giderek daha da yayginlasmaktadir. Biyolojik bozulmay1 kontrol altina
almak ve depolama Omriinli uzatmak amaciyla dogal iirtinlerin kullanim1 daha ¢ok
tercih edilmektedir. Bunlar arasinda bitkisel ugucu yaglardan iiretilen dogal
pestisitlerin de hastalik etmenleriyle miicadelede onemli bir yeri bulunmaktadir

(Ragsdale ve ark., 1993; Isman, 2000; Burt, 2004).

Lovang ve Wildt-Persson (1998) isimli arastiricilar, bitkisel pestisitlerin
kimyasal pestisitlere oranla daha ekonomik oldugunu, ciinkii pestisit olarak
kullanilacak bitkilerin ¢iftgiler tarafindan yetistirilerek uygulanabilecegini ve bitkisel
pestisitlerin ¢evreye zarari olmadigmi ileri strmistiir. Bitkisel pestisit olarak
kullanilan {irtinlerden en 6nemlisi de bitkilerden elde edilen ugucu yaglardir. Bitkisel
pestisit olarak kullanilan bitkilerin fungitoksik etkileri, i¢erdikleri ugucu yaglardan

kaynaklanmaktadir (La Torre ve ark., 2014).

Ugucu yaglar, bitkilerin veya bitkisel kaynaklarin, kok, govde, yaprak, meyve,
kabuk ve ¢icek gibi boliimlerinden cgesitli yontemlerle elde edilmektedir. 24-25°C
derecede sivi halde bulunan, genellikle sar1 renkli, ugucu, keskin kokulu ve yagimsi
karisgimlardir (Yayli, 2013). Biyoaktif buhar fazina sahip olmalar1 depolanmis

tirtinlerin korunmasinda 6nemli bir avantajdir (Singh ve ark., 2002).

Ucgucu yaglar bakteri ve kif gibi c¢esitli mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etki gosterirler. Ayrica aromatik koku 6zellikleri sebebiyle gidalarin
korunmasinda ve sakinlestirici, agr1 kesici, anti inflamatuar olarak da tipta kullanim
alanlar1 bulunmaktadir (Bakkali ve ark.,, 2008). FDA (Food and Drug

Administration/Amerikan Gida ve Ilag Dairesi) tarafindan kolay ayristirilabilir, gevre



1. GiRiS Mine KURT

dostu olmalar1 ve fitotoksik olmamalar1 sebebiyle ¢ogunlugu GRAS (Generally
Recognized as Safe/Genel olarak giivenilir zararsiz kabul edilen) statiisiinde yer alan
ucucu yaglara karsi son yillarda artan bir talep vardir (Cruz Cabral ve ark., 2013;
Holley ve Patel, 2005). Ugucu yaglarin uguculuk 6zellikleri ve kaliciliklarinin fazla
olmamasi gibi bazi1 dezavantajlar1 da vardir. Bu 6zelliklerinden dolay: pratikte arazi
sartlarinda uygulanmalar1 miimkiin olamamaktadir. Ancak son zamanlarda depo ve

seralarda uygulanmalarina yonelik ¢aligmalar artmaktadir.

Bu calisma, daha az teknik imkanlarla elma meyvelerinin oda sicakliginda
muhafazasina yonelik olusabilecek muhtemel kayiplari, salisilik asit (SA) ve ugucu
yaglardan olan adacayi/ac1 elma (Salvia triloba) yagmi kullanarak depolanmis
tirtinlerdeki trtin kaybin1 azaltmak amaci ile planlanmistir. Uygun salisilik asit (SA)
ve adagayi/aci elma yagi konsantrasyonunu belirleyip bu dozu enfeksiyon oncesi ve
sonrasi (koruyucu etki ve tedavi edici etki) elma meyvelerinde kullanarak salisilik
asit (SA) ve adagayi/ac1 elma yagmin koruyucu ve tedavi edici 6zelliginin olup
olmadigin1 arastirip tespit etmektir. Ayrica SA ve adacayi/aci elma yagmin P.
expansum iizerinde toksik etkiye sahip olup olmadigini belirleyerek, elma iizerinde
olusabilecek etkinin dayanikliliktan m1 yoksa fungusun etkinliginin azaltilmasindan

mi ileri geldigini belirlemek amaglanmaistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Gida endiistrisi diinya ekonomisinde &nemli bir yer tutmaktadir. Ozellikle
meyve ve meyve sularmin son yillarda hem bu sektérde sagladigi basart hem de
insan sagliginda 6nemli bir yer tutmasi, meyve ve meyve sularinda gida giivenliginin
de 6ne c¢ikmasina neden olmustur. Elma igerdigi glikoz ve karbonhidratlar ile ¢cok
sayida mikroorganizmanm konukgusudur. Ozellikle patojenler tarafindan iiretilen
pektinolitik enzimler elma dokularinin par¢alanmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar.
Ayrica, hasat sirasinda olusan mekanik zararlar, elma c¢iiriikligiiniin gelisiminde
onemli nedenlerden biridir. EIma gibi meyveler soguk kosullarda depolansalar bile,
elma iizerinde gelisebilen hastalik etmenleri diger meyvelerinde hastalanmasina
neden olurlar. Mavi ¢iiriiklik hastaligi ¢ok etkili ve yikici bir hastalik olup kisa
zamanda ¢ok yiiksek oranda konidi olusturabilen ve hizli yayilma kapasitesine sahip
hasat edilmis meyve ve meyve iiriinlerinde 6nemli kayiplara neden olan P. expansum
adli fungal etmen tarafindan olusturulmaktadir (Coulombe, 1993; Karagali, 2006;
Ahmadi-Afzadi ve ark., 2013). P. expansum {irettigi patulin adi verilen toksin ile

insan saglig iizerinde de olumsuz etkiye sahiptir.

Sentetik fungusitlerin, meyveler tizerinde kalint1 birakmasi, sulama sularina ve
tarim topraklarina karigmasi insan ve ¢evre sagliginin bozulmasina yol agmakta ve
dolayisi ile diinya genelinde fungusit kullaniminin azaltilmasi i¢in alternatif yollarin
arastirtlip bulunmasi zorunlu hale gelmektedir. Pestisit kullaniminin sinirlandirilmasi
ve patojenlerin pestisitlere dayanikli irklarinin tiiremesi, insan ve gevre sagligi
sorunlarini daha da agirlastirmistir (Morales ve ark., 2010; Tosun ve ark., 2011).
Alternatif yollarin en etkin olani patojen cogalmasini engelleyen ve konukgu
dokunun biitiinliigiinii koruyarak tiriiniin raf dmriinii uzatan bir yol olmalidir. Ciinkii
patojenin etkin bir bigcimde kontrol edilebilmesi ancak zehirli kimyasal yani pestisit
kullanim1 ile miimkiin oldugundan kullanilacak kimyasal ya da yontemlerin toksik
0zellik gostermemesi ve pestisit etkinliine yakin bir etki gdstermesi istenmektedir.
Boyle bir yontemin yaygin olarak kullanilmasi pestisit uygulamasini tamamen

bitirmese bile, pestisit doz ve miktar1 yaninda uygulama sikligin1 da azaltacagindan
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onemli olarak kabul edilecektir. Ornegin, SA, prohexadione-calcium (Pro-Ca), ve
selenium bu alanda one ¢ikan kimyasallardir (Caglar ve Agca, 2009; Ghiasi ve
Razavi, 2013). Salisilik asit patojen gelisimini engellerken, konuk¢u dokuda
savunma mekanizmasini harekete gecirerek hasat sonrasi {iriinleri korumada 6nemli
basar1 saglamistir (Zheng ve Zhang, 2004; Mo ve ark., 2008; Lu ve ark., 2011). Yine,
Pro-Ca onemli bir bitki inhibitdrii olarak, hem hastalikli dokunun diger dokulara

yayilmasini engellemekte hem de patojen gelisimini inhibe etmektedir.

Srivastava ve Dwivedi (2000) muz meyvelerinin olgunlagsmasinin
geciktirilmesi tizerine yaptiklart bir ¢alismada, SA’nin muz meyvelerinde solunum
hizini, hiicre duvarini pargalayict enzimlerin aktivitelerini, enzimatik antioksidantlari
(katalaz, peroksidaz) azaltarak muz meyvelerinin olgunlasmasini geciktirdigi ve
boylece raf dmriini uzattigini belirlemislerdir. Zhang ve ark. (2003)’da SA’nin Kivi
meyvelerinde de olgunlasmayr geciktirdigini rapor etmislerdir. Yine, in vitro
kosullarda yapilan bir calismada SA ve iki farkli antagonistik mayanin kirazlarda P.
expansum ve Alternaria alternata’ya kars: etkileri arastirilmistir. Kiraz meyvelerinde
SA uygulamasinin polyphenoloxidase (PPO) ve phenylalanine ammonia-lyase (PAL)
aktivitesini arttirdifi ve SA uygulamasi ile antagonistik mayalarin daha etkin rol

oynayarak meyvelerde ciiriimeyi engelledigi rapor edilmistir (Qin ve ark., 2003).

Ponkan mandarini tizerinde yapilan bir ¢alismada Zheng ve Zhang, (2004)
hasat dncesi ve sonrasi donemdeki poliamin (PA) ve SA miktarlarindaki degisimleri
incelemislerdir. Depolamadan 6nce SA c¢ozeltisine daldirilan meyvelerin PA ve SA
miktar1 yiikselmis ve muhafaza 6mrii uzamistir. Salisilik asit uygulanan meyvelerde
agirhik kaybi azalmis, ¢iirime oranmi Kkontrol meyvelerine goére onemli oranda
diismistiir. Bir diger ¢alismada ise yapilan sicaklik uygulamasindan sonra elma
dokusuna inokule edilen P. expansum’un ¢iiriikliik olusturamadig: tespit edilmistir
(Fallik, 2004; Kazim ve Kasim, 2007; Varit ve Songsin, 2011). Dokudan izole edilen
P. expansum sporlar1 potato dekstroz agar (PDA) ortaminda gelismesine ragmen
gelisme hizlar1 yavaslamis ve gelisen hiflerinin de kisa ve kalin oldugu tespit
edilmistir. Bu sonuglar, konukgu bitki dokusunda fungal penetrasyonun ne kadar zor

olabilecegini gostermistir. Gergeklesen fizyolojik olay, sicak suya maruz birakilan
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bitki dokusundan ekstre edilen sivinin PDA ortamina ilave edilerek kiiltiir ortami
hazirlanmasi sonucu, besiyerine inokule edilen fungus gelisiminin engellenmesi ile
de teyit edilmistir (Fallik ve ark., 1995; Fallik ve ark., 2000; Porat ve ark., 2000).
Yapilan baska bir ¢alismada, hasat Oncesi ve sonrast SA uygulanan ananas
meyvelerinin i¢sel kizarmasi ve meyve kalitesinin devamliligina etkisi arastirilmas,
hasat Oncesi SA sprey edilen meyvelerde igsel kizarma azalirken, ¢Oziinebilir
element icerigi (SSC), titre edilebilir asit (TA) ve toplam fenol (TP) igerikleri

etkilenmemis, askorbik asit i¢eriginin azalmasi da geciktirilmistir (Lu ve ark., 2011).

Elma hasat edildikten sonra 0 °C’de 6 ay kadar soguk hava deposu
kosullarinda depolanabilen bir meyvedir. Modern depolama tekniklerinin olmasina
ragmen hasat sonrasi elma meyvelerinde % 5-25 arasinda kayip ger¢ceklesmektedir
(Bondoux, 1992). Elmalarda hasat sonu hastaliklarda en fazla olarak fungal kaynakli
patojenlerin sebep oldugu bildirilmektedir. Amerika’da yapilan bir ¢alismada elma
depolarinda goriilen baslica fungal kaynakli etmenlerin; Penicillium spp., B. cinerea,
Phialophora malorum M. N. Kidd & A. Bea. McColloch, Pezicula malicorticis,

Mucarpiriformis Scop. oldugu saptanmistir (Kupferman ve ark., 1992).

Yumusak ¢ekirdekli meyvelerde “Mavi kiif” belirtisi gosteren meyvelerden
yapilan izolasyonlarda en sik goriilen patojenlerin; P. expansum, P. solitum Westling
ve P. commune Thom oldugu belirlenmistir. P. expansum tiirleri bu tiirler i¢inde en
yaygin ve en genis yara ¢apina sahip olanidir. Bu patojen enfeksiyon i¢in gogunlukla
yaraya ihtiyag duymaktadir ama meyve {izerindeki saglikli dokuda bulunan
lentiseller araciligiyla da enfeksiyonu gerceklestirebilmektedir (Jones ve Aldwinckle,

1990).

P. expansum ve B. cinerea diisiik sicakliklarda gelisebilme yeteneklerinden
dolayr en fazla zarar yapan tiirler olarak kabul edilmektedir. Bu hastalik
etmenlerinden P. expansum elmalarda meydana getirdigi kayiplarin yan1 sira patulin
adinda kanserojen oldugu bilinen bir mikotoksin de iiretmektedir. Ciiriimiis elmalar
meyve suyu iretiminde kullanildiginda bu mikotoksin insan hayatin1 tehdit

etmektedir (Janisiewicz, 1998).
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Amerika’da Red Delicious, Fuji ve Golden Delicious elma gesitlerinde hasat
sonrast meydana gelen elma hastaliklari iizerine yapilan bir ¢alismada ¢iirtimelerin %
37.7’sinin P. expansum, % 28.1’inin B. cinerea ve % 16.9’unun Sphaeropsis

cuiriikliigii oldugu tespit edilmistir (Kim ve Xiao, 2008).

