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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

BUGDAY LEKE HASTALIGI [Zymoseptoria tritici (Desm. Quaedvlieg &
Crous)]PATOJENININ FARKLI iZOLATLARININ BiYOKIMYASAL OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

Nevzat KILINC

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damisman : Dog. Dr. Murat DIKILITAS
Yil: 2018, Sayfa: 68

Bu arastirma, 2016-2017 yillar1 arasinda Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Labaratuvarlarinda
yiriitiilmiistiir. Patojenin sicaklik stresi altindaki fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri incelenmistir.
Gelecekte sicakliga karst gelistirilecek dayanikli bugdaylar icin patojenin viriilenslik durumu ortaya
cikarilmigtir. Calismada materyal olarak bugday septoria yaprak leke hastaligi [Zymoseptoria tritici
(Desm. Quaedvlieg & Crous)] fungusuna ait 4 izolat ve farkli sicaklik degerleri (4-, 15-, 25-, 30-,
35°C) kullanilmistir. Denemeler PDA ortamlar1 kullanilarak 4 tekerriirlii olarak kurulmustur. Kontrol
grubu olarak 25°C deki sicaklik degeri kabul edilmistir. Fungusa ait fiziksel parametre olarak, birim
alandaki spor yogunlugu, miselyal gelisim, renk degisimi ve birim hacimdeki spor sayisi
incelenmistir. Biyokimyasal parametre olarak protein, prolin, proteaz, melanin ve malonadialdehit
(MDA) olgilmustir. Farkli sicaklik degerlerine maruz birakilan fungus izolatlar1 sicaklik
degisimlerinden etkilenmistir. Sicaklik optimum degerlerden uzaklastikga patojenin birim alandaki
spor yogunlugu, ortalama biiylime ¢ap1 ve birim hacimdeki spor sayisinda azalma olmustur (P<0.05).
Yiiksek sicaklikta (30-, 35°C) patojene ait protein miktari azalmus, prolin, proteaz, melanin ve
malonadialdehit (MDA) degerlerinde ise artis olmustur (P<0.05). Buna bagli olarak fungusu izolatlar1
arasinda gelisme farkliliklar1 olustugu saptanmistir. Patojenin CU100StA4 nolu izolati birim alandaki
spor yogunlugu, ortalama biiyiime ¢api, birim hacimdeki spor sayis1 ve iirettigi proteaz miktar: diger
izolatlardan yiiksek ¢ikmigtir. Patojenin CU107StH110 nolu izolatimin prolin, melanin ve
malonadialdehit degerleri, diger izolatlardan daha yiiksek ¢ikmustir. Bu ¢alisma ile fungusun proteaz
enzim {retimi ile misel uzunlugu, protein ve prolin degerleri arasinda pozitif bir iliski oldugu
degerlendirilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Zymoseptoria tritici, sicaklik, proteaz, melanin, malonadialdehit (MDA
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DETERMINATION OF BIOCHEMICAL PROPERTIES OF DIFFERENT ISOLATES OF
WHEAT BLOTCH DISEASE [Zymoseptoria tritici (Desm. Quaedvlieg & Crous)]
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This research was conducted in Laboratory of Faculty of Agriculture in Harran University between
2016-2017. The physiological and biochemical characteristics of the pathogen under heat stress were
investigated. The virulence of the pathogen was revealed for durable wheat generation at global
warming conditions. In this work, 4 isolates which belong to Zymoseptoria tritici and different
temperature values (4-, 15-, 25-, 30-, 35°C) were used as materials and methods. Trails were
established with 4 replicates at PDA culture conditions. Spore density in a unit area, mycelial
development, color change and spore number in a unit volume were observed as physical parameters.
Protein, proline, protease, melanin and malondialdehyde (MDA) were measured as biochemical
parameters. The fungal isolates, exposed to different temparature regimes, were affected by
temperature changes. When the temparature value were away from the optimal degree, e.g. a
significant reduction in the spore density in a unit area, the average mycelial growth and the spore
number in a unit volume of the pathogen (P<0.05) were evident. At high temperature, the amount of
protein of the pathogen was decreased and the amount of proline, protease, melanin and MDA of the
pathogen had increased (P<0.05). Therefore, differences in the development were evident between the
fungal isolates. The spore density in a unit area, the average mycelial diameter, the spore number in a
unit volume, and the protease activity of the CU100StA4 isolate of the pathogen was higher than those
of values in other isolates. The proline, melanin and MDA values of the CU107StH110 isolate of the
pathogen was higher than those of other isolates. The positive relation between the enzyme activity
and protein, proline and mycelial growth were established.

KEY WORDS: Zymoseptoria tritici, temperature, protease, melanin, malondialdehyde (MDA)
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1. GIRIS

Onemli kiiltiir bitkilerinden olan bugday, tek yillik bir bitki olup, her tiirlii
iklim ve toprak kosullarinda yetisebilecek ¢ok sayida cesitlere sahip olmasi
nedeniyle, diinyanin hemen her tarafinda yetistirilmektedir. Diinyada en fazla iiretimi
yapilan ve tiiketilen tarimsal {irlin ve diinya iizerindeki milyarlarca insanin gida
giivenligi i¢in en temel kaynaklardan biri konumundadir. Diinyada bugday agisindan
en biiyiik tiretimi AB ilkeleri ile Cin, Hindistan, ABD, Rusya, Pakistan, Misir ve
fran gibi iilkeler gerceklestirmektedir. Diinyadaki bugday iiretimi 2015/2016 sezonu
icin 736 milyon ton olmus ve 2016/2017 sezonunda 754 milyon ton olarak
gerceklesmistir (Anonim, 2017). Tirkiye’de yaklagik 2.9 milyon isletme, bugday
tiretimi yapmaktadir. Tirkiye’nin hemen her yerinde yetistirilen bugday, toplam
tarim alanlarinin % 26.5’ini olusturmakta, 2006’da 8.49 milyon hektar olan bugday
alani, 2014°te 7.91 milyon hektar olmustur. Tiirkiye’nin yillik bugday tiiketimi 2014
yilinda 17.5 milyon ton iken, bu miktar 2016 yilinda 18 milyon ton diizeyine
ulagmistir (Anonim, 2017).

Bugdaylarda iiriin kayiplarina neden olan fungal hastaliklar vardir. Bunlar;
stirme hastalig1 (Tilletia foetida), tahil kiillemesi (Erysiphe graminis), septorya
yaprak lekesi (Zymoseptoria tritici), kahverengi pas (Puccinia recondita), bugday
kara pasi (Puccinia graminis f. Sp. tritici), sar1 pas (Puccinia striiformis), bugday
rastigi (Ustilago nuda), kok ve kokbogazi ¢iiriikliigii (Fusarium spp., Bipolaris
sorokiniana (Sacc.), Rhizoctonia spp., Pseudocercosporella herpotrichoides Ggt.)
seklindedir (Allioui ve ark., 2014).

Bugdaylarda iiriin kayiplarina neden olan septoria yaprak lekesi hastaliginin
Afrika, Avrupa, Yakin Dogu, Asya, Avustralya ve Orta Amerika'da yaygin oldugu
ve zaman zaman epidemi yaptig1 bildirilmektedir. Hastaligin fazla goriilmesi yags,
agir gece cigleri, bliyime mevsiminde uzun sis peryotlarinda hastalik siddeti

artmaktadir. Bu kosullarda agir enfeksiyonlarm ve iriin kayiplari meydana
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gelmektedir. Yiiksek nemin yaninda hastaligin salgin hale gecmesinde, monokiiltiir
halinde entensif bugday iiretiminin yapilmasi, kisa sapli ve yiiksek verimli bugday
varyetelerinin kullanilmasi etkili olmaktadir. Z. tritici, bugday verim oranini % 30 ila
50 azaltmakta, (Goodwin ve ark., 2011) ve bu nedenle, kiiresel gida giivenligi igin bir
tehdit olarak goriilmektedir (Sidhu ve ark., 2015).

Zymoseptoria tritici hastaliginin Tirkiye'de yaygin oldugu, Bremer ve ark.
(1948), Iren (1962) tarafindan agiklanmistir. Ulkemizin biitiin bdlgelerinde yaygin
oldugunu saptayan Bora ve Karaca (1974) s6z konusu hastaligin, uygun kosullarda,
duyarli ¢esitlerde Onemli kayiplar Yyapabilecek potansiyele sahip oldugunu
bildirmislerdir. Yabanci kokenli bugday cesitlerinde bu hastaligin énemli oldugu
Saydam ve ark. (1974) tarafindan belirlenmistir. Son yillarda yabanci kokenli bugday

¢esitlerinin tiretimi ile hastalik 6nemini daha da arttirmastir.

Bugday septoria yaprak lekesi hastaligi (SYLH) kislik bugdaylarda %40'lara
varan diizeylerde iiriin kayiplarina neden olur. Bu hastalik ile miicadelede bir¢ok
koruyucu fungisit Onerilmesine karsin, pratikte ekonomik degildir. Bu nedenle

kiltiirel 6nlemlerin yani sira dayanikli g¢esitlerin yetistirilmesi en etkili yontemdir

(Torriani ve ark., 2009).

Markevicius (1996), Septoria cinsine ait 2000’den fazla tiiriin diinya geneline
yayllmis oldugunu bildirmesine ragmen, Kirk ve ark. (2001) bu saymnm 1000
oldugunu bildirmistir (Cizelge 1.1). Septoria ile ilgili ilk veriler 1950 yillarinda par¢a
parga mikoloji dokiimanlarinda yer almistir (Bremer, 1948). Ulkemizde ilk olarak
1953 yilinda iki tiirii (S. adanensis ve S. falcariicola) belirlenmistir (Punithalingam
ve ark., 1965).
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Cizelge 1.1. Septoria’ya ait tiirler ve konukg¢ular1 (Selguk ve ark., 2009)

Fungus

Konukcu

Septoria aciculosa Ellis &
Everh.

S. adanensis Petr.

S. alliicola Baumler

S. alhaginis Szemb.

S. ampelina Berk. & M.A.
Curtis

S. anchusae Syd.

S. anemones Desm.
S. apiicola Speg.
S. berberidis Niessl

S. bromi Sacc.

S. cannabis (Lasch) Sacc.
S. carthami Murashk.

S. castaneicola Desm.

S. catariae Bubak

S. cercidis Fr.

S. chelidonii Desm.

S. cirsii Niessl

S. clematidis Roberge ex
Desm.

S clematidis-flammulae
Roum.

S. convolvuli Desm.

S. cornicola var. cornicola
Desm.

S. cucurbitacearum Sacc.
S. cyclaminis Durieu &
Mont.

S. dianthi Desm.

S. didyma Fuckel

S. dimera Sacc.

S. dulcamarae Desm.

S. ebuli Roberge ex
Desm.

S. elaeagni
Desm.

. euphorbiae Kalchbr.
. gladioli Pass.

. guepini Moesz

. hederae Desm.

. intybi Pass.

. lactucae Pass.

. lamii Pass.

. linariae H. C. Greene

(Chevall.)

[ RONOREORONONON)]

Fragaria sp.

Chrysanthemum indicum L.

llium scorodoprasum L. subsp.

rotundum(L.) Stearn.
Alhagi camelorum Fisch.
Vitis vinifera L.

Anchusa arvensis
Bieb.,A. azurea Miller
Anemone narcissiflora L.
Apium graveolens L.
Berberis crataegina DC.,B.
vulgaris L.

Bromus racemosus L.
Cannabis sativa L.

Carthamus tinctorius L.
Castanea sativa Miller

Nepeta cataria L.

Cercis siliquastrum L.
Chelidonium majus L.

Cirsium arvense (L.) Scop.
Clematis cirrhosa L.

(L)

Clematis flammula L.

Convolvulus arvensis L.
Cornus sanguinea L.

Cucurbita sp.
Cyclamen hederifolium Aiton

Dianthus sp.

Salix alba L.

Silene dichotoma Ehrh.
Solanum dulcamara L.
Sambucus ebulus L.

Elaeagnus angustifolia L.

Euphorbia macroclada Boiss.
Gladiolus sp.

Euphorbia sp.

Hedera helix L.

Cichorium intybus L.

Lactuca serriola L.

Lamium amplexicaule L.
Linaria sp

Cilekgiller
Kasimpati
Yilan sarmisagi

Devedikeni

Asma

Tarla Sigirdili
Dugun cicegi
Kereviz
Karamuk

Salkim Kilcan
Kenevir

Aspir
Kestane
Kedinanesi
Erguvan
Kirlangicotu
Kdygoguren

Bahar sarmasigi

Hamilmiskin
Tarla sarmasigi
Kiren
Kabakagiller
Kandilkoki

Karanfilgiller
Aksogut
Catalakil
Sofur

Murver otu

igde

Neblil

Kiligotu
Sutlegen

Duvar sarmasgigi
Hindiba
Esekhelvasi

Baltutan
Nevruzotu
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Bugdayda septoria yaprak leke hastaliginin (Z. tritici) taksonomik siniflandirmasi
asagidaki gibidir.
Alem: Eumycota
Sube: Ascomycota
Sinif: Loculoascomycetes
Takim: Dothideales
Familya: Mycosphaerellaceae
Cins: Mycosphaerella
Tiir: Zymoseptoria tritici
Eseyli donemi Zymoseptoria tritici [(Desm.) Quaedvlieg & Crous 2011]’dir. Eseysiz

donemi Septoria tritici’dir (Cunfer ve ark., 1999).

