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OZET

Yiksek Lisans Tezi

Penicillium expansum FUNGUSUNUN FARKLI NaCI ORTAMLARINDA FiZYOLOJIK VE
BiYOKIMYASAL PARAMETRELERININ INCELENMESI

Nagihan KILIC

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsi
Bitki Koruma Anabilim Dah

Damsman: Yrd. Dog. Dr. Murat DIKILITAS
Yil: 2017, Sayfa:38

Bu ¢alisma ile Penicillium expansum fungusunun tuza karsi tolerans simirlar1 belirlenmis, fungusun
gosterdigi fizyolojik ve biyokimyasal tepkiler Ol¢iilerek fungusun abiyotik stres unsuruna karsi
dayanim durumu belirlenmistir. Patojen, bes farkli tuz (0.25-, 0.50-, 0.75-, 1,0-, 1.25 M)
konsantrasyonlarinda in vitro kosullarda PDA (Patates dekstroz agar) ve PDB (Patates dekstroz broth)
ortaminda gelisime birakilmistir. Patojenin, in vitro kosullarda miselyal gelisimi ve sporulasyonu
artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak azalmis ancak kirilma noktasi olarak 1000 mM tespit
edilmistir. Miselyal gelisim i¢in ICso degeri 741 mM olarak belirlenen fungal etmenin tuzlu kosullarda
agresif bir gelisim gosterdigi belirlenmistir. Bunun yani sira fungusun misel yas agirligi 250 mM’da
% 30 kayba, 1000 — 1250 mM da ise siras1 ile % 60 ve 65 kayba ugramistir. Artan tuz
konsantrasyonu elektriksel iletkenlik (EC) ve pH degerleri ile dogrusal bulunmus, bu durum fungusun
tuzu metabolize ettigi seklinde degerlendirilmeyip tuzlu kosullarda yasadigi seklinde yorumlamistir.
Fungal etmenin ortamda bulunan tuzu metabolizmaya ugratarak ortamda bulunan tuz
konsantrasyonunu azaltmadigi goriilmiistiir. Bu durum elektiriksel iletkenlik (EC) ile teyit edilmistir.
Ayrica, fungusun tripenyl tetrazolium chloride (TTC) testi ile canliligini korudugu belirlenmistir.
Artan tuz konsantrasyonuna ragmen fungal etmenin adaptasyon kabiliyetinin ¢ok yiiksek oldugu
goriilmiis hasat sonrasi {riinlerin muhafazasinda Onerilen tuz uygulamasmin sakincali oldugu
tartigilmugtir.

ANAHTAR KELIMELER: NaCl, Penicillium expansum ,TTC, pH ve EC



ABSTRACT
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EVALUATION OF PHYSIOLOGICAL and BIOCHEMICAL PARAMETERS OF Penicilium
expansum FUNGUS IN VARIOUS NaCl CONDITIONS.

Nagihan KILIC

Harran University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Plant Protection

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Murat DIKILITAS
Year: 2017, Page:38

This study was carried out to determine the physiological and biochemical tolerance responses of
Penicillium expansum against NaCl salinity. The pathogen was grown at 5 different salinity levels
(0.25-, 0.50-, 0.75-, 1,0-, 1.25 M NacCl) in PDA (Potato dextrose agar) and PDB (Potato dextrose
broth) conditions. The growth pathogen in terms of mycelial development and sporulation decreased
with the increase of NaCl level, however, the breaking point was determined as 1000 mM NaCl. 1Csg
value was determined as 741 mM NaCl for mycelial development. Mycelium fresh weight also
decreade with the increase of salinity, at 250 mM NacCl level, the decrease was 30% while at 1000 and
1250 mM NaCl levles, it was 60 and 65% loss, respectively. Increases in NaCl concentrations
poisitively correlated with the increase of EC and pH values. Increases in those values were
intrepretted as the fungus surived in salt conditions rather than metabolizing the salt. Because, it was
observed that the fungus did not reduce the level of EC in substrata as determined with the
measurement of EC. In addition, viability of the fungus in salt conditions was confirmed with tripenyl
tetrazolium chloride (TTC) test. We evaluated that the adaptation of the pathogen was quite high to
saline conditions as this could result in potential danger when postharvest crops were tried to be
controlled with the application of salt.

KEY WORDS: NacCl, Penicillium expansum ,TTC, pH and EC
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1.GIRIS

Funguslar; ipliksi yapida, dayanikli hiicre duvarina sahip yaklasik 80.000 tr(
bulunan ve icglerinde bir¢ok hastalik etmeni tasiyan organizmalardir. Hucreleri
etrafinda, gelismis bir hiicre ¢eperi yer alir. Funguslar 6karyotik mikroorganizmalar
oldugu i¢in sitoplazmada dagilmis olan ribozomlar, kofullar ve bazilarinda ise golgi
aygiti bulunur. Bakteri hiicrelerinden farkli olarak ¢ekirdek zarina sahip bir veya
birden fazla gekirdek icerebilirler (Lahlali ve ark., 2004).

Funguslar, heterotrof canlilar oldugu igin kendi besin maddelerini kendileri
Uretemezler, Aerobik gelisim gosterdikleri igin enerjiyi organik maddelerin
oksidasyonundan temin ederler. Funguslarin yasam alanlar1 ¢ok fazladir. Ornegin bir
kism1 sucul olup tathi sularda yasar. Bir kismi ise denizlerde yagamaktadir. Ancak
biiytik bir ¢ogunlugu toprakta ve bitkisel atiklarda yasar. Bunun yani sira insan,
hayvan ve bitkilerde parazit olanlar1 da mevcuttur. Funguslarda vejetatif yap1 olan
tallus yaklasik 5 mm c¢apindaki iplikgiklerin dallanarak ¢ogalmasindan olusur.
Iplikgiklerin her birine ise hif denir. Hifi olusturan uzun, silindirik hiicreler vardur.
Bu hiicreler genelikle septum denen bdlmelerle birbirinden ayrilir. Bir tiire ait hifler
topluluguna ise misel denir. Eseysiz ve eseyli olmak iizere iki sekilde Grerler. Ureme
bicimlerine gore siniflandirilir. Sporlar aracilig: ile cogalan funguslar ayn1 anda hem

eseyli hem de eseysiz konidiyumlar olusturabilirler (Mutlu ve ark., 1999).

= cimlenme

Konidiofor
(spor)
Havasal hif

Alt yilizey

Sekil 1.1. Penicillium Fungusunun Ureme Déngiisti (Madigan ve ark., 1997)
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Taze meyvelerin ve sebzelerin hasat sonrasinda depo dmriinii kisaltan dnemli
sorunlarin basinda fungal hastaliklar gelmektedir. Hasat sonrasinda goriilen hastalik
ve bozulmalarin sebepleri arasinda en 6nemli olan sorunlarin basinda biyolojik ve
abiyotik kaynakli faktorler gelmektedir. Biyolojik kaynakli faktorlerin 6nemli
bolimiinii funguslar ve bakteriler olusturmaktadir. Bu hastalik faktorlerine depolarda
siklikla rastlanmakta olup, bilyiik kayiplara neden olurlar. Abiyotik faktorler ise
hasat sonrasinda {iriinlerin bozulmasina sebep olan metabolitlerin eksikligi veya
fazlalig, tiriiniin bulundugu ortamin nem ve sicaklik durumu ile kimyasal ve fiziksel

yaralanmalardir (Temur, 2012).

Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO)ne gore iiretilmekte olan
gidalarin, %25°1 hasat sonrasinda kaybolmaktadir. Gidalarda rastlanilan en biiyiik
ekonomik kayiplar ise boceklerin zarar vermesi ve fungal hastaliklar ile olmaktadir.
Hasat sonrasi yasanan hastaliklar, ayrica depolama siiresi ve meyvenin pazarlama
omriinii de etkilemektedir. Kayiplar hasat sonrasinda fungisit kullanildiginda %5-10
arasinda degisirken; fungisit kullanilmadig takdirde ise %50 ya da daha yiksek
oranlarda zararlara ayni yil igerisinde rastlanilmaktadir. Ancak sentetik fungisitlerin
hasat edilen iirlinlerde kullanimini sinirlandiran 6nemli bazi etmenler vardir. Bu
etmenlerden biri patojenlerin fungisitlere kars1 gelistirdikleri dayaniklilik
mekanizmasi sonucu yaygin olarak kullanilan fungisitlerin etkilerini kaybetmeleridir.