Yapilan bir ¢aligmada, hasat sonras1 hastaliklarla biyolojik miicadelede bakteri
ve mayalarin birlikte uygulanmalarinin daha etkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.
Elmalarda yapilan bu ¢alismada Pseudomonas syringae ve Sporobolomyces roseus
birlikte kullanilarak P. expansum’un zarart % 100 engellenmistir (Janisiewcz ve
Bors, 1995).

Antimikrobiyal etkilerinden dolay1r gegmisten giiniimiize kadar alternatif tip
alaninda yaygin bir kullanim alani bulan ugucu yaglar, cesitli bitkilerden elde
edilmektedir. Bunlarin mikroorganizmalar iizerindeki etkileriyle ilgili bilgiler
ge¢miste daha az olmasina ragmen, ¢ok eski tarihlerden beri bulasici hastaliklarin

tedavisinde kullanilmaktadir (Rios ve Recio, 2005).

Rhizopus sp., Mucor sp. ve Aspergillus sp.” nin misel gelisimi {izerine 40 farklt
bitki ugucu yagmin antifungal etkisinin arastirildigr bir ¢aligmada, sarimsak yaginin
100 ppm’de s6z konusu patojenlerin misel gelisimini tamamen engelledigi ve
denemede ele alinan bitkisel yaglar i¢inde en etkilisi oldugu belirlenmistir (Tompson

ve Canon, 1986).

Cymbopogon flexuosus (limonotu)’dan elde edilen ugucu yagin hasattan sonra
clirtikliige sebep olan 25 fungal patojene karsi antifungal etkinligi in vitro kosullarda
aragtirllmistir. Arastirmacilar ugucu yagin fungisidal etkinliginin fungus tiirlerine
gore degisiklik gosterdigini belirtmislerdir. Limon otu ugucu yagmin Penicillium
expansum, P. italicum, P. implicatum, P. digitatum, P. minioluteum, P. variable i¢in

belirlenen etkin konsantrasyonu 0.4 pl olarak belirlenmistir (Shahi ve ark., 2003).
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Kekik, adacay1, hindistan cevizi ve targin ugucu yaglariin Alternaria alternata
etmenine karsi antifungal etkileri aragtirilmistir. Aragtirma sonucunda targin ve kekik
ucucu yaglarinin A. alternata’ya karsi antifungal etkileri oldugu tespit edilmistir.
Tar¢in yag1 300-500 ppm arasinda etmenin gelisimini tamamen engellemis, kekik ise

500 ppm’de % 62 oraninda engellemistir (Feng ve Zheng, 2007).

Elma meyvelerinde yapilan bir ¢aligmada, Botrytis cinerea ve Penicillium
expansum’a karsi, Ocimum basilicum (reyhan), Foeniculum sativum (rezene),
Lavandula officinalis (lavanta), Origanum majorana (giivey otu), Oreganum vulgare
(kekik), Satureja montana (zahter), Mentha arvensis (nane), Rosmarinus officinalis
(biberiye), Salvia officinalis (adagay1), Thymus vulgaris (kekik) ugucu yaglarinin
antifungal etkileri arastirilmistir. Ugucu yaglar uygulandiktan sonra 4+1°C’de
depolanan meyvelerde, O. vulgare, S. montana ve T. vulgaris ugucu yaglarmin %
1’lik emtilsiyonlarinin yiiksek antifungal etki gosterdigi saptanmistir. Ugucu yaglarin
% 10’luk emiilsiyonlar1 ise meyvede fitotoksisiteye sebep olmustur (Lopez-Reyes ve
ark., 2010).

Kekik yagi ve tirevlerinin temel bileseni olan Thymol’iin Rhizoctonia
solani’ye kars1 fungisit olarak aktivitelerine iliskin yapilan bir caligmada, bu
bilesenin R. solani ve diger fungal patojenlere karsi hem in vitro hem de sera-tarla
kosullarinda kullanim potansiyelinin oldugu bildirilmistir (Chauhan ve ark., 2017).
Thymol asetatin ¢ok diisiik kalint1 birakmasi ve etkinliginin yiiksek olmasi nedeniyle
bitki bazli fungisit olabilecegi belirtilmistir.

Seftali meyvelerinde kahverengi ciiriiklik (Monilinia laxa) itizerine kekik
ucucu yag etkisinin arastirildi§i bir calismada, yag uygulamasinin fenilanin
amonyum-liyaz aktivitesini, katein, klorajenik ve kafeik asitlerin miktarin1 ve
antioksidan etkisini artirdig1 ve kahverengi kok ciiriikliigii gortilme sikligini azalttig

rapor edilmistir (Khumalo ve ark., 2017).

Kekik, biberiye ve altin ¢i¢eginin Aspergillus parasiticus NRRL 2999 ve 465

izolatlarin tizerine etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, kekik ekstraktinin kiiflerin
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gelisimini engelledigi fakat biberiye ve altin ¢igegi ekstraktlarinin etkisinin olmadigi

rapor edilmistir (Celiktas, 2010).

Ulkemizde yetisen adagayi, yabani kekik, oregano tiirii kekik ve geyik otu
ekstraktlarinin  Fusarium oxysporum f. sp. phaseoli, Macrophomina phaseoli,
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani, Alternia solani ve A. parasiticus patojenlerine
kars1 antifungal etkilerinin incelendigi bir ¢calismada, adagay1 ekstraktinin antifungal
aktivitesinin diisiik oldugu belirtilmistir (Ozcan ve Boyraz, 2000) ancak yabani
kekik, oregano tiirlii kekik ve geyik otunun tiim patojenlerin gelisimini engelleyici
etkiye sahip oldugu belirtilmistir. Calismada kullanilan biitiin test patojenlerinin
yabani kekik ekstraktinin biitiin konsantrasyonlarin da gelisimlerinin durdugu ve kiif

mantarlarina kars1 gelisimi engelleyici etkisinin oldugu rapor edilmistir (Ozcan ve

Boyraz, 2000).

Dunaevskii ve ark. (2007), miselyal funguslarin salgiladigi proteazlarin,
funguslarin patojenitesini baglatma siireci lizerindeki etkinligini aragtirmislardir. Bu
calismada saprofit funguslarda olmayan ama fitopatojenik funguslarda olan tripsin
aktivitesi dikkate alinarak fitopatojenik olan Fusarium’un farkli tirii olan F.
sporotrichioides ve F. heterosporum iistiinde durmuslardir. Her iki tiiriin patojenitesi
ve tripsin benzeri proteaz aktivitesinde agik bir protein korelasyonu ortaya ¢ikmistir.
Patojenitesi yliksek olan F. sporotrichioides digerlerine gore daha yiiksek oranda
hiicre dis1 tripsin aktivitesi gostermistir. Olusan bu durum tripsin aktivitesinin
saprofit ve patojen arasinda fungusun patojenitesi acisindan bir gosterge
olabilecegini bildirip, tripsin benzeri proteazlar fitopatojenlerin patojenite siireci ile
direk ilgili olup funguslarin dayaniklilik geni tarafindan sentezleniyor olabilecegini

bildirmiglerdir.

Korcan ve ark. (2007), Afyonkarahisar ilinin fungus faunasini yansitan kif
cinsi mantarlar {izerinde endiistriyel oneme sahip olan bazi enzim (proteaz, amilaz ve
lipaz) aktivitelerinin belirlenmesi sirasinda Penicillium cinsinde her 3 enzimin de

aktifliginin en fazla oldugunu bildirmislerdir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada kullanilan elma cesitleri

Bu calismada Penicillium expansum’a karsi farkli seviyelerde dayaniklilik
gosteren elma cesitleri (Granny Smith ve Starking) kullanilmistir. EIma meyvelerinin

temiz, saglikli, yaralanmamis ve ayn1 boyutlarda olmasina 6zen gosterilmistir.

3.1.2. Cahismada kullanilan kimyasallar

Denemede kullanilan kimyasallar Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Laboratuvarin’dan temin edilmistir. Bunlar, % 2’lik sodyum hipoklorit
(NaOCl), salisilik asit (SA), adagayi/act elma yagi (Defne ticari adi ile satilan
adagayi/ac1 elma yag1), fungusit (Syngenta QuiltXcel Fungicide ticari adi ile satilan
ve aktif igerigi; Azoxystrobin 13.5 %, Propiconazole 11.7 % ve diger igerikler 74.8
%), ethanol, sodyum hidroksit (NaOH), potasyum iyodiir (KI), sodyum fosfat dibazik
(Na;HPQ,), sodyum fosfat monobazik (NaH,PO4), fosforik asit (HsPO,4), Coomassie
Brilliant Blue G-250, Hidroklorik asit (HCI), azocasein, trichloro acetic acid (TCA)

tir.

3.2. Yontem

3.2.1. Calismada kullanilan fungal materyaller

Hastalik etmeni P. expansum, Dr. Murat Dikilitas’in kiiltiir koleksiyonundan
temin edilerek (University of Wales, Swansea-UK) elma meyvelerine inokule
edilmis ve Koch pastulate’ine gore tekrar elmadan izole edilerek patojenitesi test

edilmis, tanisi teyit edilmis sekilde hazirlanmis ve bu ¢alismada mikrobiyal patojen
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olarak kullanilmigtir. Fungal etmen Cizelge 3.1°de belirtilen besi ortaminda

gelistirilerek inokulasyon i¢in hazir hale getirilmistir.

3.2.2. Funguslarin yetistirilmesi

Denemede kullanilan fungal materyal patates dekstroz agar (PDA) ve patates
dekstroz broth (PDB) besi ortaminda 10 giin siire ile gelistirilmis ve bu siire zarfinda

yogun spor olusmasi i¢in oda sicakliginda karanlikta inkube edilmistir.

Cizelge 3.1. Patates Dekstroz Agar (PDA)

Icerik Konsantrasyon(g/l)
Kabugu soyulmus dogranmig patates 200

Glukoz 20

OxoidAgar No:3 25

Iki yiiz gram soyulmus patates kiiciik dilimlere ayrildiktan sonra 1000 ml’lik
saf su ile 1 saat kaynatilmistir. Elde edilen kaynamis ¢o6zelti mira bezinden
(Calbiochem) siiziildiikten sonra ¢ozeltiye 20 gram glukoz ilave edilmis ve 250 ml
hacim olacak sekilde 6.25 gram agar iceren (% 2.5 w/v) 4 ayr1 500 ml’lik konikal
flakslara aktarilmistir. Ortam, 121 °C’de 20 dakika 15 atm basingta otoklav
edildikten sonra Petri kaplarina 12 ml olacak sekilde bosaltilmistir (Cizelge 3.1.).
Petri kaplarina aktarilan ortamlar inkubatorde oda sicakliginda katilagmasi igin
yaklasik 30 dakika kadar bekletilmigtir. Daha sonra bu Petri kaplarinin (90 mm
capinda) tam ortasina daha onceki stok kiiltiirlerden alinan P. expansum konidisi
iceren 3 mm c¢apinda fungal miselyal disk yerlestirilmis ve Petri kaplari bir
inkubatérde 7-10 giin siire ile oda sicakliginda (23+2 °C) karanlikta inkube

edilmistir.

Fungal kiiltiirler deney asamasinda sivi besin ortaminda da yetistirilmistir.
Bunun igin patates dekstroz broth (PDB) kullanilmistir. Bu ortam, PDA ortami gibi
hazirlanmis ancak otaklav asamasinda agar kullanilmadigi igin siv1 besi yeri olarak

hazirlanmistir.
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3.2.3. Slope agar

Stok kiiltiir olarak kullanilacak olan funguslar, cam bir tiip igerisinde icerigi
PDA olan 15 ml hacmindeki egik agar kiiltiirlerine inokule edilmiglerdir. Bu ortamda
bulunan funguslar oda sicakliginda gelisimlerini tamamladiktan sonra 44+1 °C’de

muhafaza edilmislerdir.

3.2.4. Spor soliisyonunun hazirlanmasi

PDA ortaminda gelistirilen P. expansum kiiltiirleri spor sayimi igin
kullanilmigtir. Sporlar, Petri kaplarina dokiilen 10 ml damitilmis steril su ile serbest
hale getirilmistir. Bu islemin hizlanmasi i¢in steril bir cam ¢ubuk ile miselyal yiizeye
hafif¢ce dokunmalar yapilmis, elde edilen siispansiyon bir behere aktarilmis ve spor
konsantrasyonu Neubauer heamaocytometer’de sayilarak spor sayimi konidi ml™

olarak belirlenmistir.

3.2.5. Calismada kullanilan kimyasallarin dozlari

Calismada kullanilan kimyasallarin dozlari; salisilik asit (SA) igin 2.5 mmol L
! olarak belirlenmistir (Akbulut, 2015). Bunun igin 0.1 mol L™ olarak hazirlanan stok
¢ozeltiden hedef ¢ozelti hazirlanmistir. Hesaplanan SA miktar1 birkag damla ethanol
iginde ¢Oziindiiriiliip saf su ile 1 litreye tamamlanmis, daha sonra uygun dozlara
seyreltilmistir. Stok ¢ozelti 4 °C’de muhafaza edilmistir. Adagayi/aci elma (Salvia
triloba) yagi olarak da bilinen ve Defne ticari adi ile satilan ugucu yag, 50 pg ml™
konsantrasyon olacak sekilde 1000 pl (1 mg ml™) 20 ml hacmindeki PDB soliisyonu
iginde hazirlanmistir (Pinto ve ark., 2007; Dikbas ve ark., 2008; Ferdes ve ark.,
2017). Pozitif kontrol olarak kullanilan fungusit i¢in ise Syngenta QuiltXcel
Fungicide ticari ad1 ile satilan ve aktif i¢erigi Azoxystrobin 13.5 %, Propiconazole
11.7 % ve diger igerikler 74.8 % olarak ifade edilen fungusit kullanilmistir. Fungusit
¢oOzeltisi, 1/1000 oraninda seyreltildikten sonra 2.5 L hacim ig¢inde hazirlanmistir.