Z. tritici’nin bugdaydaki ilk belirtileri genellikle topraga temas eden alt
yapraklarda klorotik lekeler olusmasi seklindedir (Sekil 1.1). Bu lekeler daha sonra
diizensiz lezyonlara doniisiir. Bu lezyonlar igerisinde piknitler olusur. Nemli
kosullarda piknitlerden jelatinimsi yapida spor kitleleri ¢ikar ve etrafa dagilir.
Piknitler genellikle kahverengi kiiresel ve 100-200 um ¢apindadir. Uygun kosullarda
hastalik {ist yaprak, sap ve basaklarda da belirti gostermeye baslar (Medini ve
Hamza, 2008).
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Sekil 1.1. Z.tritici’nin bugday yapraginda ve bagaktaki goriiniimii (Agrios, 2005)

Hastalik etmeni, asir1 glibreleme yapilan ve genis yaprak olusturan gesitlerin
yetistirildigi yerlerde onemli {iriin kayiplarina neden olmaktadir. Ana konukgusu
bugday olmakla beraber arpa ve cayir bitkilerinde de goriilmektedir. Aniz, tohum,
kendigelen bugday ve bugdaygil yabanci otlar fungal etmenin inokulum kaynaklarini
olusturmaktadir (Kurt, 2016).

Z. tritici’'nin yasam dongiisii Sekil 1.2.’te gorildigi gibi ilkbaharda
pikniosporlar yagmur, ¢ig ve sulama suyu ile nemlenen piknitlerden disar1 ¢ikar.
Pikniosporlar ya dogrudan ya da ¢im tiipii bazende stomalardan bitkinin yaprak sap
ve basaklarini enfekte etmeye baslar. Daha sonra nekrotik lekelerin olugmasi ile
toplu igne basi biiyiikliigiinde piknitler meydana getirirler. Piknitlerden ¢ikan
pikniosporlar tekrar etrafa dagilarak ikincil enfeksiyonlar1 olustururlar. Yaz sonu ve
sonbaharda peritesyumlarda olusan askosporlar hava ile etrafa dagilirlar. Kis1
hastalikl1 bitki artiklari, tohum veya enfekteli bitkiler {izerinde piknit veya miselyum
halinde gegirirler (Agrios, 2005).
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Bugday yaprak, gbvde, kin ve tohumlar Gzerinde koyu lekeler benelder geligir.
Tum organlarda piknitler olugur ve yeni konidiler caz:" -

Sekil 1.2. Z. tritici yasam dongiisii ve biyolojisi (Eyal ve ark., 1987)

Z. tritici'nin vejetatif biiyime bi¢imleri ii¢ kategoriye ayrilir. Bunlar,
makropiknidiosporlar, mikropiknidiosporlar ve tek hiicreli yapilardir.

Makropiknidiosporlar, labaratuvar kosullarinda yetistirilen en yaygin hiicre
tipidir. Makropiknidiosporlar, 4-8 uzun hiicreden olusan ¢ok hiicreli yapilardir. Bu
cok hiicreli yap1 icindeki bireysel hiicrelerde, 1.5-3.5 pm genisliginde ve 40-100 pm
uzunluga kadar morfolojik varyasyon goriiliir. Makropiknidiosporlar, polar ug
biiyiimesi ile ince hifleri olusturmak i¢in ¢imlenirler (Wiese, 1987). Bu morfojenik
gecis, besin yoksunlugu ve sicaklik artisini takiben sivi kiiltiirde tetiklenebilmektedir

(Motteram ve ark., 2011).

Mikro-piknidiosporlar 1-110 pm genisliginde ve 5-10 pm uzunlugunda
hiicrelerden olugmaktair. Tek hiicreli yapilar ise, hif veya makro-piknidiosporlardan

lateral tomurcuklanma ile olusur. Bu nedenle, "maya benzeri" biiyiime bi¢imi



1. GiRiS Nevzat KILINC

tanimina uyarlar. Hem makro, hem de mikro piknidiosporlar dormant halde
piknidlerde olusur. Nemli ve yagish havalarda etrafa dagilirlar (Mehrabi ve ark.,
2006).

Birkag biiyiime formunda vejetatif olarak biiylime kabiliyeti, bir¢cok patojenik
fungusun karakteristik 6zelligidir ve hifsel biiyiimesi konuk¢u dokusunun istilasi igin

On sart teskil etmektedir (Guo ve ark., 2008).

Z. tritici, 21 kromozom tasir (Goodwin ve ark., 2011). Bu kromozomlardan en
kiiciik yapida olan 8 tanesi mayoz biiliinme safhasinda dagilmakta ya da kayip
edilmektedir. Bu duruma ‘dagilabilir, gereksiz veya elzem olmayan kromozomlar’
denilmektedir. Bazi vahsi iklarinda s6z konusu dagilabilir koromozamlar yer
almamaktadir. Diger patojen mantarlarda, dagilabilir kromozomlar, patojenisite ile
ilgili genleri tasir (Han ve ark., 2001; Hatta ve ark., 2002). Z. tritici'deki dagilabilir
kromozomlar, tekrar eden elementlerin sayisini arttirmakta (Dhillon ve ark., 2014) ve
daha hizli bir evrimsel degisim oran1 gostermektedir (Stukenbrock ve ark., 2011).
Boylece, dagilabilir kromozomlar fungisit direnci ve stres gibi kosullara kars1 hizli
bir adaptasyon saglar (Torriani ve ark., 2009). Bununla birlikte Z. tritici'deki
dagilabilir kromozomlarin biyolojik rolii hala tamamen agiklanamamistir (Steinberg,

2015).

Kiiresel 1sinmanin, tarim tizerindeki kotii etkileri her yil biraz daha artmaktadir.
Degisen sicaklik degerleri tarim triinleri tizerinde bir stres faktorii olarak kendini
gostermekte ve olusan yeni kosullara kars1 daha dayanikli bitkilerin gelistirilmesini
kaginilmaz kilmaktadir. Benzer sekilde bitki patojenleri de degisen sicaklik
degerlerinden etkilenmekte ve bir sekilde adaptasyon saglayip bitkileri
hastalandirmaya devam etmektedirler. Bitkilerle ayni stres kosullarina maruz kalan
bitki patojenlerinin yapilarinda ne tiir biyokimyasal degisimler gecirdigi Onem

kazanmaktadir.

Diinyada ve ililkemizde oOnemli bir besin kaynagi olan bugday bitkisinde

hastaliga neden olan s6z konusu patojenin biitiin yonleriyle ele alinmasi ve ¢esitli
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stres faktorleri karsisindaki biyokimyasal tepkilerinin belirlenmesi, ileride hastalikla
miicadelede kullanilacak yoOntemlerin belirlenmesinde kolaylastirict  bir etkisi

diisiiniildiiglinden bu arastirma yapilmistir.

Bu caligmada patojen sicaklik stresine maruz birakilarak, fizyolojik gelisiminin
yani sira biyokimyasal tepkileri incelenmis, patojenin sicaklik stresinde
gosterebilecegi tepkiler belirlenmistir. Bu c¢alisma ile ileride sicaklik stresine
dayanikli bugday bitkileri gelistirildiginde, patojenin sicaklik kosullarinda sergiledigi
davraniglar belirlenmis olup patojenin virtilenslik durumu ortaya konmustur. Dolayisi

ile patojen 1rklari ile miicadelede 6nemli veriler elde edilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Kema ve Annone (1991), Z. tritici’'ye ait 26 tane izolat ile patojenin farkli
ortamlar tzerindeki gelismelerini incelemislerdir. In vitro kosullarda, ortamlar
lizerinde maya benzeri biliylime gosteren izolatlar piknit olusturmamasina ragmen
misel biliylime gosteren izolatlarda piknit {retiminin daha fazla oldugunu
bildirmislerdir. Izolatlar1 siirekli karanlik ortamda gelismeye biraktiklarinda da
benzer sonuglar elde etmislerdir. Bununla birlikte PDA ortaminda gelismeye
birakilan izolatlarm V-8 Agar ortami ve Bugday Yaprag: Oziitii ortamlarina gore de

1yi bir misel gelisim ve piknit iiretimi sagladigini bildirmiglerdir.

Cooke ve Gareth (2009), Septoria nodorum ve Z. tritici etmenleri ile ilgili
Czapek Dox V8 agar ortaminda, siirekli ultraviyole 1sinlarina ve siirekli karanlik
peryot olmak tizere iki kosuldaki sporulasyonlarini incelemislerdir. Her iki patojenin
UV altinda sporulasyonunda artis oldugunu ve her iki patojenin Czapek Dox V8 agar
ortaminda seckin koloniler olusturdugunu bildirmislerdir. Bu da hem agar alt
kiiltiirlerinin hem de hastalikli materyal izolatlariin kolay tanimlanmasini

sagladigini bildirmislerdir.

Chungu ve ark. (2001), iki ekmeklik (Katepwa ve Lacos-78) ve iki makarnalik
(ACMelita ve Kyle) bugdayin ¢imlenme asamasinda, Z. tritici’nin inkiibasyon
sicakligi, inokulum, spor yogunlugu ve yaprak islaklik siiresi iizerindeki etkilerini
inceleyen bir ¢alisma yapmislardir. Bu ¢alismanin sonucunda giizlilk bugdaylardaki
Z. ftritici icin inkiibasyon sicakliginin 15-22 santigrat derece ve inokulum
kontsantrasyonu olarak 1x107 spor ml™? yeterli oldugunu ve piknit olusumu igin 72
saat yaprak 1slaklik stiresinin gerekli oldugunu 6nermislerdir. Bu nem igeren siirenin
uzamasi fungal enzimlerin iretilmesi i¢in kritik bir asama olarak tespit edilmistir.
Fungal etmenler iirettikleri enzimler ile konukgular {izerinde doku bozulmalarina ve

hasara yol agarlar. Bu enzimlerden en 6nemlisi proteazlardir.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0007153670800341
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Valueva, ve ark. (2004), Pyrenopeziza brassicae’nin patojenik ve patojenik
olmayan izolatlar1 {izerinde yapilan c¢alismalarda hiicre dig1 proteaz aktivitesinin

patojenisite derecesi {izerinde belirleyici oldugunu bildirmislerdir.

Redman ve Rodriguez (2002) ekstraselliiler enzimler, fitopatojenik funguslarin
patojenisite ve virlilensinde onemli bir rol oynadigini belirtip Colletotrichum
coccodes'in ¢esitli izolatlarinin, domates tizerinde antraknoza neden oldugunu
belirtmiglerdir. Etmenin proteaz aktivitesi ve virlilensligi arasindaki iliskiyi
belirlemeye ¢alismislardir. Ekstraseliiler proteaz aktivitesi ile bitkilerde meyve ve
6lim hastaliklarinin simptomlarinin baglamasi arasinda dogrudan bir iligski oldugunu
gozlemlemislerdir. Bu sonuglar, ekstraselliiler proteaz aktivitesinin, Colletotrichum
coccodes'in patojenisite ve viriilens igin gerekli oldugunu ve proteaz aktivitesinin
ortadan kaldirilmasimin Oldiiriicii bir patojeni, patojenik olmayan bir etmene

doniistiirdiigiinii ileri stirmiiglerdir.

Maccheroni ve ark. (2000) bitkilerde antraknoza neden olan Colletotrichum’un
cesitli tiirlerine ait izolatlarii iceren endofitik, fitopatojenik ve entomapatojenik
izolatlarm1 farkli pH degerlerinde amilaz, seliilaz, lipaz, pektinaz ve proteaz
salgilanmasi tizerindeki degisimlerini incelemislerdir. Endofit ve fitopatojenlerin
sirastyla asit ve alkali ortamlarda diger enzimlere gore proteaz deseninde daha fazla
artig gozlemlemislerdir. Funguslarda genetik bir sistemin konukgu-patojen iliskisinde
ortamdaki pH’s1 kontrol ederek ortam pH derecesine gore optimum proteaz

salgilamasi yapabildigini bildirmislerdir.