(Temur, 2012).

Bazi fungus tiirleri, domates, turunggil, elma vb. Urlinler Uzerinde olumsuz
etkilere yol acmakta, Penicillium expansum, Alternaria alternata, Penicillium
digitatum, Penicillium italicum yaygin olarak bulunmaktadir. Ozellikle, Penicillium
tird fungal etmenler, elma, turuncgiller, domates bitkileri tizerinde 6nemli derecede

kayiplara neden olmaktadir (Houbraken ve Samson, 2011).

Depolanmis tirlinlerde yuksek oranlarda kayiplara sebep olan P. expansum gok
genis bir konukcu kitlesine sahip olan 6nemli bir kiif hastaligi etmenidir. Birgok
saprofit Penicillium tiirleri yara dokularindan igeri girerek depolanmis firtinler

tizerinde ciiriikliige sebep olmaktadirlar (Miedes ve Lorences, 2006). Meyvelerde
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bulunan hiicre duvarlar1 6nemli bir fiziksel engel olusturmasina ragmen P. expansum
hiicre duvarinda bulunan pektin ve hemiseliiloz gibi yapt 6gelerini parcalayarak
hiicre derinliklerine kadar ilerleme yetenegine sahiptir. Ozellikle hastalik etmeni
tarafindan iiretilen ¢oklu enzimler sayesinde bu yapilarin pargalanmasi

hizlanmaktadir (Lahlali ve ark., 2005; Boubaker ve ark., 2009).

Hasat Oncesi ya da sonrasinda uygulanan fungisitlerin etkinligi belirlenmis
olmasma ragmen, fungal etmen turlerinin genetigine ve ¢esidine gore degisiklik
gOstermektedir. Hasat sonrast uygulamalar iriiniin toplanmasindan sonra,
depolamadan 6nce, Uriiniin paketlenmesinden once, son depo asamasinda veya satis

asamasinda gerceklestirilir (Janisiewicz ve Korsten, 2002).

Hasat 6ncesinde fungusit uygulanmasinin P. expansum populasyonunu azalttigi
ve gelismesini engelledigi yapilan ¢alismalar sonucunda degerlendirilmistir. Hasat
oncesi uygulama ile Griin tzerinde kalan ilag kalintilar1 olasi enfeksiyonlari kontrol

altina almaktadir (Xiao ve ark., 2011).

Penicillium tiiriinden ilk olarak 1809 yilinda mantar bilimci ve botanik¢i John
H.F. Link tarafindan bahsedilmistir. Link, ¢alismalarinda Penicillium cinsinin (g
farkli tiiriinden bahsetmistir. Bunlar; Penicillium, P. candidum (Link), P. expansum
(Link) ve P. glaucum (Link) tiirleridir. Bu tiirlerin ortak 6zellikleri ise firga tipinde

konidiofor {ireten tiirler olmalaridir (Link, 1809).

Link tarafindan 1809 yilinda Penicillium tiirii ortaya atildiktan sonra birgok
aragtirmaci bu tdr ile ilgili aragtirmalar yapmustir. Penicillium tdriine ait funguslar;
morfolojik  karakteristiklerine  ve  konidiofor  kollarinin  yapisina  gore
simiflandirilmistir. Konidioforlar, yogun fir¢a gibi konidiofor tasiyan yapilardir.
Konidioforlar tekil yapili veya kollara ayrilmigtir ve sise bigimli fiyalidler demeti

tarafindan sinirlanirlar.

Konidya, fiyalidlerin u¢ kisimlarinda zincirin gen¢ kokenlerinde neredeyse

tamamen yesil olarak iiretilir. Spor tagima sistemine gore P. expansum halkali yapili
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diger bir deyisle ikincil derece kollar tagiyan bir fiyalid kiimesidir. Ekoloji, biiylime
turd, morfolojik yap1 ve B-tiibulin dizilerine dayanan ¢ok fazli siniflandirmada P.
expansum, P. marinum, P. sclerotigenum; Penicillium dizisinde expensa tirinde yer
alirlar (Samson ve Pitt, 2000; Frisvard ve Samson, 2004).

Son smiflandirma yontemine gore, Penicillium siniflandirmasi Cizelge 1.1. de

verilmistir.

Cizelge 1.1. Penicillium expansum fungusunun smniflandirmasi

Alem Mantar

Sube Ascomycota
Dizi Eurotiales

Sinif Eurotiomycetes
Aile Trichocomaeate
Cins Penicillium

Alt cins Penicillium
Grup expansa

Tiir expansum

Iki yiizden fazla Penicillium tiirii belirlenmis olup bu tiir altinda 1000' e yakin
isim verilmistir. Bu isimlerin ¢ogu son yapilan modern siniflandirmaya uymadig: igin
kabul edilmemistir. Son siiflandirma (Pitt ark., 2000) tarafindan yapilmis olup 225

tiir tescillenmistir.

PDA ortaminda P. expansum kolonisi, P. expansum sporlari (Sekil 1.2. a, Sekil

1.2. b)' de sirastyla gosterilmistir.
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Sekil 1.2. a) PDA ortaminda P. expansum kolonisi, b) P. expansum sporlari

Bitkiler en iyi gelisimi kendileri i¢in uygun olan kosullarda gosterirler. Normal
metabolizmanin degiskenligine bagli olarak, giinlik ve mevsimsel degisimlere
ragmen blyumelerini devam ettirebilirler. Bazen maruz kaldiklari strese gore bitki

binyelerinde degisiklikler meydana gelebilir (Shao ve ark., 2008).

Tarimsal iretimi etkileyen en onemli faktorlerden biri de toprak pH ve
tuzlulugudur. Bu faktorler bitki beslenmesinde Onemli oldugu kadar toprakta
mikrobiyal aktivite i¢in de dnemlidir. Bu nedenle hem toprak kaynakli hastaliklarin
¢ikisinda hem de biyolojik miicadelede kullanilan etmenlerin aktivitesinde tuzluluk
ve pH onemli sinirlayict faktordlr. Deniz kiyisina yakin sera alanlarinda 6nemli
sorunlardan biri toprak tuzlulugudur. Dikkat edildigi iizere bu bolgede bulunan

patojenlerin gelisimini de etkilemektedir.

Gunumuzde hatali tarimsal uygulama ve islemler mevcut tarim arazilerinin
verimliliginde diistislere sebep olmakta, sonug olarak 6nemli {iriin kayiplarina neden
olmaktadir. Toprak tuzlulugu da dogal veya hatali uygulamalarla olusan, tarimda

verimliligi sinirlandiran 6nemli stres unsurlarinin baginda gelmektedir.

Toprak tuzlulugu; ¢6ziinebilir tuzlarin kurak ve yar1 kurak iklim bolgelerinde

yikanmasiyla yeralti suyuna karisarak kilcal yollarla toprak ylizeyine ¢ikmasi ve
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buharlasma sonucu suyun topraktan ayrilarak tuzun toprak yiizeyinde ve yiizeye

yakin boliimiinde birikmesi olayidir (Ergene, 1982; Kwiatowsky, 1998, Kara, 2002).

Coziinebilir tuzlar, bitkiler tarafindan kolayca alinabilirler. Bitki blinyesine
alinan tuz belli bir seviyeyi gecince bitkiye zarar vermektedir. Bitkide toksik etkiye
sebep olmaktadir. Ayrica toprakta tuz miktarinin artmasiyla, bitkinin topraktan su
alim1 zorlasmakta ve topragin yapisi bozularak bitki gelisimi yavaslamakta, hatta
durmaktadir (Kanber ve ark., 1992; Giingér ve Erézel, 1994). Toprakta yeterli
miktarda su bulunmasina ragmen bazi durumlarda bitkilerin solmaya bagladiklar
goriilmistiir. Bunun sebebi genellikle toprakta yiiksek miktarda tuzlulugun yarattig
“fizyolojik kuraklik’> durumundan kaynaklanmaktadir. Fizyolojik kuraklik
durumunda ozmotik basing Yyikselir ve bitki ihtiyact olan suyu topraktan
alamamaktadir (Ayyildiz, 1990). Bu nedenlerden otirl bitkide solgunluk, kuruma,
bodurluk, kisa gévde, ¢iceklenmenin gecikmesi, ya da ¢icek agmama ve tohumlarin

daha kiiciik olmasi, dayanikli yabanci otlarin gelismesi gibi sorunlar olusur.