Etkili madde 135 pug ml™ olarak belirlenmistir. Bunun igin 13.5 g/100 ml stok ¢ozelti
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kullanilmistir (Kanetis ve ark., 2007). Bu dozlar deney asamasindan once etkinligi

test edilmis dozlar olarak belirlenmistir.

3.2.6. Salisilik asit ve adacayy/aci elma (Salvia triloba) yaginin P. expansum’a
kars1 antifungal etkileri

3.2.6.1. In vitro mikroskobik ¢alismalar

Bu ¢alisma, 2 asamadan olusmus, birinci asamada fungal etmenin konidileri,
ikinci asamada ise miselleri kullanilmistir. Birinci asamada, 1000 pl kimyasal (SA,
adacayi/ac1 elma yag, fungusit) ile 25 pl hacminde 1x10° konidi mI™ P. expansum
konidileri iceren ¢ozelti bir cukur lam i¢inde karigtirilarak bir hafta boyunca 25+1
°C’de inkube edilmistir. Negatif kontrol grubu igin ise saf su kullanilmistir. Calisma

iki tekrarli olarak yapilmistir.

Ikinci asamada ise, fungal misellerin tepkileri PDB besi ortaminda test

edilmistir. Her bir uygulama grubu igin 2 tekrar yapilmistir.

3.2.6.2. In vitro makroskobik ¢calismalar

Calisma 2 grup olarak yapilmistir. Birinci grup igin PDB (20 ml) ortamina P.
expansum konidileri (1x10° konidi ml™) inokule edilmis ve 6 farkli uygulama 2

tekrarli olacak sekilde yapilmistir. Cizelge 3.2°de uygulama detaylari verilmistir.

Daha sonra PDB ortami igine 1 ml olacak sekilde ayr1 ayr1 veya kombine
olarak adagayi/ac1 elma yagi, SA ve fungusit ilave edilmis ve ¢ozelti 1 dakika siire ile
otomatik calkalayicida karigtirllmigtir (100 devir/dakika). Kaplar 1 hafta siire ile

karanlikta oda sicakliginda inkube edilmistir.
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Cizelge 3.2. Sivi PDB i¢inde deneyde kullanilan kimyasallar ve fungal etmenin konidileri ile olusan
¢ozeltinin P. expansum’a kars1 antifungal etkileri

Uygulama Gruplar1 Tanimlamalar

. Ortam, herhangi bir mikroorganizma igermeden steril olarak inkube
PDB=Negatif kontrol

edilmistir
PDB+F=Pozitif kontrol PDB ortamia fungal etmenin konidileri ilave edildi
FSA=F+SA Fungus konidileri ortama verildi sonra salisilik asit ilave edildi

Fungus konidileri ortama verildi sonra adagayi/ac1 elma yagi ilave
edildi

Fungus konidileri ortama verildi sonra salisilik asit ve adagayv/aci

FAY=F+AY

FSAAY=F+SA+AY
elma yagi ilave edildi

FFngst=F+Fngst Fungus konidileri ortama verildi sonra fungusit ilave edildi

PDB: Patates dekstroz broth, F: Fungus, SA: Salisilik asit, AY: Adagayi/ac1 elma yagi, Fngst:
Fungusit

Sekil 3.1. PDB (20 ml) nin kaplara alinmasi
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Sekil 3.2. PDB (20 ml) nin iizerine fungus konidileri ilavesi

Sekil 3.3. Mikropipet yardimi ile adagayi/aci elma yag: ilavesi
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Sekil 3.4. PDB iizerine SA ilavesi

Ikinci grupta ise miselyal disk (I cm ¢apinda) yukarida tarif edilen PDB
ortamina ayni deney diizeni i¢inde inokule edilmistir. Ortamlara yine yukarida
bahsedildigi gibi ilgili kimyasallar ilave edilmis ve ¢ozelti 1 dakika siire ile otomatik
calkalayicida karistirilmistir (100 devir/dakika). Kaplar 1 hafta siire ile karanlikta oda
sicakliginda inkube edilmigstir. Cizelge 3.3’de uygulama detaylar1 verilmistir.

Cizelge 3.3. Stv1 PDB i¢inde deneyde kullanilan kimyasallar ve fungal etmenin miselleri ile olugan
¢ozeltinin P. expansum’a kars1 antifungal etkileri

Uygulama Gruplar1 Tanimlamalar

) Ortam, herhangi bir mikroorganizma igermeden steril olarak inkube
PDB=Negatif kontrol

edilmistir

PDB+F=Pozitif kontrol | PDB ortamina fungal etmenin miselleri ilave edildi

FSA=F+SA Fungus miselleri ortama verildi sonra salisilik asit ilave edildi

FAY=F+AY Fungus miselleri ortama verildi sonra adagayi/ac1 elma yagi ilave edildi

Fungus miselleri ortama verildi sonra salisilik asit ve adagayi/ac1 elma
FSAAY=F+SA+AY

yagt ilave edildi

FFngst=F+Fngst Fungus miselleri ortama verildi sonra fungusit ilave edildi

PDB: Patates dekstroz broth, F: Fungus, SA: Salisilik asit, AY: Adagayv/aci elma yagi, Fngst:
Fungusit
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Sekil 3.5. PDB ortamina fungal disk ilavesi

3.2.7. Salisilik asit ve adacayi/aci elma yaginin koruyucu ve tedavi edici
etkilerinin belirlenmeleri

Calismada kullanilan elma meyvelerinin (Granny Smith ve Starking) temiz,
saglikli, yaralanmamis ve ayni boyutlarda olmasina dikkat edilmistir. Meyveler,
denemeye baslamadan 6nce % 0.5 klor iceren NaOCI (sodyum hipoklorit) ile 2
dakika sterilize edildikten sonra saf su ile yikanip oda sicakliginda steril kurutma
kagitlar1 kullanilarak inokulasyona hazir hale getirilmistir (Sekil 3.6. ve Sekil 3.7.).
Dezenfekte edilen elma meyveleri ekvatoryal bolgeden eskenar tiggen olusturacak
sekilde 3 ayr1 noktadan (5 mm derinlik x 1 mm ¢ap) hasarlandirilmistir.
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Sekil 3.7. Elma meyvelerinin kurutma kagitlarinda kurutulmasi

3.2.7.1. Koruyucu etkinin belirlenmesi

Koruyucu etki olarak meyveler, kimyasal ¢ozeltilere (SA, adagayi/act elma
yagi, fungusit) batirilarak 30 dakika boyunca inkube edildi. Sonra oda sicakliginda
24 saat boyunca kurutuldu. Meyveler daha sonra, 1x10° konidi ml™ P. expansum
¢ozeltisine 30 dakika siire ile daldirilip inokule edilmis ve yukarida tarif edilen 3 ayri
noktadan hasarlandirilan yerlere ayn1 zamanda fungal miselyal disk yerlestirilmistir.
Meyveler 25+1 °C sicaklikta ve % 90+5 nem ortaminda bir hafta boyunca karanlikta
inkube edilmistir. Deneme plan1 Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’deki gibi burada da ayni
uygulamalara tabi tutulmustur. Hastalik agmalarina ait deneme plani Cizelge 3.4’de

verilmistir.
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Cizelge 3.4. Koruyucu etki (inokulasyon dncesi) Granny Smith ve Starking elma cesitlerinin hastalik agamalarina ait deneme planlar1

Uygulama Gruplar1 Yapilan agamalar

Negatif kontrol Meyveler uygun sekilde dezenfekte edilip kurutulduktan sonra baska bir isleme tabi tutulmamistir

Dezenfekte edilip kurutulan meyveler, eskenar iicgen seklinde (5 mm derinlik X 1 mm ¢ap) hasarlandirildi ve hasarli bolgelere 1

Pozitif kontrol cm ¢apinda P. expansum konidileri yerlestirilip bir hafta boyunca inkubasyona birakilmistir

Meyveler hazirlanan SA ¢o6zeltisinde 30 dakika boyunca bekletilip ¢ikartildiktan sonra 24 saat steril kurutma kagitlarinda
kurumaya birakildi ve daha sonra hasarlandirilip hasarli olan bdlgelere 1 cm ¢apinda P. expansum kolonileri yerlestirildi ve 30

SATSESFT dakika P. expansum ¢ozeltisine birakildi. Yaklagik 30 dakika sonunda meyveler ¢ikarilip steril kurutma kagitlarinda bir hafta
boyunca inkubasyona birakilmigtir
Adagayr/act elma yag1 uygulamasi i¢in hazirlamis oldugumuz 10 litrelik plastik saklama kutular1 dezenfekte edildi. Sonra 1000
ul adagayvr/aci elma yagi cam Petri kaplarina aktarilip plastik saklama kutularina yerlestirildi. Elma meyveleri liger adet gruplar
AYE=AY+F seklinde plastik saklama kutularina yerlestirilip hemen kapagi kapatildi ve 30 dakika bekletildi. Daha sonra ¢ikarilan meyveler

24 saat steril kagitlarda kurumaya birakildi. Sonra meyveler belirtilen bolgelerden hasarlandirildi ve P. expansum ¢6zeltisinde 30
dakika bekletildi. Son olarak 1 cm ¢apinda fungal disk meyvelerde hasarlandirilmig olan bolgelere yerlestirildi ve saklama
kutularina birakilip bir hafta boyunca inkube edildi

Dezenfekte edilip inokulasyona hazir hale getirilen elma meyveleri SA ¢ozeltisinde 30 dakika bekletilip ¢ikartildiktan sonra
diger uygulama olan adagayi/act elma yaginin bulundugu saklama kutularinda 30 dakika daha beklemeye alindi. Kutulardan
SAAYF=SA+AY+F cikarilan meyveler 24 saat boyunca steril kurutma kagitlarinda kurutuldu. Daha sonra meyveler belirtilen bolgelerden
hasarlandirildi ve P. expansum c¢ozeltisinde 30 dakika bekletildi. Son olarak 1 c¢m c¢apinda fungal disk meyvelerde
hasarlandirilmis olan bdlgelere yerlestirildi ve saklama kutularma birakilip bir hafta boyunca inkube edildi

Dezenfekte edilip inokulasyona hazir hale getirilen elma meyveleri hazirlamig oldugumuz fungusit ¢ozeltisinde 30 dakika
boyunca bekletildi. Fungusit ¢ozeltisinden ¢ikarilan meyveler steril kurutma kagitlarinda 24 saat kadar bekletilip kurutuldu.
FngstF=Fngst+F Daha sonra meyveler belirlenen bolgelerden hasarlandirild: ve P. expansum ¢ozeltisinde 30 dakika bekletildi. Yaklasik olarak 30
dakikanin sonunda 1 cm ¢apinda fungal disk meyvelerde hasarlandirilmis olan bolgelere yerlestirildi ve bir hafta boyunca inkube
edildi

SA= Salisilik asit, F= Fungus, AY= Adagayv/act elma yag1, Fngst= Fungusit. )
SAF= SA+F= Once salisilik asit sonra fungus ortama verildi, AYF= AY-+F= Once adagayr/ac1 elma yag1 sonra fungus ortama verildi, SAAYF= SA+AY+F= Once
salisilik asit ardindan adagayv/act elma yag1 en son olarak fungus ortama verildi, FngstF= Fngst+F= Once fungusit sonra fungus ortama verildi
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Sekil 3.9. Plastik saklama kutularinda adagayi/act elma yag1 uygulanmis elma meyvelerinin
inkubasyonu

Sekil 3.10. Elma meyvelerine fungal miselyal disk yerlestirme islemi
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3.2.7.2. Tedavi edici etkinin belirlenmesi

Tedavi edici etki icin ise, meyveler dnce 1x10° konidi ml™ P. expansum
cozeltisine 30 dakika siire ile daldirildiktan sonra 3 ayri noktadan hasarlandirilan
yerlere fungal miselyal disk yerlestirilmistir. Daha sonra oda sicakliginda 24 saat
boyunca inkube edilen meyveler kimyasal ¢ozeltiler (SA, adagayi/act elma yagi,
fungusit) ile 30 dakika inkube edilmislerdir. Meyveler daha sonra 25+1 °C sicaklikta
ve % 90+5 nem ortaminda bir hafta boyunca inkube edilmistir. Deneme plam
Cizelge 3.2 ve Cizelge 3.3’deki gibi burada da ayni uygulamalara tabi tutulmustur.
Hastalik agamalarina ait deneme plant Cizelge 3.5’de verilmistir. Yukarida Ki
uygulama gruplarmin her biri 3 tekrarli olup, her bir tekrar ise 3 meyveden

olusturulmustur. Toplam olarak 144 adet meyve ile uygulama yapilmistir.
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Cizelge 3.5. Tedavi edici etki (inokulasyon sonrast) Granny Smith ve Starking elma ¢esitlerinin hastalik asamalarina ait deneme planlar1

Uygulama Gruplar1

Yapilan agamalar

Negatif kontrol

Meyveler uygun sekilde dezenfekte edilip kurutulduktan sonra baska bir isleme tabi tutulmamistir

Pozitif kontrol

Dezenfekte edilip kurutulan meyveler, eskenar iliggen seklinde (5 mm derinlik X 1 mm cap)
hasarlandirildi ve hasarli bolgelere 1 cm c¢apinda P. expansum konidileri yerlestirilip bir hafta
boyunca inkubasyona birakilmigtir

FSA=F+SA

Meyveler dezenfekte edilip eskenar liggen olacak sekilde (5 mm derinlik X 1 mm ¢ap)
hasarlandirildi ve hasarli bolgelere 1 cm g¢apinda P. expansum konidileri yerlestirilip 30 dakika
boyunca P. expansum ¢ozeltisine birakildi. Meyveler sonra ¢ikarilip 24 saat steril kurutma
kagitlarinda kurumaya birakildi. Yaklasik 24 saatin sonunda hazirlanan SA ¢ozeltisinde 30 dakika
bekletildi. Daha sonra SA ¢ozeltisinden ¢ikarilan meyveler steril kagitlarda birakilip bir hafta
boyunca inkube edildi