Bois ve ark. (2006), tuz stesine karsi direnglerini belirlemek i¢in mikorizal
fungus olan Suillus tomentosus, Hymenoscyphus sp., Phialocephala sp., Laccaria
bicolor ve Hebeloma crustuliniforme’yi kullanmiglardir. Tuz stresine karsi daha
direngli olan Hymenoscyphus sp. ve Phialocephala sp.’nin strese karsit koymak igin
karbonhidrat birikiminden farkli mekanizmalar kullandigini belirtmiglerdir. Yapmus
olduklar1 ¢alismalar sonucunda, Hymenoscyphus sp. yapisinda prolini depolama
suretiyle tuzlara kars1 direng gosterdigini buna karsin Phialocephala sp.’nin melanin

olusturarak stresle basa ¢iktigini bildirmislerdir.
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Dunaevskii ve ark. (2007) saprofit funguslarda olmayan ancak fitopatojenik
funguslarda s6z konusu olan tripsin aktivitesini dikkate alarak fitopatojenik olan
Fusarium’un farkli tirti olan F. heterosporum ve F. sporotrichioides tizerinde
calismuglardir. Her iki tiirtin patojenisitesi ve tripsin benzeri proteaz aktivitesinde
acik bir korelasyon oldugunu bildirmislerdir. Patojenisitesi yiiksek olan F.
sporotrichioides diger etmene gore daha yiiksek miktarda hiicre dis1 tripsin aktivitesi
gostermistir. Bu durum tripsin aktivitesinin saprofit ve patojen arasinda fungusun
patojenisitesi agisindan bir gosterge olabilecegini belirtmislerdir. Tripsin benzeri
proteazlar fitopatojenlerin patojenisite siireci ile direk ilgili olup funguslarin

dayaniklilik geni tarafindan sentezleniyor olabilecegini bildirmislerdir.

Hao ve ark. (2007) Glomusetu nicatum ile Fusarium oxysporum f.sp.
cucumerinum’un ¢imlenme asamasindaki salatalik bitkilerine inokulasyonunun bitki
verimi, hastalik orani iizerindeki etkisini aragtirmak igin bir ¢alisma yapmislardir.
Buna goére Fusarium oxysporum f.sp. cucumerinum’u, deney baslangicindan 28 giin
sonra inokiile etmisler. Calisma sonucunda AM (Arbuskuler Mikoriza) mantarlarin
asillandig1r  fidelerde hastalik oranin1 ve hastalik endeksini diisiirdiiglini
bildirmiglerdir. Mikorizali salatalik fidanlari, prolin, polifenoloksidaz ve fosfor
aktivitesinde daha yiikksek kontsantrasyonlara sahipken, diisiik malondialdehit
kontsantrasyonlar1 gosterdigini belirtmislerdir. Sonug olarak, mikorizal mantarin,
bitkinin ikincil metabolitlerini etkileyebilecegini ve salatalik fidelerindeki solgunluk
hastaligina kars1 direnci arttirdigini ve dolayisiyla biyolojik kontrol maddesi olarak

bazi potansiyelleri olabilecegini bildirmislerdir.

Guo ve Verreet (2008) Z. tritici’nin izolatlar1 iizerine ortam, 151k ve pH’nin
etkilerini in vitro kosullarda test etmislerdir. Test edilen izolatlarin konidi tiretiminde
farkl1 yetenekler gosterdigini, malt-maya 6ziitii ortamindan 1.82 x 10° konidi plaka™
tiretildigini ve karanlik kosullarda ortamdaki konidi olusumun oOnemli olgiide
azaldigin1 bildirmislerdir. Konidinin ¢imlenme ve ¢im tiipli biiyiimesinin, 30°C'de
onemli bir sekilde azaldigim gostermislerdir. Malt-maya suyu (MYB) ig¢inde
konidyal tomurcuklanma i¢in uygun pH’nin 5 ile 9 arasinda oldugunu

gozlemlemislerdir. Ayrica pH 2-, 10 ve 11'de hemen hemen hi¢ yeni konidi
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olusmayip, konidi sayisi, patates dekstroz et suyu, bugday yapragi ekstrakti ve

H2O’dan 6nemli derecede fazla oldugunu bildirmislerdir.

Hatta ve ark., (2002) fasulye (Phaseolus vulgaris) de dahil olmak iizere bir¢ok
sebze bitkisinde beyaz ¢iiriikkliige neden olan Sclerotinia sclerotiorum kiiltiirlerinde
proteaz aktivitesi iizerine calismalar yiiriitmiislerdir. Yapmis olduklari ¢alismada
proteaz iiretiminde glukoz, pektin ve hiicre duvariin farkli karbon kaynaklarinin
etkisini arastirmislardir. In vivo kosullarda bu proteazlari enfekte edilmis P. vulgaris
bitkisi iizerinde de denemislerdir. Biitiin karbon kaynaklarinda proteaz seviyesinde
artis olmasiyla birlikte en ¢ok pektin ilavesi ile kiiltiirlerdeki proteaz aktivitesinin
arttgin1  bildirmislerdir. Ayrica yapmus olduklar1 PCR analizleriyle Proteaz
aktivitesini baglatma siirecinde genlerin kilit rol oynadigini bildirmislerdir. Patojen
tarafindan enfekte edilmis P. vulgaris bitkilerinde asit fosfataz-1 ve aspartil proteazin

artmis olmasinin bu enzimlerin patojenin konukgu istilasi siirecindeki roliinii

destekledigini bildirmislerdir.

Saidi ve ark. (2012) kat1 ve sivi ortamlarda Z. tritici’nin olusturdugu spor
miktarim verimlilik agisindan degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada inokule edilmis
kiiltiir ortamlarin1 18-, 20°C’de ve 12’ser saat karanlik/isik ortaminda 4-6 giin
kaldiktan sonra aragtirmiglardir. Kat1 ortam1 YMDA (maya 6zii, malt 6z, dextros,
agar) ve sivi ortam YMB (maya 06zii, malt 6zii, glukoz, 1 litre saf su) olarak
hazirlamislardir. Ortaya cikan spor oranlari YMDA ortaminda 1.7x10° spor ml*
YMB ortaminda ise 2.3 x10°spor ml? olarak saptamuslardir. Ayrica PDA ve YMDA
ortamlarin da iiretilen hastalik etmeninin YMB sivi ortaminda kiiltiire alindiginda
daha fazla spor irettigini belirtmislerdir. YMB ortaminin ileride bugday bitkisine
yapilacak inokulasyon i¢in gerekli spor kaynaginin olusturulmasi bakimindan kati

ortamlara gore daha fazla avantaj saglayacagini bildirmislerdir.

Debona ve ark. (2012) bugdaylarda hastaliga neden olan Pyricularia
oryzae’nin inokule edildigi BR18 (duyarli)) ve BRS229 (kismen duyarli) bugday
cesitleri lizerinde farkli enzimlerin etkinliklerini incelemislerdir. Siiperoksit dismutaz

(SOD), katalaz (CAT), peroksidaz (POX), glutation-S-transferaz (GST), askorbat
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peroksidaz (APX), glutatyonrediiktaz (GR), glutatyonperoksidaz (GPX), siiperoksit
02, Hidrojen peroksit(H202), malondialdehit (MDA) ve elektrolit sizintis1 (EL) igin
yaptiklar1 ¢alismada SOD, POX, APX ve GST seviyesinin kontrol grubuna gore
yiiksek ciktigini bildirmislerdir. BRS 229 ¢esidinde ise GR ve CAT aktiviteleri
yiiksek ¢ikmistir. BR18 ¢esidinde H2O2 ve MDA oranlarinda artis gézlemlemislerdir.

Chand ve ark. (2014) bugday ve arpada kok ve kokbagaz ¢iiriikliigiine neden
olan Bipolaris sorokiniana’nin hiicre dis1 enzimleri (selilloz, pektinaz, amilaz,
proteaz) ile igerdigi melanin miktariyla ilgili ¢alisma yapmislardir. Calismalarinda
Bipolaris sorokiniana’min alt populasyonlarina ait siyah, melez ve beyaz tipteki
izolatlarin1 kullanmiglardir. Buna gore elde edilen enzimlerin biiyiik ¢ogunlugunu
seliiloz ve pektinaz enzimlerinin olusturdugunu ve melanin miktarinin diisiik oldugu
ya da hi¢ olmadigi izolatlarda, hiicre dist enzim miktarinin yiliksek oldugunu
bildirmislerdir. Melanin igerigi ile ekstraseliiler enzimler ve izolatlarin viriilensligi
arasinda negatif bir korelasyon oldugunu belirtmislerdir. Sonu¢ olarak melanin
varlgi, ekstraseliiler enzimlerin miktar1 ve izolatlarin virlilensliginin seciminde

onemli bir rol oynadigini bildirmislerdir.

Arun ve ark. (2015) bir mantar tiirii olan Schizophyllum commune’dan
ekstraseliiler melanini izole etmislerdir. Schizophyllum commune’nin iretigi hiicre
dist koyu renk pigment, 21 giinliik inkiibasyon ve sicak asit-alkali igemlerle ortaya
cikarilip, ¢esitli biyokimyasal testlerle karakterize etmislerdir. Melanin dozu 100
ug/ml olarak kullanildiginda Escherichia coli, Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae ve Pseudomonas fluorescens’a karsi antibakteriyel etki gosterdigi ve
Trichophyton simii ve T. rubum.’a kars1 antifungal etki gosterdigini bildirmislerdir.
Melaninin (50 pg ml'doz ) serbest radikalleri ortadan kaldiran antioksidant bir

potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir.

Kalteh ve ark. (2014), mikorizal mantar tiirii olan Glomus intraradices ve
Glomus mosseae nin tuzlu kosullarda feslegen (Ocimum basilicum L) bitkisi
tizerindeki etkilerini incelediklerinde, artan tuz stresine karsi prolin miktarinin

arttigini belirtmislerdir. Fungus ile enfekteli bitkilerde enfekteli olmayanlara gore tuz
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stresi altinda prolin miktarin1 arttirdigini ve bitkinin absorbiyon oraninin daha yiiksek
ciktigini belirlemislerdir. Bu da tuz stresi altinda s6z konusu funguslarin artan prolin
miktarlar1 ile bitkinin stres gerilimini ayarlayarak besin alimi sartlarimi artirarak
feslegen bitkisinin biiyiime ve diger islevlerini yerine getirmesine olanak sagladigini

tespit etmislerdir.

Zhan ve ark. (2016) c¢alismalarinda, dort ayr1 bugday tarlasindan 6rneklenen
141 adet genetik olarak farkli Z. tritici’ye ait izolatin biiyiime oranlar1 ve
patojenisitesini arastirmislardir. Buna gore patojenisite, lezyonlar ve piknid ile kaph
yaprak alani yiizdeleri kullanilarak serada iki bugday c¢esidi (Toronit ve Greina)
lizerinde degerlendirme yapmuslardir. iki patolojideki patojen irklarinin saldirganhg:
arasinda pozitif bir korelasyon bulumuslardir. Ayrica, iki sicaklikta (15 ve 22°C)
saldirganlik ve ortalama biiyiime orani arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu
tespit etmislerdir. In vitro kosullarda patojen biiylime oraninin patojen viriilensligine

onemli bir katki yapabilecegini bildirmislerdir.

Kubo ve Furusawa (1991) bitkilerde antraknoza neden olan Colletotrichum
tiirlerinde appressoryum olusumu ve penetrasyonu iizerine yaptiklari calismada
aprresoryal melanin sentezleyen irklarin daha dayanikli oldugunu ve penetrasyon
olusturabildigini bildirmislerdir. Aymi arastirmacilar C. lagenarium'un albino
mutantlariyla yaptiklarn ¢alismada melanin icermeyen appresoryumlarin konukgu

bitkiye niifuz edemedigini bildirmislerdir.

Howard ve Valent (1996) piring bitkisinde hastaliga neden olan Magnaporthe
grisea nin bitkiye penetrasyonu ile ilgili ¢calisma yapmislardir. Caligmalarina gore
appressoryumun aseksiiel sporun bir germ tiiplinden tek bir hiicre olarak olustugunu
ve konukgu bitkiye temasi saglayan ug¢ kismi haricinde tamamen melanize bir yapida
oldugunu bildirmislerdir. Appressoryumun konuk¢u dokusuna temas eden kisminda
melanin bulunmamasinin, hiicre duvarini pargalayici enzimlerin salinmasina ve
besinlerin alinmasina izin verdigini Dbildirmislerdir. Patojenik funguslarin
sentezledigi melanin, konukcu dokusunu istila etmek icin gerekli olan turgor

basincinin olusmasina yardimer olmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu calisma, 2016-2017 yillarinda Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Labaratuvarinda yiiriitiilmiis ve ¢alismada fungal materyal olarak Adana,
K.Maras, Hatay ve Mersin illerinden elde edilen Zymoseptoria tritici patojeni
kullanilmistir. Izolatlar, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma
Boliimii Ogretim Gorevlisi Prof. Dr. Mukkades KAYIM ve Adana Biyolojik
Arastirmalar Enstitiisii’nde Gorevli Yiiksek Ziraat Miihendisi Giilsim UNAL’mn
katkilar ile morfolojik yapinin mikroskobik gézlemlerine gore ve molekiiler analiz
yontemleri yardimiyla tanimlanmis ve temin edilmistir. Izolatlar, Adana: CU10StA4,
K.Maras: CU112StK239, Hatay: CU107StH110 ve Mersin: CU102StM34 olarak
adlandirilmustir. Izolat adlan tez icerisinde sirasiyla A4, K239, H110 ve M34
seklinde kisaltilmigtir. S6z konusu patojen i¢in 4 patojen izolati, 5 sicaklilik degeri, 4
tekerriir olacak sekilde degerlendirilip, sicaklik degerleri ise; 4-, 15-, 25-,30 ve 35°C

olacak sekilde olusturulmustur.