Artan niifus ve g¢evre kirliligi, tarim alanlarinin sehirlesmeye yenik diismesi
sonucu farkli alanlarda yapilan tarimsal faaliyetler sonucu abiyotik stres faktorlerine
maruz kalan ¢ok cesitli bitki ve varyetelerin yetistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Bu
kosullar altinda yetistirilen bitkiler, abiyotik stres faktorleri yaninda biyotik stres
etmenlerine (funguslar, bakteriler gibi) de maruz kalabilmekte, dolayis1 ile iiriin

gelisimi ve kalitesi 6nemli 6l¢iide diismektedir.

Tuz stresi altinda yetistirilen bitkiler ya da o stres altinda yetisen bitkilerden
elde edilen iiriinler normal kosullarda yetistirilen iirlinlere gore verim agisindan
diisiik oldugu gibi icerdikleri tuz iyonlar1 agisindan da farkliliklar gostermektedirler.
Ornegin, tuz stresini tolere edebilen ya da yiiksek EC degerlerine sahip meyveleri
enfekte edebilen fungal hastaliklar yeni Uriinlerin elde edilmesinde ve
pazarlanmasinda onemli bir faktOr olabilirler. Tuz tipki bitkilerde oldugu gibi
mikroorganizmalar iizerinde de etki etmis olup artan tuz konsantrasyonunda

mikroorganizmalarin biinyelerinde degisikliklere neden olmustur.
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Hasat edilmis irtnlerde koruyucu etki birakan kimyasal, biyolojik ve fiziksel
yontemler, hastalik etmeninin gelisiminin yavaglamasi i¢in 6nemli bir engel teskil
ederken, {iriin kalitesinin arttirilmasi i¢in de bu yontemler kullanilmaktadir. Hatta
organik TUriin yetistiriciliginde pestisit kullanimina alternatif olmasi agisindan
kullanilan baz1 fiziksel yontemler (hasat edilmis {riinler {izerinde sicak su
uygulamasi, bitki ekstrakti kullanimi veya tuz bileksiklerinin uygulanmasi) 6ne
strilmektedir. Ancak, bu yontemler kimi zaman patojen gelisimini durduramadigi
gibi  ¢ok disik dozlarda kullanildiginda ise patojen gelisimini tesvik
edebilmektedirler. Ornegin, yiiksek vitamin veya ¢oziinebilir kat1 madde icerigine
sahip meyveler, kalite 0zelligi acisindan Onem tasirken ayni zamanda hastalik
etmenleri igin de potansiyel enfeksiyon kaynag: olabilirler. Son yillarda yiiksek EC
degerine sahip domates yetistiriciligi 6nemli bir trend haline gelmis, damak tadi,
¢oOzlinebilir madde ve aroma bakimindan daha zengin bir icerige sahip hale
gelmiglerdir. Dolayist ile bu tiir meyveler patojenler igin zengin bir inokulum

kaynagi haline de gelmislerdir (Dikilitas ve Karakas, 2014).

Penicillium fungusu genellikle yaralardan giren patojenlerden olmasina ragmen
her yerde bulunabilme 0zelligi ve yiiksek miktarda aseksiiel konidi tiiretme
yeteneginden dolay1 hassas dokular tizerinde de etkili olabilmektedir. Bundan dolay1
depolama ve pazarlama asamasinda saglam dokularda da enfeksiyon yapma
yetenegine sahiptir. Bu hastalik etmeni oda sicakliginda etkili olmasmna ragmen
bircok fungus icin stres ortami sayilabilecek soguk, kuraklik, tuzluluk gibi kosullarda
da enfeksiyon kabiliyetini stirdiirdiigi goriilmiistiir. Fungusun pestisitle kontrol
edilebilmesi de bundan dolayr zorluklar igermektedir. Ayrica, organik tarim
triinlerinin tesvik edilmesi, pestisit uygulamasmin hasat sonrasi {riinlerde
tatbikatinin azaltilmasi veya yasaklanmasi, bu fungal etmen ile miicadeleyi daha da

zorlagtirmistir.

Ucucu yaglar (Barrera ve ark., 2009) veya gida katki maddeleri (Kazemi ve
ark., 2011) birgok hastalik etmeni i¢in Onerildigi gibi, Penicillium ¢iiriikligiiniin
kontrolii i¢in de onerilmistir. Gida katki maddeleri ¢evre ve insan sagligina minimum

yan etkisi olup genis spektrumlu antifungal etkiye sahip kimyasal bilesiklerdir
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(Arslan ve ark., 2009). Bu alternatif onlemler, hasat sonrasi iiriinlerin depolama
Omriinii uzatmak ve fungusitlerin yerine kullanilmak i¢in Onerilmistir. Tuz ve tuz
bilesikleri ile hasat sonrasi triinleri kontrol etmek icin ¢esitli tuz uygulamalar
yapilmig, Ozellikle karbonat ve bikarbonat ile muamele edilen hasat sonrasi
meyvelerin Penicillium digitatum, P. italicum funguslart iizerinde inhibe edici
Ozellige sahip oldugu rapor edilmistir (Smilanick ve ark., 2008; Arslan ve ark.,
2009).

Yukarda bahsedilen sebeplerden dolay1r hasat sonrasi iiriinlerde olusacak
cliriikliigiin 6niine gecebilmek i¢in ¢esitli alternatif yontemler Onerilmesine ragmen,
bu yontemlerin fungal etmenlerin biyolojisi Uzerindeki etkileri de tartisilmak

durumundadir.

Bu ¢aligsma ile fungusun tuza tolerans sinirlar1 belirlenerek, fungusun gosterdigi
fizyolojik ve biyokimysal tepkiler Olglilmiis ve oda sicakliginda ya da soguk
kosullarda depolanmak i¢in ayrilan hasat sonrasi sebze ve meyvelerin muhafazasinda
karsilagilabilecek potansiyel patolojik sorunlar ortaya konulmustur. Yine fungusun
disiik ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda tepkileri belirlenerek hasat sonrasi
tirlinlerin muhafazasinda ortaya konacak stratejiler i¢cin 6nemli bir veritabani elde
edilmistir. Fungal etmenin tuz bilesikleri ile kontrol edilme mekanizmasi son yillarda
one ¢ikan kontrol stratejileri arasina girmesine ragmen, tuzun ortamda biraktig
kalint1 ve tipk pestisit kullaniminda oldugu gibi fungal etmenlerin tuza karsi tolerans
gelistirmesi ve kullanilan tuz konsantrasyonunun hasat Oncesi ve hasat sonrasi
urtnlerde kontak etki ile bile patojeni kontrol edebilme yontemi Uriinlerde kalite ve

aroma kantite kaybina neden olup olmayacagi iyi arastiriimigtir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Kis-Papo ve ark. (2001), Oli Deniz’de yiiksek tuz kosullarinda mevsimsel
olarak funguslarin degisimini incelemisler, izolatlar1 bilindik yodntemlerle
tanimlamuglardir ve Aspergillus sp.’de, Eurotium herbarium, Penicillium westlingii.

tarlerinin stabil oldugunu bulmuslardir.

Okaryotik mikroorganizmalarin tuz tolerans yapilari, gogunlukla tuza duyarh
Aspergillus nidulans gibi filamentli halotolerant funguslar, Saccharomyces
cerevisiae, Debaryomyces hansenii , Candida versatilis (Silva- Graca ve Lucas,
2003), Rhodotorula mucilaginosa ve Pichia guillermondii gibi funguslar tzerinde
calismiglardir. Bu funguslar Uzerindeki c¢alismalarda, ylksek tuzlulukta turgor
basincin devam ettigi gostermistir. Tuzlu cevrelerde; gliserol, trehaloz ve diger
organik eriyebilen maddelerin birikimi ve Uretimi artmakta olup bu kosullarda
canlilik ve tireme yetenekleri sirdiirebilmektedirler. D. hansenii gibi birka¢ fungus
cesidinin, tuz stresi altinda gelistikleri zaman hicre icinde oldukca yiksek miktarda
sodyum bulundurdugu rapor edilmistir. Bu funguslar sodyum igeren organizmalar

olarak tanimlanmslardir (Kogej ve ark., 2005).