FAY=F+AY

Meyveler belirtilen bdlgelerden hasarlandirildi ve hasarli bolgelere 1 cm ¢apinda P. expansum
konidileri yerlestirilip 30 dakika boyunca P. expansum ¢ézeltisine birakildi. Yaklasik 30 dakikanin
sonunda ¢ikarilan meyveler 24 saat steril kurutma kagitlarinda bekletildi. Daha sonra meyveler
adacay1/aci elma yag1 bulunan plastik saklama kutularma alinip bir hafta boyunca inkube edildi

FSAAY=F+SA+AY

Meyveler belirtilen bolgelerden hasarlandirildi ve hasarli bolgelere 1 cm g¢apinda P. expansum
konidileri yerlestirilip 30 dakika boyunca P. expansum ¢ozeltisine birakildi. Yaklasik 30 dakikanin
sonunda ¢ikarilan meyveler 24 saat steril kurutma kagitlarinda bekletildi. Yaklasik 24 saatin
sonunda meyveler SA ¢ozeltisinde 30 dakika bekletilip ¢ikarildiktan sonra ikinci uygulama olan
adagayr/act elma yagimin bulundugu plastik saklama kutularma alind1 ve bir hafta boyunca inkube
edildi

FFngst=F+Fngst

Meyveler belirtilen bolgelerden hasarlandirildi ve hasarli bdlgelere 1 cm capinda P. expansum
konidileri yerlestirilip 30 dakika boyunca P. expansum ¢ozeltisine birakildi. Yaklagik 30 dakikanin
sonunda ¢ikarilan meyveler 24 saat steril kurutma kagitlarinda bekletildi. Yaklasik 24 saatin
sonunda hazirlanan fungusit ¢ozeltisine meyveler 30 dakika boyunca birakildi. Yaklasik 30
dakikanin sonunda ¢ikarilan meyveler steril kurutma kagitlarina birakilip bir hafta boyunca inkube
edildi

SA= Salisilik as"it, F= Fungus, AY= Adacayi/ac1 elma yagi, Fngst= Fungusit. ) )
FSA= F+SA= Once fungus sonra salisilik asit ortama verildi, FAY= F+AY= Once fungus sonra adagayi/ac1 elma yag1 ortama verildi, FSAAY= F+SA+AY= Once
fungus ardindan salisilik asit en son olarak adagayi/aci elma yag1 ortama verildi, FFngst= F+Fngst= Once fungus sonra fungusit ortama verildi
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Sekil 3.12. Salisilik asit +Adagayi/aci elma yag1 uygulanmig elma meyvelerinin saklama
kutularinda bir hafta boyunca inkube edilmesi

Sekil 3.13. Fungusit ¢dzeltisinin elma meyvelerine sprey seklinde uygulanmasi
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Sekil 3.14. Elma meyvelerinin eskenar tiggen olacak sekilde (5 mm derinlik x 1 mm ¢ap)

hasarlandirilmasi

3.2.8. Dogal enfeksiyon asamasi

Dogal enfeksiyon asamasinda, 2 farkli elma ¢esidi (Granny Smith ve Starking)
bulunmaktadir. Her bir gesitten bir tane elma alinip eskenar liggen olacak sekilde (5
mm derinlik x 1 mm c¢ap) elmalar hasarlandirildiktan sonra, herhangi bir islem
gormeden bir hafta boyunca oda sicakliginda inkubasyona birakilarak fizyolojik

degisimleri izlenmistir.

3.2.9. Dilimlenmis elma meyvelerinin enzimatik esmerlesme takibi

Bu ¢alismada 2 farkli elma ¢esidinden (Granny Smith ve Starking) birer tane
elma alinip iki esit par¢aya boliinmiistiir. Oda sicakliginda (Sicaklik 20 °C+22 °C ve
Bagil nem %>50-55) ortama birakilan meyvelere herhangi bir islem yapilmamistir.
Toplam 6 saat siiren bu denemede 1 saat araliklarla elma meyvelerinin renk

degistirmesi ve fenol birikimi izlenmis ve fotograflandirilmistir (Sekil 3.15.).
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Sekil 3.15. Alt1 saat araliklarla elma cesitlerinin renk degistirmesi ve fenol birikimi (Her bir
resimde sol siitundaki elmalar Granny Smith, sag siitundaki elmalar ise Starking
elma ¢esididir) A) Saat 13:30, B) Saat 14:30, C) Saat 15:30, D) Saat 16:30, E) Saat
17:30, F) Saat 18:30

3.2.10. Inkubasyon sonrasi analizler

3.2.10.1. Simptom indeksi (meyvelerde)

Inkubasyon periyodunun sonunda, meyvelerde ilk dl¢iimler hastalik siddetinin
Olglilmesi ile yapilmistir. Zhao ve ark. (2011)’nin kullandigi yontem esas alinarak

asagidaki indeks kullanilmistir.

1-Saglikli,

2-Meyvelerde lezyon ¢ap1 1 cm’den az,

3-Meyvelerde lezyon ¢ap1 1 cm’den fazla ve ¢lirlimekte olan alan % 20-25 civarinda,
4-Meyvelerde lezyon ¢ap1 1 cm’den fazla ve ¢iiriimiis alan % 25-45 civarinda,

5-Meyvelerde ¢iiriimiis alan % 40’tan fazla ise,
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IXN1+ 2XN2 + 3XN3 + 4XN4 + 5xXN5

Simptom Indeks =
5xNT

N1’den N5’e kadar olan harflendirilmeler simptom indeks kategorisinin aldigt
degerleri, ilgili katsayilar ise her bir kategoriye giren meyve sayisini ifade

etmektedir. NT ise toplam meyve sayisini ifade etmektedir.

3.2.10.2. % Meyve ciiriikliigiiniin saptanmasi
Meyve ciiriikliigii gorsel olarak tespit edilmistir. Yaklasik 0.5 cm capindan

daha genis bir lekeye sahip meyveler ¢iirimiis kabul edilmis ve sonuglar % olarak

ifade edilmistir.

3.2.10.3. Lezyon ol¢iimii

Meyve inokulasyon noktasindan alinmis olan enfeksiyon capi, lezyon capi

olarak kabul edilip periyodik olarak 6l¢iilmiistiir.

3.2.10.4. Meyve agirhg

Meyvelerin ilk agirliklart ve yapilan periyodik 6lgiimlerdeki agirliklart hassas

terazide g/meyve olarak ifade edilmistir.

Sekil 3.16. Elma meyvelerinin hassas terazide tartilmasi
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3.2.10.5. Meyve capi/Meyve uzunlugu

Meyvelerin ¢ap ve uzunlugu mezure yardimiyla Olgiilerek ¢ap/uzunluk

degerleri belirlenmistir.

Sekil 3.17. Elma meyvelerinin mezure yardimi ile uzunluklarinin dl¢iiliip ¢aplarinin

hesaplanmasi

3.2.10.6. pH ol¢iimii

pH i¢in meyvelerden elde edilen meyve o6zsuyu (3 ml) 25 ml saf su ile
tamamlanarak pH degeri olgtilmiistiir.

Sekil 3.18. Elma meyvelerinin pH metre ile dl¢imii
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3.2.10.7. Meyve sertligi

Meyve sertligi penetrometre ile 6lgiilmiistiir. Olgiim meyvelerin ekvatoryal

bolgelerinden yapilmis ve ortalamalar1 alinmistir.

Sekil 3.19. Elma meyvelerinin penetrometre ile sertliginin dlgiilmesi

3.2.10.8. BRIiX (Toplam ¢6ziinen kati madde icerigi)

Meyvelerin brix degeri refraktometre ile dl¢tilmiistiir. Her bir meyveden tek tek
elde edilen 2 ml meyve 6zsuyu filtreden gegirildikten sonra, ortaya ¢ikan hacim

refraktometreye yerlestirilerek sayisal okuma yapilmustir.

Sekil 3.20. Refraktometre ile brix 6l¢iimi
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3.2.10.9. TA (Titretable asit)

Elma meyvelerinin homejenizasyonu sonucu elde edilen meyve 6zsuyu (3 ml)
saf su ile (25 ml) tamamlanmis. Elde edilen soliisyonun pH degeri 8.2 oluncaya
kadar 0.1 M NaOH ile titre edilmistir. Soliisyona eklenen NaOH hacmi diizeltme
faktorii 0.067 ile garpilmistir. Sonuglar % malik asit cinsinden ifade edilmistir.

Sekil 3.21. Soliisyonun pH degerinin 8.2 olana kadar NaOH ile titre edilmesi

3.2.11. KI (Potasyum iyodiir) Nisasta-Seker iliskisi

Elma meyvelerini ekvatoryal bolgelerinden ikiye ayirarak tizerlerine yaklasik 2
ml kadar potasyum iyodiir dokiip yayilmasi saglanmistir ve daha sonra belirli bir
zaman dilimi icersinde nisasta-seker oram1 gozlemlenmistir. Potasyum iyodiir
nisastanin ayiracidir. Potasyum iyodiirii daha ¢ok ¢eken meyvenin seker orani daha
fazla, az c¢eken meyvenin ise nisasta orani daha fazladir. Denemede yapmis
oldugumuz son islem olan potasyum iyodiir kaplama isleminde Starking elma

meyveleri Granny Smith elma meyvelerinden daha hizli ve fazla emilim gostermistir.
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Sekil 3.22. Potasyum iyodiiriin elma meyvelerine uygulanma islemi

3.2.12. RGB ol¢iimii (Red Green Blue)

RGB, monitor gibi elektronik cihazlarin 1s1k kullanarak renk yaratmasini
saglayan bir renk modelidir ve {i¢ temel rengin (kirmizi, yesil, mavi) degisik

yogunluklarda kullanilarak renk gamindan istenilen rengin elde edilmesine dayanir.

Elma gibi meyveler yaslandik¢a ve hastalandik¢a parlakligini kaybeder. Bu
parlakligin  kaybedilip kaybedilmedigini anlamak igin 1518in etkisinin olup
olmadigina RGB dl¢iim yontemi ile bakilip degerlendirilmistir. Meyvelerin rengi
CIEL*a*b parametrelerini Olgen tristimulus kalorimetre ile yapilmistir. Diiz bir
zeminde beyaz bir A4 kagidi ve aydinlatma cihazi kullanilarak kalibre edilmistir. L
degeri meyve Orneklerinin parlakligini temsil etmekte, a ve b degerleri yesil renkler
arasindaki kizilimsi ve sarilik renk derecesini gdstermektedir. Sirasi ile CIEL*a*b
koordinatlarindan renk agis1 hesaplanmistir. Elma meyvelerinin ekvatoryal
bolgelerinden her bir meyve tayini i¢in 4 tayin, muamele kosulu basina 12 6l¢iim
yapilmistir. Profesyonel bir kamera yardimi ve aydinlatma cihazi ile beyaz diiz bir
zeminde elma meyvelerinin 4 bdlgesinden fotograflar1 ¢ekilmis olup bunlarin ¢ikan

degerlerinin ortalamalar1 alinip meyve parlaklik degerleri hesaplanmigtir.

3.2.13. Enfeksiyon sonrasi meyvelerin protein iceriginin belirlenmesi

(Coziinebilir protein dlgiimii; inkubasyon sonrasit kontrol ve muamele edilmis

meyvelerin protein igerikleri belirlenmistir. Bunun i¢in yaklagik 0.1 gr meyve agirligt
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fosfat buffer ¢ozeltisinde (pH 7.0) mortar ve pestel ile homojenize edilip, 10000 g de
10 dakika siire ile 4 “C’de santrifiij edilmistir (Dikilitas ve ark., 2010). Elde edilen

supernatant’tan Bradford (1976)’ya gore protein okumasi yapilmaistir.

Sekil 3.23. Santrifuj islemi

Bradford protein 6l¢iimii Coomassie Brilliant Blue G-250 metoduna gore
yapilmistir (Bradford, 1976). Bu metoda gore, 100 mg Coomassie Brilliant Blue G-
250, 50 ml % 95’lik ethanol i¢inde ¢oziindiikten sonra solusyon 100 ml % 85°lik w/v
fosforik asit ile (H3PO,4) karistirilip saf su ile 1 litreye tamamlanmustir. 10-100 pg
arasinda protein iceren ornekler (100 pl), 5 ml hacminde Coomassie Brilliant Blue

Reagent ile karistirilarak 10 dakikada 6l¢iilmiistiir.

Protein 6l¢timiinde Bovine Serum Albumin (BSA) fraction V standart protein
olarak kullanilmig ve 10-100 pg arasinda degisen protein konsantrasyonlar: (Stok
solusyon, 1 mg/ml) 595 nm’de Sl¢iilmiis elde edilen linear grafigine gore drneklerin
protein degerleri belirlenmistir. Ornek okumalar1 mikroplaka okuyucularda

gergeklestirilip, sonuglar mg protein/g taze agirlik olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3.24. Protein supernatantlariimn mikroplaka okuyucuda okutulmasi

3.2.14. Proteaz aktivitesi

Proteaz enzim Ol¢limii, hiicre dis1 proteaz aktivitesi azocasein tabanli amino
asitlerin ve kiigiik peptitlerin agiga ¢ikmasi esasina dayanarak yapilmistir (Girard ve
Michaud, 2002). Bunun ig¢in, 0.1 gr meyve agirhg 1.5 ml hacmindeki Eppendorf
tiiplerine yerlestirilmistir. Bu tiiplere 50 mM Tris-HCI (pH 8.8) i¢inde hazirlanan %

1’lik (w/v) azocasein ilave edilmistir (hacim, 120 pl).