Calismada incelenen fiziksel parametreler; fungusun Petri kaplarindaki
miselyal gelisim degerleri, birim alandaki spor yogunlugu, spor sayisi ve renk
degisimi olarak ol¢iilmiistiir. Biyokimyasal parametreler ise protein, proteaz, prolin,
melanin ve malonadialdehit (MDA) olacak sekilde tesadif parselleri deneme

desenine gore 4 tekerriirlii olarak Sl¢iilmiistiir.

3.2. Yontem
3.2.1. Funguslarin Cogaltilmasi

Gelismeye birakilan fungus kolonilerinden, 10 mm capinda bir fungal disk,
ortamdan bir cork-borer yardimiyla kesilerek, yeni hazirlanan PDA ortamlarina

aseptik kosullarda aktarilmistir. Bu sekilde deneme siiresince kullanilan PDA
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ortamlar elde edilmistir. Birka¢ giin kontaminasyon olup olmadigi gézlemlendikten
sonra 4-, 15-, 25-, 30 ve 35°C sicakliklarda inkubasyona birakilmistir. Calismada
kullanilan fungal kiiltiirtin gelisme ortamina adaptasyonu ve gelisiminin oldukca
yavas olmasindan dolayr daha oOnceki c¢alisma ve tecriibelerden yola ¢ikilarak

inkubasyon siiresi 90 giin olarak belirlenmistir.

Cizelge 3.1. Patates dekstroz agar (PDA)

icerik Konsantrasyon (g/l)
Kabugu soyulmus, dogranmig patates 200

Glukoz 15

OxoidAgar No:3 25

200 g soyulmus patates kiigiik parcalara dilimlenmis ve 1000 ml’lik saf su ile 30
dakika kaynatilmistir. Elde edilen piire mira bezinden (Calbiochem) siiziildiikten
sonra ve 15 g glukoz eklenmistir (Cizelge 3.1). Bu ortam 250 ml hacime 6.25 g agar
icerecek sekilde (%2.5 w/v) 8 adet 500 ml’lik konikal flasklara aktarilmistir. Ortam
121°C’de 20 dakika (2.68 kg/cm? basingta) otoklavlanmis ve Petri kaplarma

aktarilmistir.

Cizelge 3.2. Czapek dox ortam1 (Modifiye edilmis)

icerik Konsantrasyon (g/1)
Sukroz 30

NaNO3 2

KCI 0.5

Magnezyum gliserofosfat 0.5

FeSQO,4. 7H,0 0.01

K2S04 0.35

DifcoAgar 25

Czapek Dox ortamininin igeriginde bulunan bu maddeler damitilmis az hacimli bir
suda ¢ozdiiriililmiis ve bu hacim 1 L’ye tamamlanmistir (Cizelge 3.2). Hazirlanan bu

ortam 250 ml’lik 6.25 g difco agar iceren 8 adet 500 ml’lik konikal flasklara
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aktarilmistir. Ortam 121°C’de 20 dakika (2.68 kg/cm? basingta) otoklav edilmis ve

Petri kaplarina aktarilmistir.

3.2.2. Funguslarin Gelisimi ve Canlilik Testi

Hastalik etmeni PDA ortaminda yetistirildikten sonra 10 mm ¢apinda bir
fungal disk, ortamdan bir cork-borer yardimiyla kesilerek, yeni hazirlanan PDA
ortamlarina aseptik kosullarda aktarilmistir. Sicaklik degerleriyle ilgili daha 6nce
yapilan ¢aligmalar gozoniinde bulundurularak, sicakliklar 4-, 15-, 25-, 30 ve 35°C
olarak belirlenmis olup her bir sicaklik degeri igin patojen izolatlarindan 16 Petri
hazirlanip séz konusu sicakliklarda inkubasyona birakilmistir. Inkubasyon

ortamlariin bagil nem orani1 %35-45 civarinda tutulmustur (dijital higrometre).

Petri kaplar1 karanlik ortamda inkubasyona birakilmistir. Inkubasyondan sonra
deneme siiresince, fungal etmenin PDA ortamlarindaki biiylime ¢aplar1 1.giin ve her
10 giinde bir, cetvel yardimiyla iki yonlii mm olarak 6l¢iilmiis ve ortalama degerler
fungusun miselyal gelisimi olarak kayidedilmistir. Daha sonra miselyal gelisim
degerleri agagidaki formiilden yararlanilarak % miselyal inhibisyon degerleri elde
edilmistir.

dc-dt
dc

MGI(%)= | |x100 (3.1)

dc= Kontrol grubu

dt= Muamele grubu

Deneme boyunca farkli sicakliklara maruz kalan ve etkisinde kaldigi sicaklik
degerlerinden dolayr gelisimi duran patojenin canliligi test edilmistir. Petri
kaplarindan kazinan 3 mm fungal disk oOnceden hazirlanmis PDA ortamlarina
aktarilmigtir. Oda sicakliginda 4 giin siire ile inkubasyona birakilmis ve fungal
gelisim gosteren izolatlar Petri kaplarinda cetvel yardimiyla iki yonlii 6l¢iilerek kayit

edilmistir.

17



3. MATERYAL ve YONTEM Nevzat KTLINC

3.2.3. Spor Sayis1 ve Spor Yogunlugu

Spor saymmu i¢in, 10, 20 ve 30. giinlerde olmak tizere 3 defa, farkli sicakliklara
maruz birakilan fungus kolonisinden birer adet fungal disk (5 mm ¢apinda) alinarak
tiplere konmus ve 1 ml su iginde sporlar ayristiktan sonra tiipler vibratorde
calkalanarak sporlarin homojen bir sekilde suda dagilmasi saglanmistir. Elde edilen
spor siispansiyonundan 10 pl’lik hacim alinarak heamocytometre iizerinde fungal
sporlar sayilarak spor sayis1 spor ml! olarak belirlenmistir.

Ayrica gapi belirlenen 5Smm’lik disk ortaminda heamocytometre yardimiyla
hesaplanan spor sayis1 birim alana (5 mm c¢apindaki dairesel alana) bdliinerek spor

yogunlugu spor mm-2 olarak belirlenmistir.
3.2.4. Patojenin Renk Degisiminin Belirlenmesi

Farkli sicaklik derecelerine maruz birakilan patojenin renk degisimi dijital
olarak belirlenmistir. Buna gore her 10 giinde bir PDA ortamlarindaki patojenin ayni
kamera ve megapiksel (General Mobile 13 pixel) 6zellikte olacak sekilde fotograflar
kaydedilmistir. PDA ortaminda gelismeye birakilan patojenin iizerinde dogrusal bir
hat boyunca 5x5 megapiksel alan kaplayan 7 ayri nokta belirlenmistir. Jcpicker (A
color picker utility) programi kullanilarak belirlenen noktalarin RGB (Red, Blue,
Green) kodlar ortaya ¢ikarilmistir. Daha sonra bu RGB kodlar1 sayesinde renk paleti
tizerindeki karsilifi olan renk, meydana getirilip s6z konusu sicaklik stresinin
patojenin gelisimi boyunca patojenin rengi tizerindeki etkileri belirlenerek bir renk
skalas1 olusturulmustur. Patojene ait forograflar ImageJ2x programi kullanilarak

ortalama RGB (Red, Blue, Green) degerleri belirlenmistir.

3.2.5. Fungal Etmenin Protein iceriginin Belirlenmesi

Coziinebilir protein Olgiimii; Petri ortaminda gelismeye birakilan fungal
kiiltiirlerden Petri kaplarina dokiilen 10 ml steril su ile miseller yilizeyden kazinarak
yaklasik 0.1 g agirhginda misel elde edilip, bu kiitle fosfat buffer ¢ozeltisinde (pH
7.0) havan ve havaneli ile homejenize edilerek, 10000 g de 10 dakika siire ile 4°C’de
santrifuj edilmistir (Dikilitas ve ark., 2010). Elde edilen supernatant’tan Bradford

(1976)’a gore protein okumasi yapilmistir.
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Bradford protein 6lgiimii, 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 ¢6ziindiikten sonra solusyon 100 ml 85% lik w/v
fosforik asit ile (HsPO4) karistirilip ve saf su ile 1 litreye tamamlanmistir. 10-100 pg
arasinda protein igeren ornekler (100 ul), 5 ml hacminde Coomassie Brilliant Blue
reagent ile Kkaristirilarak 10 dakika ila 1 saat arasinda degisen siire iginde

Olctilmiistiir.

Protein dl¢iimiinde Bovine Serum Albumin (BSA) Fraction V standart protein
olarak kullanilmig ve 10-100 pg arasinda degisen protein konsantrasyonlari (stok
solusyon, 1 mg ml?) 595 nm’de 6lgiilerek elde edilen linear grafige gore drneklerin
protein degerleri belirlenmistir. Ornek okumalar1 spektrofotometrede (Shimadzu:
UV-1800) gergeklestirilip, sonuglar mg protein/g misel agirlik olarak ifade edilmistir
(Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. Biyokimyasal paramatrelerin arastirilmasi oncesi yapilan hazirliklar (a:kiiltiirlerin

hazirlanmast, b: spektrofotmetre 6lgtimleri, ¢: santrifiij agamasi)
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3.2.6. Proteaz Aktivitesi

Proteaz enzim Ol¢iimii; hiicre dis1 protease aktivitesi azocasein tabanli amino
asitlerin ve kiigiik peptitlerin fungal kiiltiirde agiga ¢ikmasi esasina dayanarak
yapilmistir. Bunun i¢in, PDA ortaminda gelistirilen funguslardan alinan 3 mm
capinda bir fungal disk, ortamdan bir cork-borer yardimi ile kesilerek ve kesilen disk
bir pipet ucu ile aliarak, 1.5 ml hacmindeki Eppendorf tiiplerine yerlestirilmistir. Bu
tiplere 50 mM Tris-HCI (pH 8.8) iginde hazirlanan, 1% lik (w/v) azocasein ilave
edilmistir (hacim, 120 pl).

Fungal gelisim ve azocasein hidrolizi, tiiplerin oda sicakliginda 1 saat
inkubasyonu ile gergeklestirilmis olup proteolysis yani protein pargalanmasi ortama
300ul (10%, w/v) soguk trichloro acetik asit (TCA) ilavesi ile sonlandirilmistir. Daha
sonra 15000g de 10 dakika santrifuj isleminden sonra, 350 pl supernatant alinarak
30ul 1M NaOH ile karigtirilip ve bir kez daha yukarida bahsedildigi gibi santrifuj
islemi sonras1 proteaz aktivitesi 440 nm spektrofotometrede (Shimadzu: UV-1800)
ol¢iilmiistiir. Sonuglar, Az dak™ mg protein™ olarak ifade edilmistir (Girard ve
Michaud, 2002; Dikilitas ve ark., 2018).