Israil’ de yapilan bir calismada ise (Grishkan ve ark., 2003); bilindik yontemler
kullanilarak tuzcul ortamlardan elde edilen funguslar tanimlanmis, Aspergillus
tlrlerinin baskin oldugu gorilmis. Fusarium tdrlerinin Aspergillus turlerine gore
daha az oldugu penicillium tirlerinin ise Aspergillus tiirleri kadar baskin oldugu

tespit edilmistir.

Tuzcul funguslarin agir metal gideriminde kullaniimast ile ilgili Nazareth ve
Marbniang (2007) calismalarinda; tuzcul bélgelerde yetisen bitkilerden ve tuzlardan
izole ettikleri Penicillium turlerinde agir metal direncliligini arastirmiglardir. Pb, Cu
ve Cd metallerinin ¢ozeltilerinde farkli konsantrasyonlarini ¢alismislar, 7.5 mM Pb

konsantrasyonunda izole ettikleri tiim Penicillium tirlerinin direncli oldugunu, Cu ve
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Cd> un silfat ve nitrat tuzlarina da fungal izolatlarin direngli oldugunu

gostermislerdir.

Tirkkan 2013, yaptgi calismada sogan dip curukligi etmeni Fusarium
oxysporum f.sp. cepae’nin kontrolu icin sentetik fungusitlere alternatif olabilecek
cesitli tuzlarin etkinligini degerlendirmistir. Kontrole kiyasla potasyum asetat,
potasyum nitrat, potasyum fosfat dibazik, sodyum klorit, sodyum silfat fungusun
gelisimini artirdigini; diamonyum fosfatin etkilemedigini; diger kalan tuzlarin ise
misel gelisimini bir seviye azaltmis oldugunu ve amonyum bikarbonat, amonyum

karbonat gibi tuzlarinda misel gelisimini tamamen engellemis oldugunu tespit etmis.

Biyolojik kontrol ajani olarak kullanilan Trichoderma harzianum (T22)’un
farkli tuz konsantrasyonlarina karst reaksiyonunu belirlemek amaciyla, farkli
oranlarda sodyum Klorlr iceren ortamda T22 gelistirilmistir (Yigit, 2013). Daha
sonra T22’nin domateste kok ve kok bogazi ¢iiriikliigiine sebep olan Fusarium
oxysporum f.sp. radicis’e karsi misel gelisimini engelleyici etkisi iki farkli pH
seviyesinde ve bes farkli NaCI konsantrasyonunda test edilen galismalar sonucunda
in vitro kosullarda yiiriitiilen fungusun miselyal gelisimi ve sporulasyonu artan tuz
konsantrasyonuna bagli olarak kismende olsa engellendigi tespit edilmistir. Strekli
artan tuz konsantrasyonlarinda gelismeye birakilan fungusun NaCl’a kars1 diisiik de

olsa bir adaptasyon sagladigi belirlenmistir.

Marjetka ve ark. (2010), NaCl stresinin Wallemia spp. ilizerinde yaptigi
caligmada farkli, NaCl tuz konsantrasyonlarinda Wallemia spp. fungusunun
biiylidiiglinii tespit etmis fungusun hiicre morfolojisi lizerinde bir etkisi oldugunu
gostermis. Yiksek tuzlulukta hem W. muriae hem de W. sebi'deki hifal bolmeler,

diisiik tuzluluga kiyasla daha kalin ve daha kisa oldugunu tespit etmis.
Alkali ile muamele edilmis A. niger’ in, Cu*?, Zn*2, Ni*? ve Co*? metallerinin

ayrn ayrt uygulanarak yapilan g¢alismasinda; biyomas agirhiginin metal baglamada
%10 kadar etkili oldugunu ve metal baglama kapasitesi agisindan Neurospora,

10
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Fusarium ve Penicillium turleri ile karsilastirilmas: ortaya konmustur (Akthar ve
ark., 1996).

Samapundo ve ark. (2007), amonyum/sodyumbikarbonat tuzlari ile diisiik su
aktivitesini Fusarium ve Aspergillus tiirleri iizerinde gelisim ve toksin {retimi
acisindan incelemisler, diisik tuz Kkonsantrasyonlarinda Fusarium tdrlerinin

uyarildigini rapor etmislerdir.

Tuz ile ilgili calismalar sadece hasat sonrasi donemi kapsamamis olup
bitkilerin vejetatif gelisme siirecinde de uygulanmustir. Ornegin (Weneker ve Kanne,
2010) Potasyum bikarbonat uygulamasinin "Bektasi iiziimii" (Ribes uwa - Crispa)
bitkilerinde Kdlleme (Erysiphe spp.) hastaligina karsi denemisler. Bitkiler su
damlayincaya kadar Potasyum bikarbonat soliisyonu ile yikanmislardir. infekteli
meyve, hastalikli siirglin gelisimi ve hastalik siddetinin tuz uygulanan bitkilerde ciddi
oranda diistiigiiniin ancak muamele edilmeyen kontrol bitkilerinde ytliksek oldugunu
rapor etmislerdir. Bu yontemle miicadele basarili bulunmasina ragmen uygulama
siklig1 ¢ok yiiksek olarak kayda geg¢mistir. Tuz uygulamasi bio kontrol ajanlari
(Trichoderma spp.) tizerinde de denenmis 6zellikle tuzlu kosularda hastalik yapma
kabiliyetine sahip olan Verticillium tdrlerini kontrol etmek igin bu ortamlarda
kullanilacak Trichoderma funguslarini tuza kars1 tepkileri belirlenmistir. 6 gr/l NaCl
konsantrasyonunun Trichoderma harzianum fungusunun antagonistik etkisinin

azalttig1 belirlenmistir (Lahlahi ve Regrahi, 2005)

Fusarium ve Aspergillus tirleri %1 lik Amonyum bikarbonat ile tamamen
inhibe edilmesine ragmen %4 lik Sodyum bikarbonatin ise tam inhibe edici
Ozelliklerini gormedigini belirtmislerdir. Bundan dolayt Amonyum bikarbonat
uygulamasinin misir tohumlarinin korunmasinda daha uygun oldugunun Fusarium
ve Aspergillus izolatlar tarafindan tiretilen mikotoksinlerin azaltilmasinda 6nemli bir
yeri oldugu belirtmislerdir. Bundan dolayr Amonyum bikarbonatin gelisen iilkelerde
ucuz ve kolayca tatbik edilebilecegini ifade etmislerdir. Ancak {iriinlerin
tliketilmeden once bikarbonat tuzlariin kalint1 seviyesinin ve bu seviyenin insan

sagligina yan etkisinin ne derece olacag belirlenmelidir. Ayrica misir iizerinde bu

11
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kalint1 degerinin {iriin kalite parametrelerini etkilemesi s6z konusu olacagindan bu

alan ile daha fazla ¢alisma yapilmalidir (Samapundo ve ark., 2007).

12
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu c¢aligmada materyal olarak farkli konsantrasyonlara sahip NaCl solusyonlari
fungal cimlenme, sporulasyon ve miselyal gelisim i¢in kullanilmistir. Fungal gelisim

sinirlarin1 belirlemek i¢in ilk olarak;

0-, 25-, 50-, 100-, 150-, 200-, 250-, 300-, 350-, 400-, 450-, 500 mM NacCl
solusyonlart 250 ml lik flasklarda % 10 luk sivi PDA igerecek sekilde 100 ml
hazirlanmistir. Daha sonra, yukarida belirlenen konsantrasyonlarda fungal gelisim
ve sporulasyonun devam ettigi ve bu belirlenen diizeylerin ¢ok yukarisinda
inhibisyon konsantrasyonlarina ihtiyag duyuldugu belirlendiginden, fungal etmen
daha genis tuz sinirlarini i¢ine alacak sekilde 0-, 250-, 500-, 750-, 1000- ve 1250 mM
NaCl konsantrasyonlarinda yukarida belirlenen kosullarda 3 tekerriirlii olacak sekilde

oda sicakliginda inkubasyona birakilmaistir.