Meyvelerin hidrolizi igin tiipler oda sicakhiginda 1 saat siire ile inkube
edilmistir. Sonra ortama 300 ul (% 10, w/v) soguk trichloro acetic acid (TCA) ilave
edilerek reaksiyon sonlandirilmistir. Daha sonra 15000 g de 10 dakika santrifuj
isleminden ve ardindan 350 pl supernatant alinarak 300 ul 1 M NaOH ile karistirilip
sonuglar 440 nm mikroplaka okuyucuda (SpectraMax M5, Molecular Devices, USA)

Olctulmiistir ve Agso dak® mg protein‘1 olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3.25. Proteaz 6l¢iimii islemleri A) Proteaz supernatantlarinin flasklara aktarilmasi B)
Proteaz supernatantlarinin mikroplaka okuyucuda okutulmasi

3.2.15. istatiksel analiz

Sonuglar arasindaki farklar One-Way ANOVA yontemi kullanarak Duncan
Coklu Karsilastirma Testi ile analiz edilmistir. Analizler, P<0.05 oldugu durumlar

istatiksel olarak onemli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgulari

Fungal etmenin hastalik mekanizmasi yapilan deneyler sonucunda detayli bir
sekilde incelenerek bu etmenin patojenisite durumu ve elma meyvelerinin hasat
sonras1 dayaniklilik durumlart degerlendirilmistir. Hastalik yapan fungal etmenin
gelisme siiresi, yayllma asamalari, elma meyvelerinde yapmis oldugu fizyolojik,
morfolojik farkliliklar ve kalite kayb1 iizerine etkisi incelenerek hasat sonrasi iiriin
depolama kosullarinda karsilagilacak olasi problemlere ¢oziim bulmayr amaglayan

kaynak bir veri olusturulmustur.

Penicillium expansum fungusunun elma meyvelerinde meydana getirdigi
degisimler incelenmis ve elde edilen deneysel veriler bu boliimde yer alan
cizelgelerde ve sekillerde sunulmustur. Bu boliimde yer alan enfeksiyon oncesi
(koruyucu etki) ve enfeksiyon sonrasi (tedavi edici) yapilan asamalar iki ¢esit elma
meyvesi lizerinde uygulanmis ve meyvelerdeki parametrelerin 6l¢iim gilinlerine gore
degisimleri 6 adet uygulama grubu (negatif kontrol, pozitif kontrol, SA, AY,
SA+AY, fungusit) ayr satirlar seklinde ¢izelgelerde ilk ortalama, son ortalama ve %
kayip olarak sunulmustur. Cizelgelerin tamaminda yer alan SA, AY ve Fngst
kisaltmalar1 sirasiyla salisilik asit, adagayi/act elma yagi ve fungusit muamele

gruplarini temsil etmektedir.

4.1.1. P. expansum’un kullamilan kimyasal maddelere tepkileri

P. expansum fungusunun konidileri PDB ortamina ilave edildikten sonra
gelismesini 3’ncii glinde gozle goriilebilir sekilde gostermis ve 7°nci glinde P.
expansum konidileri PDB ortamini kaplamistir (Cizelge 4.1.). SA uygulamasinda ise
konidial inhibisyon etkisi 7’nci giline kadar devam etmis ancak 7°’nci glinde fungal
gelisim gozlenmistir. Adacayi/aci elma yagr uygulamasinda ise fungal gelisim

inkubasyon siiresince gozlenmemistir. Dogal olarak SA ve AY ilavesinde de fungal
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gelisim yine gozlenmemistir. Yine fungusit uygulamasinda da fungal gelisim
inkubasyon siiresi boyunca gézlenmemistir. Caligmanin steril kosullarda yapildigini
belgelemek i¢in negatif kontrol olarak kullanilan steril PDB ortaminda herhangi bir

fungal veya mikrobiyal gelisim gozlenmemistir.

Cizelge 4. 1. Stv1 PDB i¢inde deneyde kullanilan kimyasallar ve fungal etmenin konidileri ile olusan
soliisyonun P. expansum’a kars1 antifungal etkileri

Giinler
Uygulama Gruplar1
1. Giin 3. Giin 7. Gin
PDB=Negatif kontrol _ _ _
PDB+F=Pozitif kontrol _ + +
FSA=F+SA +

FAY=F+AY

FSAAY=F+SA+AY

FFngst=F+Fngst

PDB: Patates dekstroz broth, F: Fungus, SA: Salisilik asit, AY: Adagayraci elma yagi, Fngst:
Fungusit, +: Fungal misel gelisimi var, —: Fungal misel gelisimi yok

Benzer ¢alisma fungusun miselleri ile de yapilmis olup sonuglar Cizelge 4.2°de
ifade edilmistir. Buna gore PDB ortami ilave edilen fungus miselleri 3’ncili glinde
gozle goriilebilir sekilde ortami kaplamis 7°nci giinde 6nemli gelisme kaydetmistir.
Yine SA uygulamasi 3’ncli giine kadar inhibisyon etkisini gostermis ancak 7’nci
giinde PDB ortam1 fungal misel ile kaplanmistir. Burada konidi ¢aligmasindan farkli
olarak adagayi/aci elma yagi uygulamasinda fungal gelisim 7’nci giinde de
goriilmiistiir. Ancak hem SA hem de AY uygulamasi 7 giin boyunca fungal gelisimin
inhibisyonunda etkili bulunmustur. Fungusit uygulamasi yine konidi deneyinde
oldugu gibi misel gelisiminde de etkili bulunmustur. Yine burada da ortamin
sterilitesini kontrol etmek i¢in PDB ortam1 7 giin boyunca inkubasyona birakilmis ve

herhangi bir fungal veya konidial bir gelisime rastlanmamustir.
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Cizelge 4. 2. Stv1 PDB i¢inde deneyde kullanilan kimyasallar ve fungal etmenin miselleri ile olusan
soliisyonun P. expansum’a karsi antifungal etkileri

Uygulama Gruplari Ginter

1.Giin 3.Glin 7.Glin

PDB=Negatif kontrol _ _ -

PDB+F=Pozitif kontrol _ + +

FSA=F+SA _ _ +

FAY=F+AY _ _ +

FSAAY=F+SA+AY _ _ -

FFngst=F+Fngst _ _ -

PDB: Patates dektroz broth, F: Fungus, SA: Salisilik asit, AY: Adacayi/ac1 elma yag1, Fngst: Fungusit,
+: Fungal misel gelisimi var, —: Fungal misel gelisimi yok

4.1.2. Meyve gorsel degerleri ve meyve biyolojik parametreleri

4.1.2.1. Meyve agirh@

Elma meyvelerin agirliklarinin ilk ve son agirliklar1 ve son meyve agirliginin
ilk meyve agirligina gére % kayb1 hesaplanmig ve sirasiyla koruyucu etki ve tedavi
edici uygulama gruplar1 seklinde iki g¢esit meyvenin agirlik kayiplar1 verilmistir
(Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.). Koruyucu etki (inokulasyon Oncesi) deneme
grubundaki her iki meyve tiirlinde de yasanan agirlik kayb1 benzerlik gostermektedir.
Cizelge 4.3’de goriildiigli izere meydana gelen en fazla agirlik kaybi pozitif kontrol
(Granny Smith = % 4.9, Starking = % 4.2) uygulama grubu olup, en az agirlik kayb1
ise SA+AY (Granny Smith = % 1.5, Starking = % 1.3) uygulama grubundadir.
Negatif kontrol grubunda Granny Smith i¢in % 1.9; Starking i¢in ise % 2.1 olarak
bulunmustur. Bu durumda koruyucu etki olarak kullanilan SA+AY fungal
enfeksiyona ragmen oldukga etkili bulunmustur. Burada SA+AY (% 1.5), AY (%
1.6), negatif kontrol (% 1.9) istatistik olarak pozitif kontrol grubundan farkli
bulunmustur. Fungusit uygulamasinda kayip % 4.7 c¢ikmistir. Bu durum fungusit
konsantrasyonunun fungal inhibisyonu engelleyici diizeyde olmadigini gostermistir
(bu doz tavsiye edilen dozdur).

Tedavi edici (inokulasyon sonrasi) uygulama grubundaki agirlik kaybina

baktigimizda (Cizelge 4.4.) Granny Smith elma c¢esidinin en fazla agirlik kaybi
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gosterdigi uygulama grubu % 5.2 ile pozitif kontrol uygulama grubu, en az agirlik
kayb1 olan grubun % 1.8 ile negatif kontrol grubu oldugu goriilmistiir. Ayrica
SA+AY ise % 2.0 ile agirlik kaybi1 gostermistir. Starking elma gesidinde en fazla
agirlik kayb1 % 4.2 ile pozitif kontrol grubu, en az kayip ise % 1.5 ile SA+AY
uygulama grubu bulunmustur (P<0.05). Negatif kontrol grubunda % 2.4 olarak
goriilmiistiir. Her iki meyve cesidi kiyaslandiginda ise Starking elma ¢esidinin daha
az agirlik kaybettigi kaydedilmistir. Her iki meyve tiiriiniin koruyucu etki grubundaki
agirlik kaybi tedavi edici grupla kiyaslandiginda daha az agirlik kaybi oldugu
goriilmiis elma meyvelerinin inokulasyon oncesi korumanin daha etkili bir koruma

yontemi oldugu goze carpmustir.

4.1.2.2. Meyve ¢api

Koruyucu etki (inokulasyon 6ncesi) deneme grubundaki her iki elma ¢esidi de
meyve cap1 bakimindan incelendiginde Granny Smith elma ¢esidinde meydana gelen
en fazla ¢ap kayb1 % 3.8 ile pozitif kontrol uygulama grubu olup ¢ap kaybinin hig
olmadigr uygulama grubu ise % 0 ile SA+AY dir. Denemedeki diger elma cesidi
olan Starking meyvesinde en fazla meydana gelen ¢ap kayb1 % 2.9 ile pozitif kontrol
grubu, ¢ap kaybmin hi¢ olmadigi uygulama grubu ise % O ile negatif kontrol
grubudur.

Tedavi edici (inokulasyon sonrasi) deneme grubundaki Granny Smith elma
¢esidinde meydana gelen en fazla ¢ap kayb1 % 3.1 ile pozitif kontrol ve % 4.6 ile SA
uygulama grubudur. En az kayip % 0.7 ile negatif kontrol ve % 1.5 ile SA+AY
uygulama grubudur. Starking elma ¢esidinde meydana gelen en fazla ¢ap kayb1 %
4.4 ile SA+AY uygulama grubu, en az kayip % 0.7 ile negatif kontrol grubudur.
Denemede Kkoruyucu ve tedavi edici uygulama gruplarina baktigimizda koruyucu
grubun en fazla ¢ap kaybini pozitif uygulama grubu olusturmus tedavi edici grupta
ise farkli uygulama gruplari olusturmustur. Ayrica hem koruyucu hemde tedavi edici
deneme grubundaki her iki meyve ¢esidinde en az ¢ap kaybinin negatif kontrol grubu
oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.4.).
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Cizelge 4. 3. ElIma meyvelerinin (Granny Smith ve Starking) koruyucu etki uygulama gruplarindaki ilk, son ortalama ve % Kayip agirlik ve ¢ap degerleri

Granny Smith Starking
Uygulama Gruplar1 Agirhk(gram) Cap(cm) Agirlik(gram) Cap(cm)
iIk ort. Sonort. | %Kayip | Ik ort. | Sonort. | %Kayp | Ilkort. | Sonort. | %Kayp | ilkort. | Sonort. | %Kayip

Negatif kontrol 126.2 1238 | 1.9% 6.8 6.8 0.7 156.4 | 153.0 2.1° 7.0 7.0 0
Pozitif kontrol 128.8 122.4 4.9° 6.8 6.5 3.8 163.1 | 156.1 4.2° 7.3 7.1 2.9
SA 123.8 1194 | 35 6.7 6.5 2.3 162.4 | 156.8 3.4° 7.2 7.0 2.2
AY 124.3 122.2 1.6° 6.7 6.6 0.7 152.9 | 150.0 1.8° 7.0 7 0.7
SA+AY 147.8 1455 1.5° 7.1 7.1 0 161.7 | 159.5 1.3° 7.1 7.1 0.7
Fngst 128.1 122.1 4.7 6.8 6.6 2.3 1546 | 149.4 3.3 7.2 7.1 0.7

SA= Salisilik asit, F= Fungus, AY= Adagayi/ac1 elma yag1, Fngst= Fungusit.
Ilk ort. = Uygulama 6ncesi elma meyvelerinin toplanip alinan ortalamasi, Son ort. = Uygulama sonrasi elma meyvelerinin toplanip alinan ortalamasi
*= farkli harfler istatistik olarak 6nemi gostermektedir
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Sekil 4. 1. Enfeksiyon sonrasi koruyucu etki deneme grubundaki elma ¢esitleri A). Koruyucu
etki pozitif kontrol uygulama grubu elma meyveleri (Granny Smith ve Starking), B).
Koruyucu etki SA+AY uygulanmis Starking elma cesidi, C). Koruyucu etki SA+AY
uygulanmis Granny Smith elma ¢esidi
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Cizelge 4. 4. ElIma meyvelerinin (Granny Smith ve Starking) tedavi edici uygulama gruplarindaki ilk, son ortalama ve % Kayip agirlik ve ¢ap degerleri

Granny Smith Starking
Uygulama Gruplar1 Agirlik(gram) Cap(cm) Agirhik(gram) Cap(cm)
iIk ort. Sonort. | %Kayip | Ik ort. | Sonort. | %Kayp | Ilkort. | Sonort. | %Kayp | ilkort. | Sonort. | %Kayip
Negatif kontrol 122.6 120.3 1.8° 6.8 6.8 0.7 165.2 | 161.1 2.4° 7.2 7.2 0.7
Pozitif kontrol 127.1 120.5 5.2° 6.7 6.5 3.1 1575 | 150.9 4.2° 7.1 6.8 3.7
SA 1285 1213 5.5° 6.8 6.5 4.6 166.9 | 162.7 2.5° 7.4 7.2 2.1
AY 123.7 120.8 2.2° 6.7 6.5 3.1 157.9 | 154.7 2.0° 7.1 6.9 2.9
SA+AY 125.1 122.5 2.0° 6.8 6.7 15 173.7 | 171.1 1.5° 7.2 6.9 4.4
Fngst 117.8 1125 4.5° 6.6 6.6 0.7 1555 | 149.1 4.0° 7 6.8 2.2