3.2.7. Proline Ol¢iimii

Protein asamasinda elde edilen protein soliisyonu prolin analizi i¢in de
kullanilmistir. Elde edilen supernatant ve 2 ml ninhidrin test tiipiine konulup ve
100°C’de 1 saat kaynatilmistir. Sonra buzlu ortama alinip 5ml toluene eklenerek
tiipler ¢alkalanmig (15-20 sn), 20 dakika bekletildikten sonra tiiplerdeki karisimin iKi
tabakaya ayrilmasi saglanmistir ve 515 nm toluen kontroliine karst okutulmustur.
Standart olarak o©nceden hazirlanmis olan L-prolin soliisyonu kullanilmigtir.
Ninhidrin Solusyonu i¢in; 1.25 g Ninhidrin, 30 ml Glacial asetik asit, 20 ml 6M
fosforik asit olacak sekilde hazirlanmistir (Bates ve ark., 1973).
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3.2.8. Malonadialdehit (MDA) Analizi

Malonadialdehit analizi i¢in Sariam ve Saxena (2000) tarafindan diizenlenen
yontem kullanilmistir. Buna gore 3 adet fungal disk (5 mm) PDA ortamindan alinip,
2 ml trichloro asetik asit (%1 TCA) i¢inde homojenize edilmis ve 10000-12000 g’de
10-12 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatant 1ml olunca, %20’lik TCA
ayrica hazirlanmis ve bu karisima 5 g TBA eklenmistir. Daha sonra bu karisimdan 4
ml alinip ve 1 ml supernatant ilave edilmistir. Elde edilen karisim 95°C’de 30 dakika
kaynatilmigtir. Daha sonra hizla buz banyosu yapilarak sogutulmustur. MDA
sonuclar1 532 ve 600 nm’de spektrofotometrede (Shimadzu: UV-1800) cihazinda
absorbans okumalar1 yapilarak elde edilen degerlerin MDA miktar1 asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

ekstrakt hacmi(ml)x [(A532-A600)/(155mM'1cm

I 3
Ornek miktari(g) x10 (32)

MDA (nmolg 'misel)=

3.2.9. Melanin Analizi

Melaninin ekstraksiyonu ve analizi Gadd (1982)’a gore gergeklestirilmistir. Bir
gram miselyum, 60 giinliik Petri kaplarindan kazinarak, 5 ml damitilmis su ig¢inde 5
dakika kaynatilip ve santrifiij edilmistir (5 000 g, 5 dakika). Daha sonra miseller
yikanip, tekrar santrifiije tabi tutularak ardindan, 120°C'de 20 dakika stireyle 3 ml (1
M) NaOH ile otoklav edilmistir. Bunu takiben, alkalin pigment ekstraktinin
konsantre HCL1 ile asitlendirilmesi (pH) ile melanin ¢okertilmistir. Cokelti damitilmig
suda ii¢ kez yikanip daha ileri analiz i¢in nemden arindirilmis kosulda bir gece
boyunca 20°C'de kurutulmustur. Spektrofotometrik analiz i¢in kurutulmus pellet 1
ml (1M) NaOH igerisinde 80 °C'de 2 saat siireyle ¢oziindiiriiliip ardindan 12,000 g'da
10 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant yeni tiiplere aktarilmis ve absorbans 405

nm'de ol¢iilmiistiir.
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3.2.10. Verilerin Degerlendirilmesi ve Analizlerin Yapilmasi

Veriler bir yonlii varyans analiz yontemi (ANOVA) kullanarak Tukey’s Test
Yontemi ile analiz edilmistir. Gruplar arasindaki farklar P < 0.050 den diisiik oldugu
zaman Onemli bulunmustur. Veriler ayrica Ortalama + Standart hata (SH) olarak
ifade edilmis, istatistik analizler SPSS veri analiz paket programi (2013 IBM Statics
for Windows Version 22.0 ) yardimi ile yapilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Funguslarin Gelisimi ve Canlilik Testi

Zymoseptoria tritici séz konusu sicakliklarda genellikle kiigiik koloni
olusturmus ve koloni genisleme hiz1 olduk¢a yavas olmakla birlikte 4-,15-,25 ve
30°C’de gelisimini siirdiirmiistiir. Inkubasyonun 80. Giiniinde K239 izolat1 ancak 70
mm’lik bir ¢apa ulasmistir. Patojenin denemeye tabi tutulan izolatlarindan higbirisi
35°C’de gelismemistir, inkubasyonun 10. giiniinden itibaren gelismeleri tamamen
durmustur. Biitiin sicakliklar degerlendirildiginde, A4 izolat1 yiiksek bir gelisim
gostermistir. Bununla birlikte en az gelisen fungus ise K239 izolati olmustur (Sekil
4.1).

Izolatlarin ortalama biiyiime ¢aplari karsilastirildiginda M34 izolat: en yiiksek
biiyiimeye 15°C’de ulagsmustir. A4 izolat1 en yiiksek biiylimeyi 25°C’de saglamistir
(Sekil 4.2). Izolat K239 en yiiksek ortalama biiyiimeye 15°C’de ulasmus (Sekil 4.2).
Son olarak H110 izolat1 ise en yiiksek ortalama biiylimeyi sagladigi sicaklik 15°C
olarak belirlenmistir (Sekil 4.4). Genel olarak patojenin en yiiksek ortalama
biiylimeyi 15°C ve 25°C’de gergeklestirdigi (M34, K239, H110 nolu izolatlar)
goriilmekle beraber 4-, 25-, 30 ve 35°C’de en yiiksek ortalama bilyiime A4 izolatinda

gorilmiistiir.

Finci ve Yilmaz Demir (1982) S. tritici ile PDA ortaminda 21 giinde 25.19
mm’lik ortalama koloni ¢ap1 olusturmuslar ayni aragtirmacilar denedikleri bir¢ok
degisik kati ortamda dahi aynmi siirede ancak 30 mm’lik bir koloni gelismesi

saglandigini belirtmislerdir.
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Sekil 4.1. Z. tritici fungusunun miselyal geligimi (a:4°C, b:15°C, ¢:25°C, d:30°C, e:35°C)

Guo ve ark. (2008) Z.tritici’de konidilerin ¢imlenebilmesi igin gerekli
sicakliklarin minimum 2-3°C maksimum 33-37°C ve optimum sicakligin 20-25°C
olmas1 gerektigini vurgulamistir. Ayrica sicakliklarin 2°C altina diigmesi durumunda
patojenin enfeksiyon yapmasinin ertelenebilecegini belirtmislerdir. Diisiik sicaklik
derecelerinin (4°C) spor ¢imlenmesi, miselyal gelisim ve piknit olusumu igin

gereken siireyi uzatabilecegini gézlemlemislerdir.
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Hess ve Shaner (1987) dort nemli peryot ve ii¢ sicaklik derecesi (11-, 18-,
25°C) ile yaptiklar1 calismada yiiksek sicaklik degerlerine ¢ikildik¢a ¢imlenme
penetrasyon ve miselyal gelisimin devam edip enfeksiyon yapabilmesi i¢in uzun ve

yiiksek nemli peryotlarin olmasi gerektigini belirtmislerdir.

Bizim c¢alismamizda kullanilan sicaklik degerleri diger c¢alismalarla ile
paralellik gostermektedir. Diisiik nem orani, zamanla PDA ortaminin 6zelliklerini
kaybetmesi ve yiiksek sicakliktan dolay1 patojenin gesitli enzim reaksiyonlarini
gerceklestirememesinden dolayr 35°C de etmenin gelisiminin tamamen durdugu

gbzlemlenmistir.

Funguslarin canliligini test etmek igin 35°C’de inkiibasyona birakilan fungal
etmenden 3 mm’lik bir kesit alinip, daha 6nceden hazirlanmis olan PDA ortamina
aktarilmistir. Patojen 4 giin siire ile oda sicakliginda inkubasyona birakilmis ve bu
canlandirma testi sonucunda fungus gelismeye baslamistir. Sadece sicakligin etkisini
belirlemek i¢in nem orani sabit tutulmustur. Aksi halde yliksek ve uzun nem
peryotlarinin  uygulanmasi1 durumunda 35°C’de de gelisimin saglanacagi
ongoriilmiistiir. Bu durum yiiksek sicakliklarda bulunan funguslarin uygun sicaklik
ve nem ortaminda patojenik etki yapabilegini gostermistir. Dolayisi ile hastalik
etmeninin sicak ve kurak bolgeler igin gelistirilen bugday ¢esitlerinin uygun kosullar

oldugunda, bugday kiiltivasyonunu olumsuz etkileyebilecegi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2. Z. tritici izolatlarinin ortalama koloni bilyiime ¢aplari
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4.2. Spor Sayisi ve Spor Yogunlugu

Fungusun spor sayis1 sicaklik artisindan etkilenmistir. Sicaklik degerlerinin
artmastyla spor sayisinda azalma meydana gelmistir. En yiliksek spor eldesi 15 ve
25°C elde edilmistir. Ayrica diisik sicakliklardaki (4°C) spor sayisi yiiksek
sicakliktaki (30-, 35°C) spor sayisindan daha fazla ¢ikmistir. Fungus spor sayisi
kendisi i¢in uygun olan optimum sicaklik kosullardan (15-, 25 °C) uzaklastikca
etkilenmekte fakat bu olumsuz etkinin, diigiik sicakliklara gore yiliksek sicakliklarda
daha fazla oldugu goézlemlenmistir. Fungus Kkolonileri 35°C’de 10. giinden sonra
gelisme gosteremediginden yalniz bir defa sayim yapilmistir. Fungus izolatlar
karsilastirildiginda, 10. giin icin en yiiksek spor miktar1 (7.9x10°® spor mIt) 25°C’de,
K239 izolatindan elde edilmistir. Patojen izolatlarinin 20. giin yapilan sayimlarinda
en yiiksek spor miktar1 15°C’de, 10.0x10° spor ml* ile izolat CU100StA4 ten elde
edilmistir. Son olarak 30. giin yapilan sayimlarda ise 4°C’de 13.8x10° spor ml* ile
yine A4 izolati1 en yiiksek oranda spor iiretmistir (Sekil 4.3).

Patojen izolatlart sicaklik degisimlerinden birbinden farkli tepkiler vermekle
beraber sicaklik artisindan olumsuz etkilenmislerdir. M34 izolati ve A4 izolati
sicaklik artisina ragmen diger izolatlardan daha fazla sporulasyon saglamislardir.
M34 izolat1 ve A4 izolati, diisiik sicakliklarda (4°C) yapilan biitiin sayimlarda da
yiiksek bir sporulasyon saglamiglardir. Benzer sekilde Saidi ve ark. (2012) kat1 ortam
olan YMDA (maya 6zu, malt 6zii, dextrose agar) 18°C ve 20°C yapmis olduklari

saymmlarda 1 ml’de 1x107 spor elde etmislerdir.

Chungu ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢alismada nemli peryod siiresini uzatip
sicakliklar1 18°C’den 20°C’ye ¢ikardiklarinda elde ettikleri spor miktar1 1x10°
spor/ml’den 1x10’ spor/ml’ye ¢ikarmuslardir. Kiiltiir ortamlarindaki katki1 maddeleri
Z. tritici’de spor retimi lizerinde etkili bir faktordiir. Kiiltiir ortamlarinin igeriklerine
ek olarak sicaklik, 151k, pH gibi diger ajanlar da spor iiretimini etkilemektedir (Guo
ve ark., 2008).

28



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Nevzat KILINC

Patojen izolatlarmin sicakliklara farkli tepkiler verebilmesi, patojene karsi
almacak kiiltiirel onlemler i¢cin Onemlidir. Ayrica gelistirilecek dayanikli bugday

cesitleri lizerinde, infekte etme potansiyeli oldugu gézlemlenmistir.
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Nevzat KILINC
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Sekil 4.3. Z tiritici izolatlarinin spor sayilar1 (10, 20 ve 30. giin)

Patojenin spor yogunlugu sicaklik degisimlerinden etkilenmistir. Farkli
sicakliklar altinda 10-, 20 ve 30. giin yapilan 6l¢iimlerde patojenin spor yogunlugu
zaman icerisinde degisiklik gostermistir ve patojene ait izolatlarin spor yogunluklari
farklilhk gostermistir. Izolatlar karsilastirildiginda, 10. giin yapilan Slciimlerde M34
izolat1 birim alanda en yiiksek spor sayisia (3.7 mm?) ulasmustir. A4 izolat1 ise 20

ve 30. Giin yapilan 6Slgiimlerde en yiiksek yogunluga (5.1 mm? ve 7.0 mm?)
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ulasmistir. Ayrica A4 izolati, yiikksek sicakliklarda (25-, 30-, 35°C), 20 ve 30. giin
yapilan sayimlarda spor yogunlugunun diger izolatlara gore daha fazla oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.4). Izolat A4’{in sicakliklarin yiikselmesine ragmen birim
alanda meydana getirdigi spor sayisindaki artis, izolatin yiiksek sicakliklarda hastalik

yapma potansiyelinin daha fazla oldugu seklinde yorumlanmaistir.

Zhan ve ark. (2016) Z. tritici ‘ye ait izolatlar1 (izolat 141) 15°C ve 22°C’de in
vitro kosullarda biiyiime oranlarin1 15°C’de ortalama 0.49 mm? giin™! olarak tespit
edip aym sekilde 22°C’de ise ortalama 1.02 mm? giin™ olarak belirlemislerdir. Aym
aragtirmacilar fungus gelisim hizi olarak 22°C’deki giinliik biiylime hizinin 15°C’den

daha fazla oldugunu gozlemlemislerdir.
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Spor Yogunlugu(1x105)mm-2

Spor Yogunlugu(1x10%) mm-?

izolat CU 100 StA4

7
6

5

4 B 10. Giin
3 m 20. Giin
2 m 30. Giin
1

30. Giin
0 20. Giin
Jooc 10. Gin
30°C J50C
izolat CU 112 StK239

7

6

5

4 H 10. Giin
3 W 20. Gin
2 ™ 30. Gin

1

30. Gin
0 20. Gin

10. Gin

25°C

30°C 35°C
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izolat CU 107 StH110
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z
-
»
)
=]
F ®m 10. Giin
En B 20. Giin
S
A M 30.GUn
=]
=R
h

30°C

35°C

Sekil 4.4. Fungus izolatlarinin birim alandaki spor yogunlugu
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4.3. Patojenin Renk Degisiminin Belirlenmesi

Fungal etmenin in vitro’da diisiik sicakliklarda agik renkli tonlar meydana
getirirken sicaklik degerlerinin artmasiyla daha yiizeysel ve koyu renkler olusturdugu
gozlenmistir. Bu durum fungusun sicaklik degisimleri karsisinda biyokimyasal
yapilarinda meydana getirdigi degisimler ile strese karsi olusturdugu savunma
mekanizmalariin bir sonucu olarak diisiiniilmektedir. Diisiik sicaklilar da (4°C ve
15°C) fungus miselyal bir biiyliime olustururken, sicakligin artmasiyla igne benzeri

koyu makro ve mikrosporlar olusturarak gelistigi diisiiniilmektedir (Sekil 4.5).