Bu tez cgalismasma ait deneyler Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki

Koruma laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.1.1. Caliymada kullanmilan fungal materyal

Fungal materyal olarak daha onceki calismalarda kullanilan ve slope agarlar
tizerinde 4 °C’de saklanan Penicillium expansum kolonileri kullanilmigtir (Akbulut,
2015; Karadagh, 2015).

Cizelge 3.1. Patates Dekstroz Agar (PDA)

icerik Konsantrasyon (g/1)
Kabugu soyulmus, dogranmis patates 200

Glukoz 20

OxoidAgar No:3 25

13
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200 g soyulmus patates kiigiik parcalara ayrilarak 1000 ml’lik saf su ile 30
dakika kaynatildiktan sonra piire haline getirilmistir. Elde edilen piire mira bezinden
(Calbiochem) siiziiliip 20 g glukoz siiziige eklenmistir. Hazirlanan ortam 250 ml
hacime sahip 6.25 g agar iceren (%2.5 w/v) 4 adet 500 ml’lik konik flasklara
aktarilmistir. Bu asamada PDA igeren flasklara uygun konsantrasyonlarda NaCl
ilavesi saglanmis ve ortam 121°C’de 20 dakika (2.68 kg/cm? basingta) otoklavlanip
12 Petri kabina aktarilmistir. Funguslar, ayrica PDB ortaminda, yani yukarida

belirlenen ortamin agar igermeyen sivi i¢eriginde de gelisime birakilmiglardir.

3.2. YOontem
3.2.1. Fungal gelisim ve sporulasyon

Calismada kullanilan fungal etmen (Cizelge 3.1.)° de belirtilen Patates
Dekstroz Agar (PDA) kat1 besi ortaminda ve PDB (Patates Dekstroz Broth) sivi besi

ortaminda yetistirilerek inokulasyon icin hazir hale getirilmistir.

PDA ortaminda farkli NaCl kosullarinda fungal gelisimi ve sporulasyonu
belirlemek i¢in, 3 mm ¢apinda kontrol kosullarinda gelistrilmis olan P. expansum’a
ait fungal diskler 9 cm c¢apindaki Petri kaplarinin tam ortasina aseptik kosullarda
yerlestirilerek oda sicakliginda gelisime birakilmislardir. Daha sonra, fungal gelisim
bir cetvel yardimi ile Petri kaplarmin iki tarafindan Olgiilerek ortalama degerleri

fungal miselyal gelisim olarak kaydedilmistir.

Miselyal gelisim degerleri % miselyal inhibisyona cevrilmistir. Asagidaki

formiile gore hesaplanmistir.

dc - dt
MGI (%) = [ dc ]XlOO (3.1)

14
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dc ve dt kontrol ve muamele gruptakileri sirasiyla miselyal ¢aplarini ifade

etmektedir. Her bir muamele 3 tekerriirden olusmustur.

Ayrica, fungal gelisimin saglandigi ortamdan 1cm? lik bir parca alinarak birim
alanda gelisen konidi sayis1 heamocytometer ile belirlenerek, elde edilen spor sayisi,
konidi/cm? spor yogunlugu olarak ifade edilmistir. Daha sonra, kat1 ortamiizerinde

gelisen fungal miselyal yapi1 bir spatula ile kazinarak misel yas agirlig1 belirlenmistir

S1vi ortamda fungal gelisimi ve sporulasyonu belirlemek i¢in 3 mm ¢apinda bir
fungal disk, 100 ml hacminde farkli NaCl konsantrasyonlari ihtiva eden PDB
ortaminda gelisime birakilmislardir. Fungal solusyondan alinan 1ml’lik hacimde spor
sayimi heamocytometer ile belirlenmis ve miselyal gelisim filtre kagitlarindan

stiziilerek misel yas agirlig1 belirlenmistir.

3.2.2. Slope (egik) agar

Stok kiiltiir olarak funguslar1 uzun sire muhafaza etmek igin, Egik agar
kullanilmigtir. Oda sicakliginda Petri kaplar i¢inde gelistirilen fungal etmen (23 °C
11 °C), cam bir tup icinde egik olarak hazirlanan PDA ortamlarina yerlestirilmistir.
Bu amagcla, 15 ml’lik egimli PDA steril ortamlari kullanilmistir. Egik agarlara
aktarilan fungal etmen, birka¢ giin kontaminasyon olup olmadig1 gozlemlendikten

sonra 4°C + 1°C’de muhafaza edilmek (izere saklanmustir.

3.2.3. Misel agirh@

Calisma sonunda sivi kiltirden elde edilen misellerin agirligi belirlenerek,

fungusun orantili biiyiime oran1 (RGR) asagidaki formiile gore tespit edilmistir.

RGR (Gin™) = [In(Misel yas agirligifina) - In(Misel Yas agirligti)] (3.2)

GUN

15
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Misel yas agirligisina; En son belirlenen yas agirlik,

Misel yas agirligii: i1k belirlenen yas agirhik

Sekil 3.2. Penicillium expansum fungusunun yas misel agirhigmin elde edilmesi

3.2.4. Spor sayim ve probit analizi

Probit analizi bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki iligkiyi belirlemek
i¢in kullanilan bir tiir regresyon analizi olup, biyolojik ¢aligmalarda regresyon analizi
her zaman linear olmayacagindan bu analiz yontemi tercih edilmistir. bu yontemle
sigmoit gorinimde olan doz - tepki grafigi programda dogrusal olarak ifade edilecek
sekilde hesaplama yapilmis ve populasyonun gelisiminin %350 sini inhibe eden
konsantrasyon ICso olarak ifade edilmistir. Bu sekilde fungus gelisimini engelleyen

konsantrasyon bulunmustur.

Cimlenme tiipi gelisim gosteren sporlar ¢imlenmis kabul edilerek, her bir
tekerriirden 100 adet spor sayimi gergeklestirilmistir. Sonuglar % spor gimlenmesi
olarak ifade edilmistir. NaCl stresi altinda ¢imlenen sporlarin ICso (inhibe konsantre)
degerleri probit analizi (IBM SPSS Statistics 22) ile belirlenerek fungusun tuza
verdigi kirilma noktasi tespit edilmistir. Muameleler 3 tekerriirlii olacak sekilde

yapilmustir.

16
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3.2.5. Funguslarin canhlik testi

Funguslarin canliligini test etmek icin ise, yukaridaki denemelerden elde edilen
solusyonlardan 100 pl’lik bir hacim, daha 6nceden hazirlanmis olan PDA ortamina
aktarilarak 3 giin sure ile oda sicakliginda inkubasyona birakilmis ve gimlenen

sporlardan olusan fungal koloniler sayillmistir.

3.2.5. Funguslarin pH ve EC ol¢iimii

Sivi ortamda farkli NaCl kosullarinda gelisime birakilan fungusun gelistigi
ortamin pH (Hanna) ve EC (Hanna) (elektriksel iletkenlik) degerleri Olciilerek,
fungusun NaCl muamelesi oncesi ve sonrasi (1 hafta) gosterdigi fiziko-kimyasal

degisiklikler belirlenmstir.