SA= Salisilik asit, F= Fungus, AY= Adagayv/aci elma yag1, Fngst= Fungusit.
Ilk ort. = Uygulama 6ncesi elma meyvelerinin toplanip alinan ortalamasi, Son ort. = Uygulama sonrasi elma meyvelerinin toplanip alinan ortalamasi
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Sekil 4. 2. Enfeksiyon sonrasi tedavi edici deneme grubundaki SA uygulanmis Granny Smith
elma meyveleri

Sekil 4. 3. Enfeksiyon sonrasi tedavi edici deneme grubundaki SA+AY uygulanmig Starking
elma meyveleri

Sekil 4. 4. Enfeksiyon sonrasi tedavi edici deneme grubundaki pozitif kontrol grubu Starking
ve Granny Smith elma meyveleri
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4.1.2.3. pH

Elma meyvelerinden elde edilen 6zsu (3 ml) 25 ml saf su ile tamamlanarak pH
degeri belirlenmistir. Denemedeki her grubun 1’nci ve 7°nci giinlerdeki pH degerleri
Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da verilmistir. Koruyucu (inokulasyon dncesi) ve tedavi
edici (inokulasyon sonrasi) deneme grubundaki Granny Smith ve Starking elma
cesitlerinin biitiin uygulama gruplarinda genel olarak pH 6l¢iim sonuglar1 azalmistir.
Inokulasyon &ncesi Starking elma gesidinin 6lciilen pH degerleri Granny Smith elma
cesidine gore daha yiiksek degerlerde bulunmustur ve inokulasyon sonrasi Olgiilen
degerlerde Starking elma ¢esidinin pH degerleri genel olarak Granny Smith elma
cesidine gore yine yiiksek degerlerde ciktign goriilmiistiir. Inokule edilmis

meyvelerdeki pH degisimlerinin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu goriilmistiir.

4.1.2.4. Titretable asit (TA)

Denemedeki gruplarin 1°nci ve 7°nci giinlerde elde edilen Titretable asit (TA)
yani titre edilen asit degerlerinde meydana gelen degisimler (Cizelge 4.5. ve Cizelge
4.6.) verilmistir. Koruyucu (inokulasyon oncesi) ve tedavi edici (inokulasyon
sonrasi) deneme grubundaki Granny Smith ve Starking elma g¢esitlerinin negatif
kontrol gruplart haricinde olan biitiin uygulama gruplarinda goreceli olarak ¢ok az bir
yiikselis olmustur. Her iki elma ¢esidinin koruyucu ve tedavi edici gruplarinda
negatif kontrol grubunun TA degerlerinde higbir degisiklik goriilmemistir. Iki elma
cesidini  karsilastirdigimizda ise Granny Smith elma ¢esidindeki uygulama
gruplarinin  TA degerleri Starking elma c¢esidinden daha yiiksek degerlerde

gorilmiistiir.
4.1.2.5. BRIX (Toplam coziinen kat1 madde icerigi)

Elma meyvelerinin brix degerleri refraktometre yardimiyla okunmustur. Elde
edilen meyve oOzsuyu (2 ml) filtreden gecirildikten sonra g¢ikan hacim

refraktometreye yerlestirilerek kirilma indeksi belirlenmistir. Denemedeki gruplarin

I’nci ve 7’nci glinlerdeki brix degerleri (Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.) verilmistir.
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Koruyucu (inokulasyon oOncesi) ve tedavi (inokulasyon sonrasi) edici deneme
grubundaki Granny Smith ve Starking elma gesitlerinin toplam ¢oziinen madde
igerikleri her uygulama grubunda goreceli olarak ¢ok az bir yiikselis gostermistir.
Her iki meyve c¢esidini karsilastirdigimizda Starking elma ¢esidinin inokulasyon
Oncesi ve sonrasinda bulunan brix degerlerinin Granny Smith elma ¢esidinden fazla

oldugu tespit edilmistir.

4.1.2.6. Meyve sertligi

Meyve sertligi penetrometre ile Olcililmiistiir. Elma meyvelerinin ekvatoryal
bolgesinde iki noktadan basing uygulanip dlciilen degerler hesaplanip meyve sertlik
degeri olarak kabul edilmistir. Denemedeki gruplarin 1’nci ve 7’nci giinlerdeki
meyve sertlik degerleri (Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.) verilmistir. Her iki meyve
cesidinin meyve sertlik degerleri ¢cok yakin degerlerde olup inokulasyon isleminden
sonra da yine ayni degerlerde goreceli olarak ¢ok az miktarda artmistir. Elma
meyveleri zamanla su kaybettigi i¢cin meyve etinde sertlik meydana gelmistir.
Denemede kullanmis oldugumuz elma c¢esitlerinin dayanikli gesitler olmasindan

dolay1 bu elma ¢esitlerinde islem sonrasinda yumusama yerine sertlik goriilmiistiir.

4.1.2.7. Meyve ciiriikliigii

Meyve ciirtikliigii hesaplanirken lezyon ¢ap1 0.5 mm’den biiyiik olan meyveleri
clirimiis kabul ederek c¢iirik meyve sayisinin Ol¢glimde kullanilan toplam meyve
sayisina oraninin yiizde olarak karsiligr alinmistir. Meyvelerin ¢lirtikliikk oranlarinin
Ol¢iim giinlerine gore degisimi yiizde olarak (Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.)
verilmistir. Her ki meyve ¢esidinin koruyucu ve tedavi edici deneme gruplarindaki
negatif kontrol uygulama gruplarinda clirlimeye rastlanmamis, pozitif kontrol
uygulama grubunda ise 7’nci giin itibari ile inokule edilen bdlgenin tamamen
¢liriimiis oldugu goriilmiistiir. Ciirlime oranindaki bu degisim istatistik olarak énemli
bulunmustur, P<0.05. Koruyucu ve tedavi edici deneme gruplarindaki her iki meyve
¢esidini karsilastirdigimizda Granny Smith elma ¢esidinde Starking elma ¢esidine

oranla daha fazla meyve clriikliigliniin yasandigi goriilmiis, fungusit uygulanmis
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meyvelerde beklenildigi gibi goreceli bir meyve ¢liriikligii yasanmamistir. Granny
Smith elma ¢esidinin kabuk yapisinin Starking elma ¢esidinden daha ince olmasi ve
meyve etinin daha sulu olmasi dolayisiyla daha fazla ¢iliriime olaymin yasanmasina

neden olmustur.
4.1.2.8. Lezyon capi

Meyvelerin 1°nci ve 7’nci giinlerdeki lezyon c¢aplarinda meydana gelen
degisimler (Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.) goriilmektedir. Elma meyvelerinin
inokulasyon noktasindan periyodik olarak alinmis olan enfeksiyon capi, simptom
indeksi ve meyve clrikliigiinde 6l¢iilen degerle ayni alinarak lezyon gapi olarak
kabul edilip ¢iirimiis bolgenin en yiiksek c¢apina esit alinmistir. Her iki meyve
¢esidinde bulunan negatif kontrol uygulama grubunun hem koruyucu hemde tedavi
edici deneme gruplarinda 7°’nci giine kadar lezyon olugsmamistir. Enfekte edilmis
gruplarda 1°nci giinde enfeksiyon bodlgesinin ¢apina esit alinan lezyon ¢ap1 deneme
stiresi i¢cinde fungusun ilerlemesiyle birlikte her iki elma ¢esidinde de benzer sekilde

artmistir, P<0.05. Bu artis Granny Smith elma ¢esidinde daha hizli ger¢ceklesmistir.

4.1.2.9. Simptom indeks

Simptom indeksin Olgiilmesi i¢cin Zhao ve ark. (2011)’nin uyguladigi
yontemden uyarlanan indeks kullanilmustir. Inkubasyon periyodunun sonunda, elma
meyvelerinde ilk Olglimler hastalik siddetinin olgiilmesiyle baslanmistir. Simptom
indeks yonteminin kullanilmasinda gerekli olan N katsayilarin tespiti lezyon c¢apina
ve ¢iirimiis alanin elma meyvesindeki yiizde (%) oranina bakilarak yapilmistir. Bu
oranlardan elde edilen degere gore N katsayilart segilip simptom indeksi parametre
degerleri tiiretilmigtir. Boliim 3.2.4.°te verilen formiil kullanilarak simptom indeksi
degerleri hesaplanmistir.  Elma meyvelerinin 6l¢iim giinlerine gbére simptom
indekslerinde meydana gelen degisimler (Cizelge 4.5. ve Cizelge 4.6.)
goriilmektedir. Her iki meyve gesidinin koruyucu ve tedavi edici deneme gruplarinda
bulunan negatif kontrol grubunun hesaplanan simptom indeksleri ayn1 kalirken diger
uygulama gruplarinin hepsinde simptom indeksleri artmistir. Bu artig istatistik olarak
onemlidir, P<0.05. Her iki elma ¢esidini karsilastirdigimizda Granny Smith elma

¢esidinin simptom indeksi daha fazla olmustur.
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Cizelge 4. 5. EIma meyvelerinin (Granny Smith ve Starking) koruyucu etki (inokulasyon dncesi) uygulama gruplarinda 1°nci ve 7’nci giinlerdeki pH, TA, BRiX,

meyve sertligi, meyve ciiriikliigii, lezyon ¢ap1 ve simptom indeksi degerleri

Uygulama ) Granny Smith _ Starking _
Gruplarr | GU0er | oi | 1A | BRrix | Meyve | Meyve | Lezyon | Simptom || g | gpix | Meyve | Meyve | Lezyon | Simptom
sertligi | ¢lrtikligii | c¢ap1 indeksi sertligi | ¢urikligt | c¢ap1 indeksi
Negatif 1. Giin 3.8 1.2 7.5 5 0 0 1 4.7 0.6 14 5.5 0 0 1
kontrol | 7.Giin | 3.7 1.2 8 5 0 0 1 4.6 0.6 14.5 5.5 0 0 1
Pozitif 1.Gin | 3.6 1.3 9 5.5 0 0 1 5.7 0.2 14.5 5.5 0 0 1
kontrol | 7.Giin | 3.4 1.6 9.5 6.5 100 4.5 5 55 0.5 16 6.5 100 4.3 5
SA 1.Gin | 3.8 1.6 7 6.5 0 0 1 4.4 0.5 13 5 0 0 1
7.Giin | 3.7 1.6 8 7.5 60 3.8 4 4.2 0.6 14 5.5 100 4.3 5
AY 1.Gin | 3.8 1.3 13 6 0 0 1 5.3 0.5 15 4 0 0 1
7. Giin 3.7 2.2 14.5 6.5 45 2.8 2 5.0 0.6 16 4.5 55 3.5 3.5
SA+AY 1. Giin 4.7 1.0 12 5 0 0 1 4.7 0.5 11.5 4 0 0 1
7. Giin 4.6 2.0 13 5.5 40 2.5 2 4.6 0.6 13 4.5 40 2.5 2
Fngst 1. Giin 4.6 1.3 8 6 0 0 1 4.5 0.2 13.5 4 0 0 1
7. Giin 4.4 1.7 9 7.5 50 3 2.5 4.3 0.5 15 5.5 25 1.3 15

SA= Salisilik asit, F= Fungus, AY = Adagay1/ac1 elma yagi, Fngst= Fungusit
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Cizelge 4. 6. EIma meyvelerinin (Granny Smith ve Starking) tedavi edici (inokulasyon sonras1) uygulama gruplarinda 1°nci ve 7°nci giinlerdeki pH, TA, BRIX, meyve

sertligi, meyve ¢iirikligii, lezyon ¢ap1 ve simptom indeksi degerleri

Uygulama ) Granny Smith _ Starking _
Gruplarr | GU0er | oi | 1A | BRrix | Meyve | Meyve | Lezyon | Simptom || g | gpix | Meyve | Meyve | Lezyon | Simptom
sertligi | ¢lrtikligii | c¢ap1 indeksi sertligi | ¢urikligt | c¢ap1 indeksi
Negatif 1. Giin 3.8 1.6 7.5 6 0 0 1 4.8 0.4 14.5 5.5 0 0 1
kontrol | 7.Giin | 3.7 1.6 8 6 0 0 1 4.7 0.4 15 5.5 0 0 1
Pozitif 1. Giin 4.1 1.3 11 4.5 0 0 1 3.9 0.2 12 4.5 0 0 1
kontrol | 7.Giin | 3.9 1.8 12 5.5 100 4.5 5 3.8 0.4 13.5 5.5 55 3.5 4
SA 1. Giin 3.8 1.6 13 5 0 0 1 4.6 0.5 12.5 4 0 0 1
7. Giin 3.7 2.0 14 5.5 100 4.1 5 4.4 0.6 135 4.5 80 4 4.5
AY 1. Giin 3.5 1.3 9.5 6 0 0 1 4.7 0.2 14 5 0 0 1
7. Giin 3.4 14 10.5 6.5 100 4.3 5 4.4 0.5 15 5.5 60 3.8 4
SA+AY 1. Giin 3.6 1.2 10 5.5 0 0 1 4.8 0.5 15.5 4.5 0 0 1
7.Giin | 3.4 1.3 11 6 60 3.8 4 4.6 0.8 16.5 5.5 50 3.3 3.5
Fngst 1. Giin 3.9 1.3 11.5 5.5 0 0 1 4.9 0.2 10.5 3.5 0 0 1
7. Giin 3.8 14 12.5 6.5 50 3 2.5 4.7 0.3 12 4.3 20 1 15

SA= Salisilik asit, F= Fungus, AY = Adagay1/aci elma yagi, Fngst= Fungusit
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4.1.2.10. RGB ol¢iimii (Red Green Blue)

Denemedeki her bir elma meyvesinin 4 farkli bolgesinden fotograflari ¢ekilmis
ve bunlarin ¢ikan sonuglarmin ortalamalart alimip meyve parlaklik degerleri
hesaplanmistir. Uygulama Oncesi, uygulama sonrasi ve yiizde kayip olarak

hesaplanan degerler (Cizelge 4.7. ve Cizelge 4.8.) gorlilmektedir.