Bu sekilde fungus ortamdaki ve biinyesindeki suyu daha etkin bir sekilde
kullanarak gelistigi ongoriilmektedir. Patojenin renk degisim skalasina bakildiginda
acik kahverenginden koyu kahverengine kadar olan alanlar daha ¢ok etmenin
miselyal biiylime gosterdigini ortaya koymaktadir. Ayni sekilde RGB renk kodlariyla
olusturulan diger alanlarda miselyal biiylime veya yeni bir misel katmanin
olugsmadigr goriilmektedir. Ayrica RGB renk kodlariyla elde edilen renkler goz
oniinde bulunduruldugunda optimum sicakliklarda da fungusun nasil bir renk
degisimi gosterdigi ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 4.7). Patojene ait fotograflar ImageJ2x

programi kullanilarak ortalama RGB (Red, Blue, Green) degerleri belirlenmistir
(Cizelge 4.1).

Fungal patojen 4°C’de pembe parlak bir misel tabaka olusturmustur. Zaman
icerisinde kolonin merkezi koyu kahverengiye doniismiis bu merkezin etrafi yine
parlak pembe renkte yeni misel tabakasi olusturmustur. Koloni alanin kenar kisimlari
igne benzeri koyu kahverengi veya fiime renklerde kendini goéstermistir. Fungal
miselyum PDA ortamimin derinliklerine dogru da gelisim gostererek yayillmistir

(Sekil 4.6).

Bu durum biitiin izolatlarda goriilmekle beraber K239 nolu izolat bu sicaklik
degerinde daha yiizeysel bir yayillma gosterip denemenin sonuna kadar kiigiik
kolonicikler halinde gelisip daha sonra bu koloniler birlesmistir. Bu izolat siirekli
olarak koyu yesilimsi ve koyu kahve renk meydana getirmistir. Ayni1 durum

15C°’deki fungus izolatlar1 i¢cin de gecerlidir.
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Fungusun 25°C ve 30°C’deki renkleri fark edilebilir seviyede 4°C’deki
izolatlardan farkli olmustur, Bu sicaklik degerlerinde (25°C ve 30°C) etmenin
izolatlar1 merkezi koyu siyah ve etli, lizeri yer yer beyaz bir alan olustururken,
kolonin kenar kisimlart genelikle yesilimsi, siyah veya flime renklerinden
olugsmaktadir. Patojenin K239 nolu izolat1 bu sicaklik degerlerinde kiigiik koloniler

olusturmay1p ayni1 merkez etrafina biiylime gdstermistir.

Sekil 4.5. Patojenin farkl giin ve sicakliklardaki genel renk goriiniimii
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KONTROL 134129 123|132 128 122 {119 115109122 117 109 {134 129 123132 128 122 {119 115,109 | 122 117 109 {135 129 123133 128 122

GRUBU(PDA)

97939 |1211141191453636  [786057 494551 1148281 515152 (393028  [465055

85 69 5443 33 30|60 58 58]52 55 59|71 76 73|45 51 51)63 73 78|41 39 45/68 70 67|94 94 87

CU100StA4

242426 363640 135137 152|145 146 163|131 136 154 142 142 163 {133 130 158 | 139 141 162

25°C

RGBkodlan (504858 [605554 [645958 (696260 (706463 [726675 (867061 (898088 1038984 |120110%4

231 1149591 414241 1048883 1018582

1008566 706459 (293236 464646 (363837 647167 198101103 [899279

CU1025tM34

104110128|758293 1687178 [111415 |123125142|53 5357 UN3 1415170

RGB kodlar (504858 [605554 |645958 696260 (706463 [726675 867061 (898088 (1038984 [12011094
Renk

131417 696160 (786763 |523427 |404447 (998478 [10594 91

142 147153|133136 140(63 6669 |116117121{94 9388 145156 170 {134 143 157|143 149 161 {55 61 65

CUL125tK239

11114 131519 93103118 |8899113 81014 |91420 (121926 (172640 [111831

RGBkodlar (504858 [605554 |645958 696260 (706463 [726675 867061 (898088 (1038984 [12011094
Renk

RGB kodlan [9793% 1211141194536 36 1148281 515152 [393028

60 58 58152 55 5971 76 73]45 51 51)63 73 78|41 39 45/68 70 67|94 94 87

CU1075tH110

242426 363640 135137152145 146 163|131 136 154 142 142 163 {133 130 158 139 141 162

RGB kodlarr (504858 (605554 (645958 (696260 |706463 726675 867061 898088 (1038984 (12011094
Renk

Sekil 4.6. RGB kodlar1 ve renk paleti iizerindeki karsilig1 olan renkler
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Cizelge 4.1. izolatlarin RGB degerleri

Sicakhkar(°C) izolatlar Red Green Blue (R, G, B)/3
CU100StA4 161.3 161.1 161.3 161.2
4 CU107StH110 149.4 147.6 146.3 147.8
CU1125tK239 124.9 123.8 124.0 124.3
CU1025tM34 130.8 128.8 126.8 128.8
CU100StA4 1145 113.2 107.9 111.9
15 CU107StH110 1211 120.0 113.3 118.2
CU112StK239 127.8 128.2 117.0 124.3
CU1025tM34 123.2 123.4 111.5 119.4
CuU100StA4 126.9 125.6 128.3 126.9
o5 CU107StH110 128.8 126.6 125.8 127.1
CU112StK239 128.9 127.0 125.3 127.1
CU1025tM34 128.4 126.9 124.0 126.4
CU100StA4 127.2 130.4 132.2 129.9
30 CU107StH110 128.5 129.3 131.9 129.9
CU112StK239 130.3 129.9 128.7 129.7
CU1025tM34 127.4 126.3 123.9 125.8
CU100StA4 126.9 126.8 128.3 127.3
35 CU107StH110 137.9 135.3 130.7 134.6
CU112StK239 126.2 126.8 125.8 126.3
CU1025tM34 133.6 132.9 130.7 132.4
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4.4. Fungal Etmenin Protein Iceriginin Belirlenmesi

Fungusun farkli sicakliklar altindaki protein degisimi istastistiksel olarak
anlamli bulunmustur (Cizelge 4.2). Patojenin protein icerigi sicaklik degisimlerinden
etkilenmistir (P<0.05). Sicakliklarin yiikselmesi patojenin protein igeriginde
azalmaya neden olmustur. Fungus, en yliksek protein igerigine 15°C’de ulagmustir.
En disiik protein miktar1 ise 30°C’de gozlemlenmistir. Bununla birlikte guruplar
karsilagtirildiginda (Tukey’s Testi), 4°C ve 15°C’deki gruplarda bulunan protein
miktarlart 25°Cve 30°C’de bulunan gruplardan daha yiiksek ¢ikmugtir. Fungus
izolatlarindan, M34 izolatinin protein miktar1 diger izolatlardan daha yiiksek
cikmustir. Izolat M34 bu yiiksek degerlere 15°C’de ulagmustir.

Cizelge 4.2. Farkli sicakliklara maruz kalan patojenini protein degerleri

g Protein ( g Misel?)

Z tritici 4ce 15C° 25C° 30C° 35C°

Izolatlan

CU112StK239 (60 + 001°¢ 0.83 £ 0062 0.6 = 0.04° 0.56 £ 0.02° 0
CU102StM34 g9+ 001P 0.87 £0.06? 0.57 + 0.04° 0.53 +£0.02° 0

CU107StH110 71+ 0.01° 0.75 + 0.06% 0.59 + 0.042 0.55+0.02° 0
CUIL00StA4 8 5+ 0012 0.75 £0.06? 0.63 +0.042 0.59 +0.02°2 0

8 Ayn1 harf grubu iginde yer alan degerler P<0.05 seviyesinde istatistik olarak birbirlerinden farkl:
bulunmamustir. b\/eriler ti¢ tekerriiriin ortalamasi olarak diizenlenmistir

Fungal patojenlerin yapisinda bulunan proteinler, genetik yapinin iginde yer
alarak veya hiicre duvar1 ve enzimlerin yapisinda yer alarak bircok gorev
iistlenmistir. Proteinler stres altinda kalan patojenin savunma mekanizmasi ve
virtilenslik derecesi tlizerinde de etkili bir rol oynadig1 bilinmeketedir (Paper ve ark.
2007). Patojen funguslarda bulunan proteinler, farkli gelisim ve enfeksiyon
stireclerinin baslatilmasi, konukgu-patojen iligskisinin kurulmasi hastalik, siddetinin

belirlenmesinde ve olusan bir¢cok reksiyonda anahtar rol oynamaktadir (Wawra ve
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ark. 2013). Calismamizda sicaklik gibi abiotik stres faktoriine karsi patojenin protein
miktarindaki degisim incelenmistir. Patojenin diisiik sicakliklarda (15°C ve 25°C)
nemli peryotlarin uzun siirmesi durumunda yiiksek iiriin kayiplarina neden olacagi
ongoriilmektedir. Yiiksek sicakliklarda (25°C ve 30°C) patojenin protein igerigi
azalmakla beraber in vitro ortamda gelisimini siirdiirmiistiir. ileride kurakliga ve
sicakliga kars1 gelistirilecek dayanikli bitkiler i¢cin patojenin bu yoniiniin dikkate

alinmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

4.5. Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Patojen funguslar enfeksiyon stratejisi olarak bitkinin hiicre duvarlarini tahrip
edebilen enzimler salgilamaktadir. Yalnizca canlilar tarafindan sentezlenebilen
protein yapisinda olan enzimler, hiicre igerisinde meydana gelen tepkimeleri
diizenleyen biyolojik katalizorlerdir (Dikilitas ve ark., 2018). Funguslarin gelisimi ve
savunma mekanizmalari iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptirler (Poussereau ve ark.,
2001). Bu enzimler endopolygalakturonazlar, seliilazlar, pektin liyaz, ksilanaz, j3-
galaktosidaz ve proteazlardir. Patojen salgiladigi bu enzimler sayesinde bitki

dokulari arasinda gelisimini kolaylastirir (Hegedus ve Rimmer, 2005).

Proteazlar bitki-patojen etkilesiminde Onemli bir konuma sahiptir. Birgok
enfekteli bitki dokularinda proteaz enzimleri tespit edilmistir. Proteazlarin dnemli
virlilens faktorleri arasinda yer aldigi bilinmektedir (Rollins, 2003). Bagka bir
yoniiyle de proteazlar, bitkilerdeki savunma mekanizmasini harekete gegiren bir
sinyal gorevi gordiigii digiiniilmektedir. Bu bakimdan normal degerlerinin altinda ya
da tistiinde ¢ikan sonuglar fungusun savunma ve viriilenslik mekanizmasi hakkinda

onemli bir degere sahiptir (Dikilitas ve ark., 2010).

Patojenin proteaz miktarmi belirlemek icin yapilan analiz sonucunda P<0.05
diizeyinde anlamli bulunamamustir. Proteaz miktar1 sicaklik degisimlerinden genel
anlamda etkilenmistir. Sicaklik gruplar1 karsilastirildiginda ise fungus 15°C ve 30°C
derecede daha yiiksek proteaz iiretmistir. izolatlar kiyaslandiginda A4 izolat: proteaz
aktivitesi bakimindan (25°C-, 30°C) diger izolatlar1 gegmistir. Aym izolat sicakliklar

arttikca proteaz seviyesi de artmig fakat 35°C° tamamen durmustur. Farkli
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sicakliklara maruz kalan patojenin proteaz degerlerindeki farkliliklar, patojen
izolatlarmin farkli sicaklik degerlerine farkli tepkiler verdigini ve proteazin bundan
etkilendigini gostermistir (Cizelge 4.3). Patojenlerden salgilanan proteaz miktar1 in
vitro kosullarda ortam igerigine pH ve sicaklik degerlerine gore degisiklik
gostermektedir (Cotton ve ark., 2002).