Sekil 3.3. Penicillium expansum fungusunun PDB ortaminda pH ve EC 6lgimi

3.2.6. Fungusun Triphenyltetrazolium Chloride (TTC) ile metabolik aktivitenin

olgimu
NaCl stresi altinda gelisim gosteren funguslarin canlilik ve metabolik aktivite

testi Hura ve ark. (2015)’dan uyarlanan ve modifiye edilen yonteme gore 2, 3, 5-

Triphenyltetrazolium chloride (TTC) ile Olculerek belirlenmistir. Bunun igin; bir

17
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hafta slre ile oda sicakliginda 100 rpm/dak devirde farkli NaCl konsantrasyonlari
iceren PDB ortaminda gelistirilen funguslardan alinan ve filtreden gegirilmis
yaklasik 50 mg misel, 15 ml hacmindeki tlplere konarak, tzerine 300 pl TTC
solusyonu (0.05 M Tris-HCI, pH 7.5 i¢inde hazirlanan %2 lik TTC) ve 1.2 ml Tris-
HCI (0.05 M, pH 7.5) solusyonu ilave edildikten sonra 24 saat karanlikta oda
sicakliginda inkube edilmistir. Karisim, 2000 g’da 5 dakika santrifiij edildikten sonra
supernatant kismi uzaklastirilarak, geriye kalan misel, 3 ml ethanol icinde 1 gece oda
sicakliginda inkube edilerek ve tekrar santrifuj edilmis elde edilen 2 ml miselden ari

solusyon temiz tiiplere alinip 490 nm de ethanole kars1 okunmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Arastirma Bulgular

4.1.1. Uygun dozun ayarlanmasi

Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma laboratuarinda farkli NaCl
konsantrasyonlari igeren kati ve sivi besin ortamlari, fungal ¢cimlenme, sporulasyon
ve miselyal gelisim i¢in kullanilmistir. Yapilan 6n ¢alismada, 0-, 25-, 50-, 100-, 150-,
200-, 250-, 300-, 350-, 400-, 450-, 500 mM NacCl solusyonlarinda hastalik etmeni
kontrol grubu ile ayni gelisimi gostermistir, tuza hem sporulasyon hem de miselyal
gelisim bakimindan dayaniklilik gosteren P. expansum icgin daha yiiksek diizeylerde
NaCl igeren ortam hazirlama zorunlulugu dogmustur. Fungal etmenin hizli gelisimi
ve yiiksek spor liretme kapasitesi NaCl a karst 6nemli bir dayaniklilik mekanizmasi

olarak ortaya ¢ikmuigtir.

Fungal etmenin sporulasyon ve miselyal gelisim bakimindan kirilma noktasi
yukarida belirlenen solusyonlarda tespit edilemedigi i¢in, solusyon konsantrasyonlari
stvi ve kati ortamlarda 0-, 250-, 500-, 750-, 1000-, 1250 mM NaCl olarak

belirlenmistir. Buna gére etmenin gelisimi (Sekil 4.1.)’de verilmistir.

Sekil 4.1. Penicillium expansum fungusunun farkli tuz (NaCl) konsantrasyonlarindaki gelisimi
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4.1.2. Hastalik etmeninin fizyolojik parametreleri

P. expansum fungusunun farklit NaCl konsantrasyonlarina kars1 reaksiyonlarini
belirlemek amaciyla inkiibasyonun tigiingli giinii yapilan Ol¢limler sonucunda
mikroskop altinda birim alandan (1 cm?) alian kesitin sulandirilmasiyla elde edilen
konidi sayimi ve yogunlugu (Cizelge 4.1.)’de ve bunlara iliskin temsili mikroskop

goruntaleri (Sekil 4.2.)’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Penicillium expansum fungusunun farkli NaCl konsantrasyonlarinda 1 cm? deki spor
yogunlugu (kontrol grubu 100 kabul edilmistir, sporulasyon 1/100 oraninda seyreltilerek

yapilmustir)

Doz o A i Sporulasyon
(NaCl, mM) Konidi yogunlugu (%) (1/100)

0 100 1.5x10°

250 97 0.5x10°

500 80 0.45x10°
750 75 0.15x10°
1000 44 0.10x10°
1250 37 0.07x10°

Sporulasyon i¢in kirtlma noktast 1000 mM olarak goriilmiis. Bu degerin
iistiindeki konsantrasyonlarda da sporulasyon devam etmesine ragmen sporulasyon
artan tuz miktariyla kayba ugramistir. Buna gore, artan NaCl konsantrasyonu P.

expansum spor yogunlugunda azalmaya neden olmustur.

Probit analizi ile yapilan degerlendirme sonucu ICso degeri 1016 mM NaCl
olarak hesaplanmistir (IBM SPSS Statistics 22). Sporulasyon i¢in kirilma noktasi
olarak kabul edilen 750 - 1000 mM, ICso degeri olarak kabul edilen 1016 mM ile de
uyumlu bulunmustur. Bu sonuglara gore fungal sporulasyonun yiiksek tuz

konsantrasyonununda devam ettigi belirlenmistir.
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Sekil 4.2. Farkli tuz konsantrasyonlarinda A (0 mM), B (250 mM), C (500 mM), D (750 mM),
E (1000 mM), F (1250 mM) mikroskop altinda sporulasyon goriintuleri

Fungal gelisim inkubasyondan 6 giin sonra bir cetvel yardimi ile Petri
kaplarinin iki tarafindan olgiilerek ortalama degerleri fungal miselyal gelisim olarak
kaydedilmistir. Miselyal gelisim degerleri % miselyal inhibisyona ¢evrilmis olup,
degerler (Cizelge 4.2.)’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Penicillium expansum fungusunun farkli NaCI konsantrasyonlarinda miselyal gelisim ve
% miselyal inhibisyonu

Doz . A MGI (%)
(NacCl, mMm) Misel Geligimi (cm) Miselyal Gelisim inhibisyonu

0 7.25 -

250 5.10 29.65
500 4.25 41.37
750 3.25 55.17
1000 2.75 62.06
1250 1.70 76.55

Miselyal gelisim i¢in hesaplanan ICso degeri 741 mM olarak hesaplanmis,
misel gelisimi i¢in bulunan deger sporulasyon i¢in bulunan degerden diisiik olmasina
ragmen yine de fungal gelisimin yiliksek tuz konsantrasyonunda devam ettigi

gorilmiustir.

Farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelistirilen fungal etmen, sivi kiiltiir ortami
icinde de denenmis olup, siv1 kiiltiirden filtrasyon sonucu elde edilen misel yumagi
yikandiktan sonra misel yas agirligi kurutma kagitlarinda fazla su drene edildikten
sonra belli bir siire bekletilip hassas terazide tartilarak belirlenmistir. Sonuglar (Sekil

4.3.)’de verilmistir.
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Sekil 4.3. Penicillium expansum fungusunun misel agirlik grafigi
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Elektrolit sizintis1 (EC (%))

Sivi PDB ortaminda yetistirilen fungusun farkli tuz konsantrasyonlarinda

yetistirildigi kosullarda 6l¢iilen EC degerleri (Sekil 4.4.)’de verilmistir.

120

100 99.2

80

[dSm1]

60

EC

40

20
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Sekil 4.4. Farkli NaCI konsantrasyonlarindaki sporulasyonlarin EC degerleri

Artan NaCl konsantrasyonlarinin ortamin EC degerini artirdigi belirlenmis,

fungusun gelistigi ortamin tuzlu kosullar oldugu EC ile de teyit edilmistir.

pH 6l¢imu

Sivi PDB ortaminda yetistirilen fungusun farkli tuz konsantrasyonlarinda

olgtilen pH degerleri (Sekil 4.5.)’de verilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli NaCI konsantrasyonlarindaki sporulasyonlarin pH degerleri

Buna gore, artan tuz konsantrasyonlar1 ortamin dereceli olarak pH degerlerini
artirmis olmasina ragmen, P. expansum’un gelisme kosullarindan biri olan hafif
asidik kosul degismemis, dolayis1 ile artan tuz konsantrasyonu pH degerleri

acisindan fungal gelisime engel teskil etmeyecek sekilde artmistir.