Uygulama o6ncesi ve uygulama sonrasi her iki elma ¢esidinde de renk kaybi
goriilmiis sonuglar Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Koruyucu etki
(inokulasyon oncesi) uygulama grubundaki renk kaybi Starking elma ¢esidinde daha
belirgin olarak goriilmiistiir. Tedavi edici (inokulasyon sonrasi) uygulamada ise yine
renk kayiplar1 géze ¢arpmakla birlikte bu durum Starking elma meyvesinde belirgin
olarak goze carpmistir. Starking elma cesidi inkubasyon sonrasi daha ¢abuk renk

kaybeden ve daha erken matlasan elma ¢esidi olarak géze ¢arpmustir.
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Cizelge 4.7. Elma meyvelerinin (Granny Smith ve Starking) koruyucu etki (inokulasyon dncesi) uygulama gruplarmimn uygulama 6ncesi, uygulama sonrasi ve % Kayip

CIEL*a*b degerleri
Granny Smith Starking
Uygulama Gruplar1 Uygulama 6nc. Uygulama son. %Kayip Uygulama 6nc. Uygulama son. %Kayip
L a b L a b L a b L a b L a b L a b
Negatif kontrol 932 | -6.0 | 17.2 | 918 | -7.1 | 215 | 14 |-189 | -249 | 831 | 94 44 | 758 | 116 | 5.7 8.7 | -23.3 | -29.2
Pozitif kontrol 92.1 | -87 | 251 | 890 | 47 | 200 | 3.4 | 455 | 201 | 823 | 7.9 42 | 772 | 6.9 4.6 6.1 | 13.3 | -11.3
SA 928 | 6.8 | 208 | 870 | 45 | 199 | 63 | 334 | 44 | 823 | 96 52 | 786 | 7.7 6.4 44 | 19.2 | -21.9
AY 922 | 68 | 203 | 90.1 | -59 | 200 | 22 | 124 | 16 | 829 | 838 41 | 764 | 79 5.7 7.8 | 10.0 | -39.5
SA+AY 924 | -6.8 | 19.7 | 883 | -6.4 | 22.7 | 4.4 55 | -1563 | 814 | 75 41 | 761 | 76 6.5 6.4 | -1.2 | -57.1
Fngst 920 | -71 | 201 | 893 | -54 | 194 | 28 | 243 | 36 | 823 | 74 40 | 76.2 | 8.0 5.8 73 | -715 | -44.8

SA= Salisilik asit, F= Fungus, AY= Adacay1/ac1 elma yagi, Fngst= Fungusit

Uygulama 6nc. = Deneme 6ncesi CIEL*a*b tekrarlarinin alinan ortalamasi, Uygulama son. = Deneme sonras1 CIEL*a*b tekrarlarinin alinan ortalamasi
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Cizelge 4.8. Elma meyvelerinin (Granny Smith ve Starking) tedavi edici (inokulasyon sonrasi) uygulama gruplarinin uygulama 6ncesi, uygulama sonrasi ve % Kayip

CIEL*a*b degerleri
Granny Smith Starking
Uygulama Gruplar1 Uygulama 6nc. Uygulama son. %Kayip Uygulama 6nc. Uygulama son. %Kayip

L a b L a b L a b L a b L a b L a b
Negatif kontrol 920 | -7.7 | 20.7 | 905 |-83 |232 |15 -7.8 |-12.0 | 80.0 | 9.7 3.9 78.7 |93 5.4 1.6 4.3 -36.2
Pozitif kontrol 933 | -74 | 211 |893 |-45 |213 |42 388 |-09 |806 |10.2 |46 80.3 | 85 5.8 0.2 16.2 | -26.7
SA 916 |-79 |212 |885 |-48 |20.2 |33 38.2 | 4.7 81.1 | 110 | 47 79.1 | 7.6 52 24 30.9 | -10.0
AY 928 | -7.2 |19.7 |86.7 |-39 |188 |65 452 | 4.4 84.6 |85 3.3 799 | 6.6 5.1 5.5 22.6 | -55.2

SA+AY 915 | -80 |216 |85 |-51 |19.2 |32 36.1 | 112 |80.7 | 112 | 6.2 81.2 | 6.8 6.7 -06 | 389 |-89

Fngst 915 | -7.7 197 |899 |-81 |247 |17 -55 |-252 | 816 |96 5.0 80.0 | 8.4 52 1.9 120 | -34

SA= Salisilik asit, F= Fungus, AY= Adacay1/ac1 elma yagi, Fngst= Fungusit
Uygulama 6nc. = Deneme 6ncesi CIEL*a*b tekrarlarinin alinan ortalamasi, Uygulama son. = Deneme sonras1 CIEL*a*b tekrarlarinin alinan ortalamasi
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4.1.2.11. Dogal enfeksiyon asamasi

Dogal enfeksiyon asamasinda, 2 farkli elma ¢esidi (Granny Smith ve Starking)
bulunmaktadir. Her bir gesitten bir tane elma alinip eskenar tiggen olacak sekilde (5
mm derinlik x 1 mm c¢ap) elmalar hasarlandirildiktan sonra, herhangi bir islem
gormeden bir hafta boyunca oda sicakliginda inkubasyona birakilarak fizyolojik

degisimleri izlenmistir.

Oda sicakliginda dogal enfeksiyona maruz birakilmig olan elmalarda herhangi
bir enfeksiyon goriilmemistir. Her iki elma da dayaniklilik agisindan benzer

karaktere sahip bulunmustur.

Sekil 4. 5. Hasarlandirilmig elma ¢esitlerinin (Starking ve Granny Smith) oda sicakliginda bir
hafta boyunca inkubasyona birakilip dogal enfeksiyon asamasinda fizyolojik
degisimlerinin izlenmesi

4.1.2.12. Dilimlenmis elma meyvelerinin enzimatik esmerlesme takibi

Her bir resimde sol siitunda bulunan Granny Smith elmalarinin, her bir resimde
sag slitunda bulunan Starking elmalarina nazaran daha az karardigi gozlemlendi
(Sekil 3.15.). Elmay1 kestigimizde kesilen yerin hemen kararmasi, fenol birikiminin
gostergesidir ve fenol birikiminin fazla oldugu durumlarda ¢lirimenin yavas oldugu
gorilmistiir. Hizli fenol yigilmasinin (akiimiilasyonunun) hastaligi bloke ettigi
goriilmiistiir. Daha sert korteks ve kabuk yapisina sahip olan Starking elma meyvesi

yaralanma sonucu olusan enfeksiyon’dan dolay1 hizli fenol sentezlemis ve daha hizl
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kararmigtir ama Granny Smith hizli fenol sentezleyemedigi i¢cin daha ge¢ karardigi

gorsel olarak gézlemlenmistir.

Sekil 4. 6. Dilimlenmis elma meyvelerinin enzimatik esmerlesme takibi

4.1.2.13. Muamele edilen meyvelerin proteaz enzim degerleri

Hastalik oncesi koruyucu etki amagli kullanilan SA, AY, SA+AY nin her iki
meyve tizerindeki (Granny Smith ve Starking) etkileri biyokimyasal olarak da
incelenmistir. Buna gore inokule edilmeyen (negatif kontrol) grubundaki meyveler
proteaz enzimi agisindan daha diisiik degerler sergilerken inokule edilmis meyvelerin
fungal kokenli proteaz enzim degerleri yiiksek bulunmustur. Her iki meyve grubu
icinde SA ve AY uygulamalari proteaz enzim degerini diisiirse de SA+AY proteaz
enzim degerini inhibe ederek doku bozulmasini engelleyecek seviyeye ulagmustir.
Proteaz enzimi, proteinlerin pargalanmasi iizerine etkili olan bir enzim oldugu igin
fungal kokenli bu enzimin inhibe edilmesi SA+AY uygulamasi ile inhibe edilerek bu
kombine uygulamanin etkinligi biyokimyasal olarak da teyit edilmistir (Sekil 4.7. ve
Sekil 4.8.).
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4. 2. Tartisma

Denemedeki uygulamalarda P. expansum fungusunun elma meyvelerinin
agirligi tizerine etkisi incelendiginde, inkubasyon siiresinin artmasiyla beraber agirlik
kaybinin da arttigi goriilmiis ve cilirimeye baslayan meyveler daha hizli agirlik
kaybina ugramislardir, P<0.05. Agirlik kayb1 elmada meyve kalitesinin bozulmasina
neden olan 6nemli sebeplerden biridir (Valero ve ark., 2003). Denemede kullanmis
oldugumuz Granny Smith ve Starking elma ¢esidinin koruyucu etki (inokulasyon
oncesi) ve tedavi edici (inokulasyon sonrasi) uygulama grubunda bulunan negatif
kontrol grubunun agirliklarinda 6nemli sayilabilecek bir degisim goriillmemistir. Yedi
giin boyunca elma meyvelerinde meydana gelen agirlik kayiplarindaki artig tizerine
uygulamalarin etkileri incelendiginde koruyucu etki grubunda her iki meyve tiiriinde
de meydana gelen en fazla agirlik kaybi pozitif kontrol (Granny Smith % 4.9,
Starking % 4.2) uygulama grubu olup, en az agirlik kaybi ise SA+AY (Granny Smith
% 1.5, Starking % 1.3) uygulama grubundadir. Her iki meyve ¢esidinde yasanan
agirlik kaybi benzerlik gostermektedir. Tedavi edici (inokulasyon sonrasi) uygulama
grubuna baktigimizda ise Granny Smith elma cesidinde meydana gelen en fazla
kayip % 5.5 ile SA uygulama grubu ve % 5.2 ile pozitif kontrol grubu, en az kayip
ise % 1.8 ile negatif kontrol grubu olmustur. Starking elma ¢esidinde ise en fazla
kayip % 4.2 ile pozitif uygulama grubu, en az kayip % 1.5 ile SA+AY uygulama
grubudur. Uygulamalar karsilastirildiginda enfeksiyon oncesi uygulanan SA+AY
uygulamasinda daha az agirlik kaybinin oldugu goriilmiistiir. SA ile yapilan birkag
benzer ¢aligmada Zheng ve Zhang 2004 yilinda mandarin meyvesinde SA’nin agirlik
kaybmi azalttigini, Tareen ve ark. (2012) ise seftalide agirlik kaybini azalttigini
belirtmiglerdir. Esansiyel yaglar ile yapilan calismalarda, esansiyel yaglarin
antimikrobiyal = (mikrobiyal gelisimi  Onleyici), antioksidan (oksidasyonu
yavaglatici/6nleyici) oldugunu belirtmislerdir (Feng ve Zheng, 2007; Wei ve ark.,
2011; Vitoratos ve ark., 2013).

Denemedeki biitiin uygulamalar meyve caplar1 bakimindan incelendiginde
koruyucu etki (inokulasyon oncesi) deneme grubundaki her iki elma g¢esidinde
meydana gelen en fazla cap kayb1 % 3.8 ile pozitif kontrol uygulama grubu olup ¢ap
kaybimin hi¢ olmadigi uygulama grubu ise % 0 ile SA+AY dir. Denemedeki diger
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elma ¢esidi olan Starking meyvesinde en fazla meydana gelen ¢ap kayb1 % 2.9 ile
pozitif kontrol grubu, ¢ap kaybinin hi¢ olmadigi uygulama grubu ise % O ile negatif
kontrol grubudur. Tedavi edici (inokulasyon sonrasi) deneme grubundaki Granny
Smith elma gesidinde meydana gelen en fazla gap kaybi1 % 4.6 ile SA uygulama
grubu, en az kayip % 0.7 ile negatif kontrol grubudur. Starking elma gesidinde
meydana gelen en fazla ¢ap kayb1 % 4.4 ile SA+AY uygulama grubu, en az kayip %
0.7 ile negatif kontrol grubudur. Denemede koruyucu ve tedavi edici uygulama
gruplarina baktigimizda koruyucu grubun en fazla ¢ap kaybimi pozitif uygulama
grubu olusturmus tedavi edici grupta ise farkli uygulama gruplari olusturmustur.
Ayrica hem koruyucu hem de tedavi edici deneme grubundaki her iki meyve
¢esidinde en az ¢ap kaybinin negatif kontrol grubu oldugu goriilmiistiir. Yapilan
benzer ¢alismalarda, fungusun meyve capinda azalmalara sebep oldugu belirlenmistir

(Leeuwen ve ark., 2002; Bogiang ve ark., 2009; Medina ve ark., 2013).

Meyvelerde yumusama hasat sonrasi kaliteyi etkileyen onemli faktorlerdendir
(Salvador ve ark., 2003; Ozgénen ve Kilig, 2013). Granny Smith ve Starking elma
cesitlerinin meyve sertligi incelendiginde P. expansum fungusunun sertlik iizerine
deneme siiresi boyunca fazla etkisinin olmadig1 belirlenmistir. Aksine meyveler su
kaybettiklerinden meyve etinde sertlik degerleri artmistir. Starking elma ¢esidinin
kabugunun kalin olmasindan dolayr fungus fazla ilerleyemedigi i¢in sadece
yaralanan kisimda yumusama meydana gelmistir. Benzer sonuglar Jurick ve ark.