Yiiksek sicakliklarda (30°C) patojen izolatlarinin proteaz aktivitesinin olmasi
patojen viriilensligi hakkinda onemli ipucglar1 vermektedir. Bu durum patojene ait
baz1 wklarin sicakliga adaptasyon yetene§i gostererek bitkileri enfekte edebilme
potansiyeli oldugunu gostermektedir. Bu durum ileride gelistirilecek dayanikli
bitkiler ve alinacak kiiltiirel 6nlemelerde degisiklikler yapilmasina ve uygulanacak
pestisitlerin  sicaklik-doz ~ kalibrasyonlar1 igin Onemli bir gosterge olacagi

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.3. Farkli sicakliklara maruz kalan patojenin proteaz degerleri

A440 dak?g protein™!

Z.tritici

. 4C° 15C° 25C° 30C° 35C°

I1zolatlar:

CU1125tK239 0.13+0.02 0.16 £0.02 0.1+0.02 0.11+0.02 0

CuU1025tM34  0.15+0.02 0.12+0.03 0.12+0.02 0.16 £0.03 0

CU107StH110 0.10+0.02 0.11+0.03 0.10+0.03 0.15+0.03 0
CU100StA4 0.10+0.02 0.15+0.03 0.17 £0.03 0.18 £0.02 0

Veriler {i¢ tekerriiriin ortalamasi olarak diizenlenmistir

4.6. Proline Degerlerinin Ol¢iimii

Farkli sicaklik degerlerine maruz kalan fungusun biyokimyasal degisiklikleri
izlemek amaci ile ¢esitli parametreler alinmig, bu parametrelerden en 6nemlilerinden
biri olan prolin dlgtimii yapilmistir. Bir amino asit olan prolin fungusta 6nemli bir
stres gostergesi oldugundan, fungusun etkisinde kaldig1 sicaklik faktoriine karsi
dogrudan belirleyici olmasa bile stresin seviyesi hakkinda Onemli ipuglar

vermektedir (Karakas Dikilitas., 2013).
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Patojen 4°C ve 30°C’de yiiksek prolin seviyesi gostermekle beraber en yiiksek
oran 30°C’de olgllmiistiir. S6z konusu fungus 15°C ve 25°C’de ise diisiik prolin
seviyesi goOstermistir. Genel olarak patojenin, optimum sicaklik degerlerinden
uzaklastik¢a prolin miktarlarinda artis meydana gelmistir (Cizelge 4.4). izolat A4, en
diisiik prolin degerini 25°C’de gosterirken, H110 izolati, 30°C en yiiksek prolin
degerine ulasilmistir. Serbest bir amino asit olan prolin, stress kosullarinda sitolojik
pH’a etki ederek NAD/NADH oranmin diizenlenmesini saglar (Zhu ve ark., 2010).
Fungal patojenler ozmatik dengeyi saglayabilmek igin daha fazla prolin biriktirirler
(Kishor ve ark., 2005). Prolin osmotik ayarlamalar saglayarak hiicresel zar1 sicaklik
stresine kars1 koruyabilir. Hiicresel asitligi azaltip diisiik sicakliklarin verdigi hasari
azaltabilir (Sharma ve ark., 2006). Calismamizda prolin miktarindaki artislar
yukarida sayilan prolinin 6zeliklerinden kaynaklandigi 6ngoriilmektedir. Bu nedenle
patojene ait prolin degerleri hem diisiik hemde yiiksek sicakliklarda artis gosterdigi

gozlemlenmistir.

Cizelge 4.4. Farkli sicakliklara maruz kalan patojenin prolin degerleri

pmolg?

Z. tritici 4Ce 15C° 25C° 30C° 15C°

CU112S5tK239 5.40+0.02 5.58 +£0.03 5.22+0.04 7.74 £0.03 0

CU1025tM34  7.02+0.03 5.04 +0.02 5.40+0.03 7.56+0.04 0

CU107StH110 13.5+0.04 4.68 +£0.03 5.40+0.02 13.86+0.03 0

CU100StA4 5.04 +0.04 4.68+0.03 4.50+0.02 6.66 +0.03 0

Veriler {i¢ tekerriiriin ortalamast olarak diizenlenmistir
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4.7. Malonadialdehit (MDA) Degerlerinin Ol¢iimii

Z. tritici’nin MDA degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak (P<0.05)
anlamli bulunmustur. Fungus en yiiksek MDA degerine 30°C ulasmis, daha sonraki
en yiikksek degere 4°C’de ulagmistir. En diisik MDA degerlerine ise 25°C’de
ulagmistir. Patojenin gelisimi i¢in uygun olan sicakliklarda diisiik ¢ikarken sicaklik
degerlerinin optimal degerlerden uzaklagsmasi durumunda MDA degerlerinde
yiikkselme goriilmiistiir. Patojen izolatlar1 arasinda da MDA degerleri bakimindan
anlamli bir fark olugsmustur. H110 izolat1 en yliksek MDA degerine 30°C ulasmis en
diisiik degeri yine ayni izolat 25°C gerceklestirmistir.

Cizelge 4.5. Farkli sicakliklara maruz kalan patojenin MDA degerleri

nmol g*
Z.tritici izolatlar 4°C 15°C 25°C 30°C 35°C

CU112StK239

4.28+0.04° 14.62+0.04> 1.68+0.012 5.14+0.01° 0
CU102S5tM34

10.80+0.032 2.37+0.012 1.85+0.022 12.25+0.01° 0
CU107StH110

5.72+0.03P 2.77+0.022  1.44+0.03% 13.40+0.02° 0
CU100StA4

10.52+0.022 156+0.022 2.02+0.02¢ 7.74+0.032 0

2Ayni1 harf grubu iginde yer alan degerler P<0.05 seviyesinde istatistik olarak birbirlerinden farkl
bulunmamustir. ®Veriler ii¢ tekerriiriin ortalamasi olarak diizenlenmistir

Lipid peroksidasyonu sonucunda olusan MDA, yaglarin bilesimlerindeki
doymamis molekiillerin oksijenle yiikseltgenmesi ile olusan aldehit, keton, hidroksi
asitler, keto asitler, alkoller gibi nihai bir triindir (Mittova ve ark., 2004). Lipid
peroksidasyonu sicaklik, 151k, nem gibi faktorler tarafindan tetiklenebildigi gibi
serbest radikaller de bu siireci baglatabilir (Thakur ve ark., 2005). Bu faktorlerin
etkisinin artmasi daha fazla MDA sentezlenmesine neden olur (Yakit ve Tuna, 2006).
Bunlardan dolay1t MDA seviyesi genellikle bir stres gostergesi olarak bilinir. MDA
icerigi membran lipit peroksidasyonu hasarinin bir gostergesidir. Caligmamizda
MDA seviyesinde olusan degisim, patojenin sicaklik degisimlerinden etkilendigini

gosteren Oonemli metabolitlerden biri olmustur. Bu durum séz konusu patojenin
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sicakliktan  kaynaklanan stresin etkisini tolere etmek i¢in biyokimyasal
metabolitlerinde degisiklik meydana getirmekle MDA degerlerinde artis sagladigi
seklinde yorumlanmustir (Cizelge 4.5).

4.8. Fungal Etmenin Melanin Degerleri

Birgok organizmada 6nemli koruyucu roller iistlenen melanin ekstraksiyonu ve
analizi Gadd (1982)’a gore gergeklestirilmistir. Cogu mantar, fenolik bilesiklerin
oksidatif polimerizasyonu ile olusan koyu kahverengi ve siyah pigmentlerden olusan
melaninleri iiretir. Melaninler bir ortli gorevi gorerek organizmayi sicak-soguk ve
kuraklik stresi gibi ¢evresel faktorlere karsi korumada rol oynayabilen 6nemli bir
pigmenttir. Ayrica serbest radikaller, UV ve solar radyasyon gibi fiziksel etkilere
kars1 koruyucu bir gorev iistlendigi bilinmektedir (Geng ve ark., 2008).

Melaninin bu ozelliklerinden dolayr Z. tritici’nin farkli sicaklik degerleri
altinda yapisinda bulunan melanin miktarindaki degisim, analiz edilmistir (Cizelge
4.6.). Melanin degerleri 15°C’de en diisiik seviyede olusmustur (P<0.05). En yiiksek
melanin sentezi ise 30°C’de olusmustur. Izolatlar karslastirildiginda en yiiksek
melaninin 30°C’de H110 izolat: tarafindan sentezlendigi goriilmektedir. Diigiik
melanin sentezi 15°C’de A4 izolati tarafindan gergeklestirilmistir. Fungus kendisi
icin uygun sicaklik degerlerinden uzaklastikca olusan sicaklik stresinden korunmak

icin yapisindaki melanin miktarini arttirma yoluna gittigi gézlemlenmistir.

Kubo ve Furusawa (1991) bitkilerde antraknoza neden olan Colletotrichum
tiirlerinde appressuryum olusumu ve penetrasyonu iizerine yaptiklari calismada
aprresoryal melanin sentezleyen irklarin daha dayanikli oldugunu ve peneterasyon
olusturabildigini bildirmislerdir. Ayni1 arastirmacilar C. lagenarium'un albino
mutantlartyla yaptiklar1 calismada melanin igcermeyen appresoryanin konukgu bitkiye

niifuz edemedigini bildirmislerdir.

Howard ve Valent (1996) piring bitkisinde hastaliga neden olan Magnaporthe
grisea nin bitkiye penetrasyonu ile ilgili ¢calisma yapmiglardir. Caligmalarina goére

appressoryumun aseksiiel sporun bir germ tiiptinden tek bir hiicre olarak olustugunu
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konukgu bitkiye temasi saglayan u¢ kismi haricinde tamamen melanize bir yapida

oldugunu bildirmislerdir.

Appressoryumun  konuk¢u dokusuna temas eden kisminda melanin
bulunmamasinin, hiicre duvarmi pargalayici enzimlerin salinmasina ve besinlerin
alinmasina izin verdigi bildirilmistir. Patojenik funguslarin sentezledigi melanin,
konuk¢u dokusunu istila etmek i¢in gerekli olan turgor basincinin olusmasina

yardimci olmaktadir (Tsuji ve ark., 2003).

Patojenin melanin sentezleyebilmesi, etmenin sicaklik degisimlerine karsi
adaptasyon saglayarak viriilenslik siddetini siirdiirebilecegi ongoriilmektedir. Patojen
bu yoniiyle 25°C’den yiiksek sicakliklarda uygun nem peryotlari olustugunda bu
kosullara dayanikli olarak gelistirilen bitkilerde enfeksiyon olusturma potansiyeli
oldugunu gostermektedir. Patojen yiiksek sicakliklarda uygun nem kosullarinin
olugmasini beklerken melanin sentezleyebilmesi yoniiyle sicaklik stresini azaltip s6z

konusu bitkiler i¢in tehlike olusturmaya devam edecegi gozlemlenmistir.

Cizelge 4. 6. Patojeninin melanin degerleri

A Absorbans

Z.tritici

izolatlan 4°C 15°C 25°C 30°C 35°C

CU112StK239 0.382+0.06 0.354+0.08 0.345+0.01 0.401+£0.09 O

CU102S5tM34  0.502+0.06 0.462+0.08 0.334+0.01 0572+0.09 O

CU107StH110 0.480+0.06 0.403+0.08 0.548+0.01 0.578+0.09 O

CU100StA4 0.392+0.06 0.265+0.08 0.331+0.01 0.413+0.09 O

Veriler ti¢ tekerriiriin ortalamasi olarak diizenlenmistir
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4.9. Patojene Ait Fiziksel Ve Biyokimyasal Parametrelerin Korelasyonu

Z. tritici’'ye ait izolatlarinin deneme boyunca uygulanan sicaklik degerleri
sonucunda yapisindaki fiziksel ve biyokimyasal degisimler arasindaki iligki tespit
edilmistir (Cizelge 4.7). Buna gore patojenin fiziksel parametreleri ile biyokimyasal

yapilar1 arasinda anlamli bir korelasyon ortaya ¢ikmistir (P<0.05).

Genel olarak patojenisite ile sporulasyon, protein ve proteaz arasinda pozitif
yonde anlamli korelasyon elde edilmistir. Patojenin sporulasyonu ile protein, prolin

ve MDA degerleri arasinda da pozitif korelasyon elde edilmistir.

[zolatlarin patojenisitesi ile sporulasyonu arasinda pozitif korelasyon (r=0.04)
olusmustur. Benzer sekilde etmenin patojenisite ile arastirilan biyokimyasal
parametreleri arasinda da pozitif yonde anlamli korelasyon elde edilmis ve en yliksek
korelasyon patojenisite ile protein degerleri arasinda olusmustur(r=0.8). Patojene ait
RGB/3 degerleri ile patojenisite arasinda negatif yonde korelasyon elde edilmistir (r=
- 0.05).