Fungal etmenlerin canlilik testi yapildiginda tuzlu kosullardan alinarak kontrol
grubunda (NaCl i¢ermeyen ortamda) gelisime birakilan fungal etmenin gelisim
gosterdigi goriilmiis, dolayist ile bu c¢alismada kullanilan biitiin NaCl kosullarinin
hicbirinin fungal etmenin canlilifini yok etmeyecek diizeyde oldugu belirlenmistir.
Ayrica TTC testi ile ortaya konan sonug¢ da bu durumu teyit etmistir, (Sekil 4.5.) de
artan tuz konsantrasyonu fungal yapilarda nekroza neden olmasina ragmen canliligin
devam ettigi goriilmiistiir. Sonuglar, fungal etmenin sporulasyon ve miselyal gelisimi

ile de uyumlu bulunmustur.
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Sekil 4.6. Penicillium expansum fungusunun TTC konsantrasyon degerleri

4.2. Tartisma

P. expansum fungusunun farkli NaCl konsantrasyonlari iceren PDA ve PDB
besi ortamlari, fungal ¢cimlenme, sporulasyon ve miselyal gelisim igin yapilan 6n
caligmada, 0-, 25-, 50-, 100-, 150-, 200-, 250-, 300-, 350-, 400-, 450-, 500 mM NacCl
solusyonlarinda hastalik etmeni kontrol grubu ile ayni gelisimi gdstermistir. Tuza
hem sporulasyon hem de miselyal gelisim bakimindan dayaniklilik gosteren P.
expansum icin daha yuksek diizeylerde 0-, 250-, 500-, 750-, 1000-, 1250 mM NacCl
iceren besi ortami1 kullanilmis, bu ikinci ¢aligmada elde edilen fungal gelisim grafigi
(Sekil 4.1.)’de sunulmustur. Tuz konsantrasyonunun artisi ile miselyal gelisimin
engellenmesi arasinda dogrusal bir iligki bulunmasina ragmen fungal inhibisyon
diisiik diizeyde gerceklesmistir. Bu sonuglara gore fungus 1.25 M sodyum klorir
iceren bir ortamda az da olsa gelisebilme yetenegine sahip oldugu anlasilmistir. P.
expansum’un miselyal gelisim i¢in ICso degeri 741 mM NaCl olarak
belirlendiginden, fungal etmenin tuzlu kosullarda olduk¢a agresif bir gelisim
sergiledigi degerlendirilmistir. Bu 6l¢tmler, belirli bir sirede ve kontrol Petri

kutusundaki gelismeye gore yapilmistir.
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Tamie (2016), ¢alismasinda yiikksek tuz konsantrasyonunda Emericill
anidulans, Penicillium canescens, Syncephalastrum racemosum, Aspergillus
parasiticus ve Mucor racemosus funguslarinin gelisiminin %15 (2.58 M NaCl) tuz
konsantrasyonunda devam ettigini belirlemistir. Tuz konsantrasyonun %20’ye ¢iktig1
durumlarda ise fungal gelisimin durdugunu rapor etmistir. Yine ayni sekilde, 0.1 M
NaCl, CaCl> ve KCI tuz konsantrasyonlarinda P. citrinum’un gelisimine bakan
Yadav ve ark. (2011), %1 lik tuz konsantrasyonlarinda fungusun NaCI ve KCI’da
gelisimin devam ettigini CaClz da ise gelisimin azaldigin1 beyan etmistir. Fungal
etmen P. expansum’un yiiksek tuz kosullarinda miselyal gelisim yaninda sporulasyon
kabiliyeti de ol¢iilmiig, benzer trend sporulasyonda da goriilmiistiir. P. expansum
fungusunun farkli NaCl konsantrasyonlarina karst reaksiyonlarmi belirlemek
amactyla inkiibasyon periyodunun sonunda mikroskop altinda birim alandan (1 cm?)
elde edilen konidi sayimi ve yogunlugu (Cizelge 4.1.)’de verilmistir. Bu ¢izelgeye
gore sporulasyon i¢in 1Csg degeri 1016 M NaCl olup kirilma noktast 1000 mM olarak
Olciilmiis, bu degerin {stiindeki konsantrasyonlarda ise sporulasyonun devam
etmesine ragmen artan tuz miktaryla azaldigi goriilmiistiir. Yigit (2011), yaptigi
calismada artan tuz konsantrasyonunun (0.25, 0.50, 0.75, 1,0, 1.25 M) F. oxysporum
fungusunun spor yogunlugunda azalmaya neden oldugunu, fungusun miselyal
gelisimi ve sporulasyonun artan tuz konsantrasyonuna bagli olarak sirasiyla %12.94-

54.12 ve %85.07-95.14 arasinda engellendigi tespit etmistir.

Probit analizi ile yapilan degerlendirme sonucuna gore ICso degeri 1016 mM
NaCl olarak hesaplanan P. expansum fungusunun kirilma noktast 750 - 1000 mM
arasinda degismekte olup, ICso degeri olarak kabul edilen 1016 mM ile uyumlu
bulunmustur. Bu verilere gore fungal etmen deniz suyu seviyesinin iistiinde kabul
edilen bir tuz konsantrasyonunda gelisebildigini ve olduk¢a yiiksek tuz
konsantrasyonu olarak sayilabilecek bir degerde (1016 mM NaCl) buyime ve
sporulasyonuna devam ettigini gdstermistir. Fungusun miselyal gelisimi, artan tuz
konsantrasyonuyla azalmig, 1250 mM da gelisimin yavaslamasina ragmen 1.7 cm ile
fungal ¢ap gelisimi gozlenmistir. Tiirkkan (2013), 26 farkli tuz gesidinin % 2 lik
konsantrasyonlarinda sogan dip ¢iirikligii etmeni Fusarium oxysporum f.sp.

cepae’nin miselyal gelisimine bakmis, potasyum asetat, potasyum klorit, potasyum
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nitrat, potasyum fosfat dibazik, sodyum klorit, trisodyum fosfat ve sodyum sulfat
kimyasallart fungusun gelisimini arttirirken amonyum klorit, amonyum nitrat,
amonyum sulfat, diamonyum fosfat, kalsiyum asetat, kalsiyum klorit, sodyum
bikarbonat, sodyum karbonat tuzlart misel gelisimi bir derece azaltmis (% 16.61-
83.44) amonyum bikarbonat, amonyum karbonat ve sodyum metabisulfit misel

gelisimini tamamen engellemistir.

P. expansum’un miselyal yas agirligi (organik madde+su) artan tuz
konsantrasyonu ile kayba ugramasina ragmen (250 mM NaCl konsantrayonunda
misel agirhigr yaklasik %30 kayba ugrarken 1000 ve 1250 mM NaCl
konsantrasyonlarinda % 60 ve 65 kayba ugramistir, fungal etmenin yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda yeteri kadar organik madde Uretebildigi goriilmiis, bu durumun
fungal etmenin yliksek tuz konsantrasyonlarinda enfeksiyon yapabilecegi kanaatini
olusturmustur. Bu sonuglara gére fungal etmen 500 mM ve {izeri konsantrasyonlarda
ciddi metabolit kaybina ugramasina ragmen, fungal gelisimin tuzlu kosullarda

enfeksiyon i¢in yeteri kadar organik madde iirettigi tespit edilmistir.

Sivi PDB ortaminda yetistirilen fungusun farkli tuz konsantrasyonlarinda
Olcilen EC degerleri (Sekil 4.4.)’de verilmistir. Artan tuz konsantrasyonu EC
degerleri ile dogrusal bulunmus, bu durum fungusun tuzu metabolize ettigi seklinde
degerlendirilmeyip tuzlu kosullarda yasadig1 seklinde yorumlamaistir. Fungal etmenin
ortamda bulunan tuzu metabolizmaya ugratarak ortamda bulunan tuz
konsantrasyonunu azaltmadigr goriilmiistiir. Tuzu metabolize edip etmediginin
belirlenmesi igin ortamda bulunan ve canliligini kaybeden funguslarin bulundugu
kabul edildiginde, ortamin tuz konsantrasyonunun diismemesi dogal sonug olarak
gorulebilir. Ancak, ortamin pH degerinin dereceli olarak artis gostermesi ve hala
asidik durumda bulunmasi fungal etmen icin iyi bir gelisim ortami olusturmasi
fungal etmenin gelisiminde Onemli faktor olarak bulunmustur. Ayrica, yapilan
canllik testi ile (TTC) fungal etmenin canliligin1 korudugu belirlenmistir. Ornegin,
Yigit (2011) F. oxysporum ile yaptig1 calismada ortamin pH s ylikselterek
fungusunun miselyal gelisiminde %?2.35 lik bir azalma tespit etmistir. Tiirkkan

(2013) F. oxysporum f.sp. cepae’nin hem asidik hem de bazik cevrede
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gelisebildigini, fungusun pH 6 ile 9 aras1 degerlerde gelisim gosterdigini ancak daha
yilksek ve daha diisik pH degerlerinde fungal gelismenin 6nemli bir sekilde
azaldigimm (P < 0.05), pH 12 seviyesinde ise gelisimin tamamen durdugunu
belirtmistir. Yadav ve ark. (2011) P.citrinum fungusunu 3 farkli tuz (NaCl, CaCl; ve
KCI) ¢esidiyle pH (6.0, 7.0 ve 8.0) de in vitro kosullarda test etmis, % 1 lik tuz

konsantrasyonlarinda fungal etmenin gelisebildigini rapor etmislerdir.