(2009) tarafindan bulunmustur.

Ikuera ve ark. (2011), elma meyvelerinin P. expansum temasi sonuncunda
zamanla lezyon c¢aplarinda artis oldugunu ve bu artis nedeninin fungusun morfolojik
yapisindan ve elma meyvelerinin bu fungus i¢in iyi bir konuk¢u ortami
olusturmasindan kaynaklandigini belirtmislerdir. Meyve c¢iiriikliigii yiizde oranlarinin
degisimleri, lezyon ¢ap1 ve simptom indeksi parametreleri ile benzer o6zellik
gostermistir. Deneme sonunda her iki meyve ¢esidinin koruyucu ve tedavi edici
deneme gruplarinda bulunan negatif kontrol grubunda c¢iiriimiis kabul edilebilecek
meyve yokken, fungus enfekte edilmis (pozitif kontrol) uygulama grubunda bulunan

meyvelerde P. expansum fungusunun yara yolu ile dokulara enfekte edilmis
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bolgelerinde clirlimeler goriilmiistiir. Fakat bu ¢iirlimeler fungusun ilerlemesinden
kaynakli olmayip dokuya bagli olarak yayilma gostermistir. Fungus gelisimi
goriilmemesine ragmen doku igersinde fungal enfeksiyon etrafinda nekroz olusumu
ve dokuda yumusama goriilmiistiir. Bu durum dokunun nisasta-seker doniisiimiiyle
uyumlu bulunmustur (Sekil 3.22.). Enfeksiyon Oncesi uygulamalarda % meyve
clriikliigii enfeksiyon sonrasi uygulamalarin % meyve ciiriikliiglinden daha az
oldugu ve Starking elma ¢esidinin Granny Smith elma cesidinden daha az ¢iiriidiigi

tespit edilmistir.

Enfeksiyon oncesi (koruyucu etki) ve enfeksiyon sonrasi (tedavi edici) deneme
gruplar1  karsilastirildiginda  enfeksiyon Oncesi gruplarin  simptom indeksleri
enfeksiyon sonrasi gruplarin simptom indekslerine gore daha diisiik ¢ikmistir.
Yapilan benzer bir c¢alismada Miedes ve Lorences (2006)’da P. expansum
fungusunun hasat edilmis irilinlerin depolanmasinda ciiriimelere neden olarak
simptom indeksinin artmasina sebep oldugunu belirtmislerdir. Abay (2017)
calismasinda olusturdugu simptom indeksi degerleri bu calismada elde edilen

simptom indeksi degerleri ile benzer sonuglarda ¢ikmustir.

Deneme sonucunda her iki elma c¢esidinin pH degerlerine bakildiginda
koruyucu ve tedavi edici deneme grubundaki Granny Smith ve Starking elma
cesitlerinin biitiin uygulama gruplarinda genel olarak pH 6l¢iim sonuglar1 azalmistir.
Inokulasyon éncesi Starking elma cesidinin 6lgiilen pH degerleri Granny Smith elma
cesidine gore daha yiiksek degerlerde bulunmustur ve inokulasyon sonrasi dlgiilen
degerlerde Starking elma cesidinin pH degerleri genel olarak Granny Smith elma
cesidine gore yine yiiksek degerlerde ¢iktigi goriilmiistiir. Inokule meyvelerdeki pH

degisimlerinin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu goriilmiistiir.

Meyvelerdeki brix degerlerinin dl¢iim giinlerine gore degisimi Cizelge 4.5 ve
Cizelge 4.6’da verilmistir. Brix degerleri her iki meyve ¢esidinde de istatistik olarak
onemli goriilmemistir. Starking elma ¢esidinin hem koruyucu hem de tedavi edici
deneme grubundaki Olgiilen brix degerleri Granny Smith elma c¢esidinden daha

yiiksek degerlerde bulunmustur. Her iki meyve ¢esidinin koruyucu ve tedavi edici
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deneme gruplarindaki brix degerleri inokulasyondan sonra diisiik oranda artmustir.

Bu artis istatistiksel olarak 6nemsiz goriilmiistiir.

Deneme sonucunda elma meyvelerinde meydana gelen TA degerlerine
bakildiginda koruyucu ve tedavi edici deneme grubundaki Granny Smith ve Starking
elma cesitlerinin negatif kontrol gruplar1 haricinde olan biitlin uygulama gruplarinda
goreceli olarak cok az bir yiikselis olmustur. Bu durum pH sonugclari ile de uyumlu
bulunmustur. Her iki elma ¢esidinin koruyucu ve tedavi edici gruplarinda negatif
kontrol grubunun TA degerlerinde hicbir degisiklik goriilmemistir. iki elma cesidini
karsilagtirdigimizda ise Granny Smith elma c¢esidindeki uygulama gruplarinin TA
degerleri Starking elma ¢esidinden daha ytiksek degerlerde goriilmiistiir.

Dogal enfeksiyona birakilan meyvelerde herhangi bir enfeksiyon goriillmemis
bu durumun elmalarin daynikliligindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Bu ¢aligmada
kullanilinan SA+AY uygulamasinin hassas g¢esitlerden ziyade dayanikli cesitlerde

daha iyi koruma saglayacagi teyit edilmistir.

Granny Smith ve Starking elma ¢esitlerinde koruyucu ve tedavi edici deneme
gruplarinda farkli uygulamalarda uygulanan L*a*b degerleri (Cizelge 4.7. ve Cizelge
4.8.) verilmistir. Uygulama Oncesi ve uygulama sonrasi renk degisiminin &nemli
Olclide degismemesi yapilan uygulamalarin elmalarin kalite ve kantititesi lizerinde
olumsuz bir etkisinin olmadigini teyit etmek icin yapilmistir. Uygulama Oncesi ve
uygulama sonrast her iki elma ¢esidinde de renk kaybi goriilmiis sonuglar Cizelge 4.7
ve Cizelge 4.8’de gosterilmistir. Renk kaybi Starking elma ¢esidinde daha belirgin
olarak goriilmistiir. Starking elma g¢esidi inkubasyon sonrasi daha g¢abuk renk
kaybeden ve daha erken matlasan elma ¢esidi olarak goze carpmustir. Tedavi edici
uygulamada ise yine renk kayiplar1 géze ¢carpmakla birlikte bu durum Starking elma

meyvesinde belirgin olarak goze ¢arpmustir.

Yapilan bu ¢aligmada potasyum iyodiir (KI) uygulanmis elma cesitlerinin

(Granny Smith ve Starking) nisastadan sekere dontisiimleri incelenmistir. Sekere
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doniistim olay1 patojenler i¢in 6nemli enfeksiyon baslangici oldugundan enfeksiyon
hizlar1 da seker orami ile test edilebilmektedir. Bu ¢alismada, depo kosullarinda
muhafaza edilen elma meyvelerinin 6nemli derecede bir seker doniisiimiiniin
olmadig1 ve uygulanan SA ve AY uygulamalarinin da bu doniistimii hizlandirmadig
goriilmistiir. Bu durum, patojenlerin bulundugu (enfekteli alan) alanlarda patojenin

bloke edilmesi i¢in dnemli bir uygulama olarak degerlendirilmistir.

Her iki uygulamanin (SA+AY) meyvelerdeki proteaz enzim seviyesini
diisiirmesi savunma mekanizmasinin harekete gegtiginin ve mikrobiyal inhibisyonun
saglandigini gdstermistir. Benzer bulgular, Karmous ve ark. (2012) ve Dikilitag ve
ark. (2018) tarafindan da ifade edilmis olup proteaz enzim seviyesinin yiiksekligi ile

patojen virulensi ve konuk¢u dokununun savunmasi arasinda iliski bulunmustur.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Niifus yogunlugunun hizla artmasi, diinya genelinde degisen ve gelisen yasam
sartlart dogrultusunda tiiketicilerin “sagliklt beslenme” algisinin artmasiyla birlikte
tireticilerin ve gida arastirmacilarinin insanlarin saglikli beslenmelerini saglayacak
gerekli arastirmalara daha ¢ok yonelmelerini saglamistir. Tiiketicilerin isteklerinin
karsilanabilmesi amaciyla gida endiistrisinde kullanilan ve gelistirilen bir ¢ok yeni

teknoloji bulunmaktadir.

Bircok calismada gidalarin korunmasi i¢in kullanilan kimyasallarin ve yapay
koruyucularin kullanimin1 azaltarak yeni alternatif dogal koruyuculara dogru
yonelinmektedir. Yapilan arastirmalarda bircok mikroorganizmaya karsi gilicli
antibakteriyel etkisi olan ve bitkilerden elde edilen ugucu (esansiyel) yaglarin
kullanimi 6nem kazanmustir. Esansiyel yaglar gida endiistrisi ve bir¢ok endiistri
tarafindan kullanilan kokulu ve kokusuz madde veya maddelerin karisimi olan ve
normal kosullar altinda ugucu bulunan saf bilesiklerdir. Esansiyel yaglar

antimikrobiyal 6zellik gosterdiklerinden gidalari koruma amaci ile de kullanilirlar.

Hasat sonrasi hastaliklar meyve kalitesini diisiirlir ve meyve depolama siiresini
sinirlar. Bu c¢aligma ile elma meyvelerinin muhafazasina yonelik olusabilecek
muhtemel problemlere karst SA ve adacayi/act elma yagi kullanilarak depolanmis
tiriinlerdeki iiriin kaybini azaltmak amaciyla, uygun SA ve adagayi/act elma yagi
konsantrasyonunu belirleyip bu dozu enfeksiyon oncesi ve enfeksiyon sonrasi elma
meyvelerinde kullanarak SA ve adagayi/act elma yagmin koruyucu ve tedavi edici
Ozelliginin olup olmadigi arastirnlmistir ve belirlenen uygun dozdaki SA ve
adagayi/act elma yaginin dogal enfeksiyona karsi koruyucu ve tedavi edici etkiye

sahip olup olmadig1 belirlenmistir.
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P. expansum fungusunun hasat sonrasi iki farkli elma ¢esidi (Granny Smith ve
Starking) tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu g¢alismada agirlagtirilmig siddetli
enfeksiyonun etkisinden kurtulmak i¢in koruyucu ve tedavi edici yontem
kullanilmistir. Enfeksiyon 6ncesi (koruyucu etki) uygulama grubunda her iki meyve
cesidinin agirlik ve ¢ap kaybr bakimindan benzerlik gosterdigi ve her iki grupta da en
fazla agirlik ve cap kaybinin pozitif kontrol grubu, en az kaybin ise SA+AY
uygulama grubu oldugu goriilmiistiir. Enfeksiyon sonrasi (tedavi edici) uygulama
grubunu inceledigimizde iki cesit elmanin en fazla ve en az kayiplarinin farkh
uygulama gruplarinda meydana geldigi gézlemlenmistir. Enfeksiyon sonrast Granny
Smith ¢esidinde en fazla agirlik ve ¢ap kaybinin SA uygulama grubu oldugu, en az
agirlik ve cap kaybinin ise negatif kontrol grubu oldugu goriilmiistiir. Enfeksiyon
sonras1 Starking meyve cesidinde agirlik ve ¢ap kayiplar farkli uygulama gruplar
olup, agirlik olarak en fazla kayip pozitif kontrol grubu en az ise SA+AY uygulama
grubudur.

Yapilan bu calismada kullanilan kimyasallar ile fungus kismen inhibe
edilmistir, fakat meyvenin hasar1 durdurulamamistir. Fungal miselyal gelisim
goriilmemesine ragmen ve sporulasyon artmamasina ragmen inokule edilen yarali
bolgelerde doku ciirlimesinin dokudaki dejenerasyondan ileri geldigi goriilmiistiir.
Fungal gelisim olmamasina ragmen doku igersinde fungal enfeksiyon etrafinda
nekroz olusumu ve dokuda yumusama goriilmiistiir. Fungusun gelisimini durdurmak,
sporulasyonunu azaltmak hastaligi engellemede 6nemli etken olarak goriilmemistir.
Ciinkii enfeksiyon yara olan bolgelerde yapildigi icin bu bolgelerin nekrozu zaman
icersinde artmustir. Ancak yara olmayan yada hasarli yiizeye sahip olmayan elma
meyvelerinin  koruyucu kimyasallar ile (SA+AY) meyvenin raf Omriiniin

uzatilabilecegi gosterilmistir.

Elmalar dalindan koparildiktan sonra bile bilyiliyebilen olgunlasabilen
Klimakterik meyvelerdir. Yani olgunlagsmasina devam edebilirler. Bu 6zelliklerinden
dolayr SA myvenin savunma mekanizmasini aktif hale getirirken AY uygulamasi
fungal inhibisyon iizerinde etkili bulunmus. Her iki uygulamanin kombine edilmesi

meyvelerde protein sentezini arttirarak proteaz enzim seviyesini diisiirmede etkili
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bulunmus bu durum elmanin raf Omriinii arttirmistir. Inokulasyonun yaral
bolgelerden yapildigi disiiniildiiglinde ve SA+AY uygulamasinin etkin oldugu
gortldiigiinden, SA+AY uygulamasinin saglam meyveler iizerinde denendiginde

daha etkin sonug verebilecegi teyit edilmistir.

SA iyl bir inhibitér ve savunma mekanizmasini arttiran iyi bir sinyal
molekiiliidiir. SA fungusun gelisimini azaltarak yapilan ¢aligmada kontrol
grubundaki meyvelerde olan saglamlig1 devam ettirmektedir. Dolayisi ile hem fungal
gelisimi inhibe etmesi hem de AY uygulamasi ile mikrobiyal gelisimin engellenmesi
ve oksidasyonun yavaslatilmasi 6zelliklerinden dolayr elmalarda hem kalite hem de
kantite kayb1 pestisit kullanmadan hatta pestisit uygulamasina kiyasla ¢ok daha etkin

bulunmustur.
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