Melanin bir¢ok fitopatojen mantarda, melanin, konidi ve hiflerin kalicihigi ve
appresoria ve perithecia olusumunda rol oynar (Butler ve ark., 1998). Caligmamizda,
Z. tritici sporulasyon ile melanin igerigi arasinda pozitif yonde korelasyon (r=0.14)
bulunmustur, fakat (P<0.05) istatiksel olarak bu deger anlamli bulunmamistir. Son
zamanlarda, Bashyal ve ark. (2010) B. sorokiniana'ya bulasan arpada melanin
igeriginin konidyogenez ile iligkisini bildirmistir. Dahasi, konukgu patojen
etkilesiminde melaninin rolii arastirilmasina ve biyosentetik yolunda yer alan

genlerin tanimlanmasina ihtiya¢ oldugunu 6ne stirmiislerdir.

Benzer sekilde, Aggarwal ve ark. (2011) bugdayda kok giiriikliigiine neden
olan Bipolaris sorokiniana izolatlari ile yapmis olduklari ¢alismada sporulasyon ile
melanin igerigi arasinda anlamli bir iligski oldugunu bidirmislerdir (r=0.7). Patojenin
farkli sicaklik degerlerinde olusan stresi azaltmak igin biyokimyasal ve fiziksel

parametrelerinde degisiklik yapmak suretiyle gelisimini siirdiirdiigii gézlemlenmistir.
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Cizelge 4.7. Patojene ait fiziksel ve biyokimyasal parametrelerin korelasyonu

Korelasyon Patojenisie  Sporulasyon (R,G,B)/3 Protein Prolin Prottaz MDA Melanin

Sporulasyon  0.04*

(R-,G-B)/3  -0.05* -0.13

Protein 0.76* 0.79* -0.28

Prolin 0.26 0.54* 0.13 0.03

Proteaz 0.55* 0.59 0.10 0.58* 0.70*

MDA 0.36 0.50* 0.05 0.43 0.84*  0.80*

Melanin 0.40 0.14 -0.02 0.27 0.53*  0.46* 0.70*

* P<0.05 seviyesinde istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur
4.10. Probit analizi ve Fenogram Grafigi

Biyolojik  caligmalarda regresyon analizleri her zaman dogrusal
olamayacagindan probit analizi ile fungus gelisimini engelleyen sicaklik degerleri
bulunmustur. Bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi belirlemek icin ya
da belli bir bagimli degisken oranina ulagsmak icin gerekli olan bagimsiz degisken
etkisinin tahmin edilmesine imkan saglayan probit analizi, bir tiir regresyon analiz

yontemidir.

Sicaklik degerleri bakimindan optimum sicaklik tepkisi funguslar tarafindan
farkli algilandigindan  sicaklik  inhibisyonuna bagli bir probit analizi
gerceklesmemistir. Ancak bunun yerine fungus izolatlariin biitiin kimyasal ve
fiziksel ozellikleri ele alinarak bir fenogram {iiretilmis, bu izolatlardan farkli gériinen
izolatin biyokimyasal karakterizasyonu cikarilmistir. Sekil 4.7°de gorildiagi gibi
Adana (A4), Mersin (M34) ve K.Maras (K239) illerinden alinan izolatlar benzer
biyokimyasal tepkiler verdiginden patojenin genetik orjini hakkinda bazi bilgiler

verebilir. Hatay’dan alinan H110 nolu izolat ele alinan 6zellikler bakimindan diger
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izolatlardan ayrilmistir. Bu izolatlarin genetik farkliligi ve orijinlerini dogru
saptamak icin daha fazla gen diizeyinde varyasyonlarina bakilmasi gerekmektedir
(Unal ve ark., 2017). izolat H110’un fenogram grafiginde diger izolatlardan farkli
konumda yer almasi stres kosullara kars1 farkli bir viriilenslik derecesine sahip

olduguna isarat edebilmektedir.

Izolatlar Boyutlandirilmis dizi birlesim kiimesi

0 5 10 15 20 25

CU 102StM34

CU 100StA4

CU112StK239

CU107StH110

Sekil 4.7. izolatlara ait fenogram grafigi
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Z. tritici s6z konusu sicakliklarda genellikle kiigiik koloni olugturmus ve koloni
genisleme hizi olduk¢a yavas olmustur. Patojenin denemeye tabi tutulan
izolatlarindan hig biri 35°C’de gelisememistir, inkubasyonun 10. giiniinden itibaren

geligsmeleri tamamen durmustur.

Denemelerde kullanilan sicaklik degerleri arastirmacilarin verileri ile paralellik
gostermektedir. Diisiik nem orani, zamanla PDA ortaminin 6zelliklerini kaybetmesi
ve yilkksek sicakliktan dolaytr patojenin  ¢esitli enzim  reaksiyonlarini
gerceklestirememesinden  dolayr  35°C  de etmenin gelisiminin = durdugu
diisiiniilmektedir. Canlandirma testi sonucunda fungus gelismeye baglamistir. Sadece
sicakligin etkisini belirlemek i¢in nem orani sabit tutulmustur. Aksi halde yiiksek ve
uzun nem peryotlarinin uygulanmas: durumunda 35°C’de de gelisimin saglanacagi

ongoriilmektedir.

Kiiltiir ortamlarindaki katki maddeleri Z. tritici’de spor tiretimi iizerinde etkili
bir faktordiir. Kiiltiir ortamlarinin igeriklerine ek olarak sicaklik, 1s1k, pH gibi diger

etkenlerde spor iiretiminden etkilenmektedir.

Patojenin farkli izolatlarinin kapladigr alan ile igerdigi konidi sayisinda
farklililar olmakla beraber. Genel olarak yayildigi alan arttikca konidi igerigi de
artmaktadir. Izolatlar karsilastinildiginda ise en yiiksek yayilma alani saglayan A4

izolat1 en fazla miselyal gelisim olusturmustur.
Fungal etmenin in vitro’da diisiik sicakliklarda agik renkli tonlar meydana

getirirken sicaklik degerlerinin artmasiyla daha yiizeysel ve koyu renkler olusturdugu

gorilmektedir. Bu durum fungusun sicaklik degisimleri karsisinda biyokimyasal
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yapilarinda meydana getirdigi degisimler ile strese karst olusturdugu savunma
mekanizmalarmin bir sonucu olarak diistiniilmektedir. Distik sicaklilarda (4°C ve
15°C) fungus maya benzeri miselyal bir biiyiime olustururken, sicaklifin artmasiyla

igne benzeri koyu makro ve mikrosporlar olusturarak gelistigi gézlenmistir.

Patojenin, optimum sicaklik degerlerinden (25°C) uzaklastik¢a s6z konusu
izolatlarin prolin miktarlarinda artis meydana gelmistir (Cizelge 4.4). Patojene ait A4
izolati, en diisiik prolin degerini 25°C gosterirken, H110 izolati tarafindan 30°C en

yiiksek prolin degerine ulagilmistir.

Sicakliklarmn yiikselmesi patojenin protein iceriginde azalmaya neden olmustur.
Fungus, en yiiksek protein igerigine 15°C’de ulagmistir. En diisiik protein miktar1 ise
30°C’de gozlemlenmistir. Bununla birlikte gruplar karsilastirildiginda (Tukey’s
Testi), 4°C ve 15°C’deki gruplarda bulunan protein miktarlar1 25°C ve 30°C’de
bulunan gruplardan daha yiiksek ¢ikmistir. Fungus izolatlarindan, M34 izolatinin
protein miktar1 diger izolatlardan daha yiiksek ¢ikmustir. M34 izolati bu yiiksek
degerlere 15°C’de ulagmustir.

Fungus en yiiksek MDA degerine 30°C ulasmig, daha sonraki en yliksek
degere 4°C’de ulagsmustir. En diisiik MDA degerlerine ise 25°C’de ulasmustir.
Patojenin gelisimi i¢in uygun olan sicakliklarda diisiik ¢ikarken sicaklik degerlerinin
optimal degerlerden uzaklagsmasi durumunda MDA degerlerinde yiikselme
gorilmiistlir. Patojen izolatlar1 arasinda da MDA degerleri bakimindan anlamli bir
fark olusmustur. M34 izolati en yiiksek MDA degerine 30°C ulasmus en diisiik degeri
yine ayni izolat 25°C gergeklestirmistir.

Patojenin proteaz miktar1 sicaklik degisimlerinden genel anlamda etkilenmistir.
Sicaklik gruplar karsilastirildiginda ise fungus 15°C ve 30°C derecede daha yiiksek
proteaz iiretmistir. Izolatlar kiyaslandiginda A4 izolat: proteaz aktivitesi bakimindan
(25- ve 30°C) diger izolatlar1 gegmistir. Aym izolat sicakliklar arttikca proteaz
seviyesi de artmig fakat 35°C’de tamamen durmustur. Farkli sicakliklara maruz kalan

patojenin proteaz degerlerindeki farkliliklar, patojen izolatlarinin farkli sicaklik
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degerlerine farkli tepkiler verdigini ve proteazin bundan etkilendigini gostermistir
(Cizelge 4.3). Patojenlerden salgilanan proteaz miktari in vitro kosullarda ortam
igerigine pH ve sicaklik degerlerine gore degisiklik gostermektedir (Zhan ve ark.,
2013).

Melanin degerleri 15°C’de en diisiik seviyede olusmustur (P<0.05). En yiiksek
melanin sentezi ise 30°C’de olusmustur. Izolatlar karslastirildiginda en yiiksek
melaninin 30°C’de H110 izolati tarafindan sentezlendigi goriilmektedir. Diisiik
melanin sentezi 15°C’de A4 izolati tarafindan gerceklestirilmistir. Fungus kendisi
icin uygun sicaklik degerlerinden uzaklastik¢a olusan sicaklik stresinden korunmak

icin yapisindaki melanin miktarini arttirma yoluna gittigi gézlemlenmistir.

Sicaklik etkilerine maruz kalan fungusun izolatlar1 arasinda incelenen
parametrelerde farkliliklar olugsmustur. Olusan bu farkliliklar patojenin viriilensligi
tizerinde de etkili olmustur. Bu ¢alismayla paralel olarak Z. tritici izolatlarin hem
populasyonlar icinde hem de populasyonlar arasinda virulenslik acisindan biiyiik

farkliliklar gosterdigi bildirilmistir (Ahmed ve ark. 1996).

Ortalama fungus gelisimi, birim alandaki spor yogunlugu ve in vitro biiyiime
hizinin, niceleyici konakgi-patojen etkilesiminde agresifligin bir gostergesi olarak
kullanilabilecegi, bitki patolojisinde onemle tartisilmaktadir (Belisario ve ark., 2002).
Hizli biiyliyen ve gelisen patojen suslari, bitki patolojileri sisteminde daha fazla
hastalik tiretebilecegi bildirilmistir (Suffert ve ark., 2011).
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5.2. Oneriler

Bu ¢alismanin, bugday alanlarinda iiriin kayiplarina neden olan Zymoseptoria
tritici ile ilgili yapilacak yeni c¢alismalara kaynak saglayacagi umulmaktadir.
Patojenin labaratuvar ortaminda farkli sicaklik degerlerine karst tepkisi
arastiritlmistir.  S6z konusu etmenin bu kosullardaki fizyolojik ve biyolojik
yapilarindaki degisimi belirlenmistir. Ana konukgusu bugday, ikincil konukgulart ise
arpa ve cayir bitkileri olan Z. tritici i¢in alternatif kontrol mekanizmalarinin

olusturulmasina yardime1 olacaktir.

Elde edilen bulgular sunucunda, Z. tritici’'nin farkli sicaklik degerlerine
gosterecegi tepkiler belirlenerek, fungal etmenin abiotik strese karsi dayaniklilig
ortaya konarak ileride sicaklik ve diger stress kosullarina karsi dayaniklilig:

gelistirilecek bitkilerin potansiyel fungal etmene karsi durumlari belirlenmistir.

Patojenler de bitkilerle ayni stres kosullarina karsit ayn1 veya benzer savunma
mekanizmalar1 gerceklestirir. Fizyolojik veya yapilarindaki biyokimyasal degisimler
ile bu olumsuz abiotik kosullara karsi koyarak bitkileri enfekte etmeye devam
ederler. Bitkilerde strese neden olan kosullar bazen patojenin viriilensligini

artirmakta bazen de etkisiz hale getirmektedir.

S6z konusu patojenin bitkilerin maruz kaldigi stres kosullarindaki
biyokimyasal yapilarindaki degisimler ileride bu kosullara dayanikli olarak
gelistirilecek bitkiler i¢in kaynak saglayacaktir. Stres kosullarindaki patojenin
gosterecegi biyokimyasal davraniglar belirlendiginde, bu patojene karsi daha etkili
koruma metotlarinin gelistirilmesine yardimci olacaktir. Dolayisi ile bu ¢alisma ile
patojen izolatlarinin sicakliklara tepkisi biyokimyasal olarak olgiilerek patojenin
izolatlar1 arasindaki biyokimyasal farklar ortaya ¢ikarilmig ve virulenslik derecesi

belirlenmistir.
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