Genel olarak, yiiksek tuz konsantrasyonunda yasayan organizmalar spesifik
toksik iyonlarin hiicre duvarlarina yaptig1 baski ve reaktif oksijen tiirleriyle ozmotik
strese girerler. Bu asamada olusan reaktif oksijen tiirleri metabolizmanin
bozulmasinda ve DNA hasarinda oldukca etkilidirler. Ancak, dayanikli organizmalar
irettikleri metabolitler ve hiicre duvarlarinda olusan yapisal degisiklikler ile strese
kars1 koyabilirler. Bunu yapamayan organizmalar ¢ogalma ve yayilma kabiliyetini
kaybettikleri gibi uzun stre strese maruz kaldiklarinda nekroza ugrayarak hayatlarimi
tamamlarlar. Fungal hiicre duvari hiicrelere seklini veren mekanik hasarlardan
koruyan molekiiler bir yapidir. Fungal hiicre duvari cevresel strese karsi ilk savunma
hatt1 olup stres adaptasyonunda ¢ok dnemli metabolitler icerir (Yadav ve ark., 2016).
Aslinda, yiiksek tuzluluga karsi adaptasyon mekanizmalari hakkinda ¢ok az sey
bilinmektedir. Hiicrelerin sporulasyonunda miselyal gelisimindeki azalmalar tuz
stresine karsi hem diren¢ hemde adaptasyon kabiliyeti olarak yorumlanmigtir

(Dikilitag ve Karakas, 2014).

Marjetka ve ark., (2010), NaCl stresinin Wallemia spp. iizerinde test etmis
fungusun hiicre ¢eperlerinin kalinlagtiginin ve hiicrelerinin kiigiildiigiinii gdstermistir.
Bu durumun fungal etmenin tuz stresine karsi gostermis oldugu bir dayaniklilik

mekanizmasi olarak izah etmistir.
Yiiksek tuz konsantrasyonlarinda organizmalar yiiksek enerjiye ihtiyac

duyduklarinda iireme, yayilma ve diger metabolik faaliyetlerini minimum diizeyde

tutarak enerji acigini1 kapatma yoluna giderler (Dikilitas ve Karakas, 2014).

29



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA Nagihan KILIC

Adaptasyon kabiliyetleri saprofit patojenlerde obligat patojenlere gore daha
yiiksek olup hasat sonrasi iiriinlerin muhafazasinda ¢ok dikkat edilmesi gereken
onemli bir husustur. Ornegin Aspergillus repens %12 (2,05 M) NaCl
konsantrasyonunda rahatlikla gelisebilmekte ve enfeksiyon olusturabilmektedir.
Zalar ve ark (1999); Marjetka ve ark., (2010). Ozellikle Aspergillus ve Penicillium
tirlerine ait funguslarin yiiksek tuz ve asir1 soguklarda antifiriz proteini
sentezleyerek canliliklarini devam ettirdikleri goriilmiistiir (Dhakar ve ark., 2014).
Bu funguslarin olduk¢a genis bir pH araliginda (1,5-14.0) tolerans gosterdigi
bilindiginden ve 0Ozellikle enfeksiyonlarin1 ve gelisimlerini 4,5-6,5 pH araliginda
yaptig1 belirlendiginden fungusun bulundugu kosullar1 pH ile degistirerek fungusu
ortamdan uzaklastirmanin ya da inaktif hale getirmenin miimkiin olmayacagi

anlasilmistir (Leitao ve ark., 2012).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu calisma ile fungusun canlilik sinir1 belirlenmis olup yapilan galigmalarda

Onerilen tuzlarin en ¢ok toksik etkiye sahip olan tuz bilesigi NaCI kullanilmistir.

P. expansum fungusunun farkli NaCl konsantrasyonlart igin yapilan bir 6n
caligmada 0-, 25-, 50-, 100-, 150-, 200-, 250-, 300-, 350-, 400-, 450-, 500 mM NaCl
iceren PDA ve PDB besi ortamlari, fungal c¢imlenme, miselyal gelisim ve
sporulasyon ayni gelisimi gOstermistir. Bu yiizden tuz konsantrasyonlari
arttirtlmistir. Arttirillan tuz konsantrasyonlarina gore fungusun miselyal gelisiminde
bir gerileme goriilmemis olup aksine belli bir konsantrasyondan sonra dayaniklilik
tespit edilmistir. Yiiksek tuz konsantrasyonuna gosterilen dayanikliligin bu etmenin
kontroliinii pestisite kars1 gosterilen diren¢ mekanizmasinin tuza karsida
gosterilecegi ortaya ¢ikmis olup bu alanda son yillarda yapilan ¢alismalar bunun
gostergesi olmustur. Dolayist ile hasat sonu sebze ve meyve gibi iiriinleri kontrol
altina almak i¢in uygulanan ve ¢evre sagligi acisindan emniyetli kimyasallar olarak
kullanilan tuzlarin uygulamasinin potansiyel olarak daha tehlikeli fungal iwrklar

yaratacag goz ardi edilmemelidir.

Artan tuz konsantrasyonlarinda sporulasyon sayilarina bakildiginda da bir
azalma oldugu goriilmekte ancak gelisimin devam ettigi bu da bitkide O6nemli
derecede kalite ve kantite kaybina neden olacagini gostermektedir. Tuz
konsantrasyonunun yliksek olmasi ayrica meyve ve sebze gibi iirlinlerin de gorsel ve

duyusal degerlerini azaltacagi unutulmamalidir.
Diger bir agama olarak misel agirligindaki sonuglara gore de tuz miktarmin

artmasi misel yas agirliginda bir azalmaya neden olmus ama gelisimin durmadigin

yalnizca gelisim hizini diislirdiiglinti gostermistir.
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EC ve pH degerleri sporulasyon sayist misel gelisimi ile uyumlu olup fungusun
yuksek tuz konsantrasyonunda gelisimi yavaslattigini ve gozle goriiliir bir azalma

olmadigini gostermistir.

Ozet olarak bu caliyma sonucunda artan tuz konsantrasyonuna ragmen
gelisiminin durmamasi sadece belli bir siire yavaslatmasi ve daha sonrasinda hemen
adaptasyon saglamasindan dolay1 yiiksek tuz konsantrasyonunun insan sagligina
zarar verme dislincesini akla getirmektedir. Yapilan caligmalarda yiiksek tuz
konsantrasyonunun fungal etmenlerin gelisiminde bir azalma ya da gelisim hizinda
bir yavaslama oldugu goriilmekte bunun yaninda bir pestisit gibi hasat sonrasinda
kalinti sorununu ortaya ¢ikarmaktadir. Bu da insan sagligi iizerine olumsuz etki

olusturmaktadir.

5.2. Oneriler

Bu ¢alismada P. expansum fungusu farkli konsantrasyondaki tuzlarla muamele
edildikten sonra gelisim durumu incelenmis fungusun gelisimini devam ettirdigi
goriilmiistiir. Tuz uygulamas1 hasat sonrast meyve ve sebzelerde uygulandiginda
fungal gelisimi yavaglatacak olmasina ragmen tuz bilesiklerinin yliksek
konsantrasyonda kullaninmi hem kalinti sorununu ortaya ¢ikaracak hem de {iriiniin

kalitesini ve kantitesini dogrudan etkileyecektir.

Yiiksek tuz konsantrasyonunda funguslarin metabolit ve toksin {iretiminin, bu
calismanin konusu olmamasina ragmen, devam edecegi ongdriilmekte olup hatta
daha agresif fungal irklarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlayacaktir. Bundan dolay:
funguslarin hasat sonras1 meyvelerin depo edildigi kosullariin fungal gelisime

uygun olmayacak sekilde ayarlanmasi gerekmektedir.
P. expansum gibi funguslarin hasat sonrasi hizli yayildigi goz 6niine alindiginda

meyve ve sebzelerin fiziksel zarara ugramamasi kalite agisindan olduk¢a dnemlidir.

Hasat sonrasi olusan fiziksel bir zarar inokule kaynagi olusturmaktadir. Hasat
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sirasinda, paketleme esnasinda veya tasima sirasinda iirlinlere fiziksel zarar gelmesi

engellenmelidir.
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