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ÖZET 

 

Yüksek Lisans Tezi 

 

FARKLI SICAKLIK DEĞERLERİNİN Penicillium expansum FUNGUSUNUN PROTEİN 

İÇERİĞİ VE PROTEAZ ENZİMİ ÜZERİNE ETKİLERİ 

 

 

Gülbahar KILIÇ 

 

Harran Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Bitki Koruma Anabilim Dalı 

 

 

Danışman: Doç. Dr. Murat Dikilitaş 

Yıl: 2019, Sayfa: 62 

 

Fungal etmenler patojenisitesini penetrasyon kabiliyetine, salgıladıkları hücre dışı enzimlere ve 

toksinlere borçludurlar.  Özellikle proteinlerin yapısını bozan proteaz enziminin fungal etmenler 

tarafından salgılanmaları onların karakterleri hakkında bilgi verir. Penicillium expansum fungusunun 

biyokimyasal olarak patojenik karakterini ortaya çıkarmak için farklı sıcaklıklardaki sporulasyonu ve 

proteaz ve lakkaz enzimlerinin durumu incelenmiştir. Fungal etmen, hem düşük (4-8 °C) hem de 

yüksek sıcaklık olarak kabul edilen 35 °C ve üstü sıcaklıklarda biyokimyasal faaliyetlerine devam 

etmiş, 55 °C’de ise enzimsel ve diğer fizyolojik faaliyetleri son bulmuştur.  Bu etmenin hasat sonrası 

meyve ve sebzelere kontaminasyonu durumunda sıcaklık ayarlaması ile kontrol edilemeyeceği, ilave 

tedbirlere gereksinim duyulduğu anlaşılmıştır. Pestisit kullanımının sınırlandırıldığı bir dönemde 

alternatif olarak öne sürülen yöntemlerin etkinliğinin belirlenmesinde bu çalışmada kullanılan 

parametrelerin önemli kriterler arasında sayılabileceği belirlenmiştir.   
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THE EFFECTS OF DİFFERENT TEMPERATURES ON THE PROTEIN CONTENT AND 

PROTEASE ENZYME OF THE Penicillium expansum FUNGUS 
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Pathogenicity of fungal agents depends on the penetration ability, production of extracellular enzymes 

and toxins. Secretion of protease enzymes, degrading of protein structures, by fungal agents would 

inform us about the pathogenic characteristics of the pathogens. Production levels of protease and 

laccase enzymes and sporulations of Penicillium expansum fungus at different temperatures were 

elucidated. The fungal agent carried out its physiological and biochemical functions both at low (4-8 

°C) and high (35 °C and above) temperatures, enzymatic and other physiological functions were 

ended at 55 °C. It was established that this fungal agent could not be controlled via adjustment of 

temperature at storage conditions in case of contamination of fruits and vegetables, in fact, further 

control measures are needed to control the pathogen. In the era of pesticide restriction, these 

parameters used in this study could be counted as important criteria and proposed to test the efficacy 

of methods alternatively suggested.   
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1.GİRİŞ  

 

 

Hasat sonrası meyve ve sebzelerde ciddi kalite ve kantite kayıplarına neden 

olan Penicilliumexpansumüretmiş olduğu enzimler ile de yıkıcı etkisini 

arttırmaktadır. Fungal etmenler, saprofit ve patojen olarak gruplandırılsa bile şartlar 

değiştiğinde saprofit olarak kaydedilen fungal etmenler patojen karakterine 

dönüşmekte olup son yıllarda fakültatif patojonler gibi saprofit patojenler yeni 

gruplandırmalar adı ile anılmaktadır. Fungal etmenler, ökaryotik 

mikroorganizmalardan olup gelişmiş formları bitki hücresi ile kıyaslandığında, hücre 

duvarı ve klorofil hariç, bitki hücresine benzerlikler göstermektedirler. Dolayısı ile 

onların da çevre koşullarından etkilenmeleri mümkün olup bu istekleri dış koşullara 

göre değişiklik göstererek hayat çemberini devam ettirmektedirler. Fungal etmenlerin 

hormon veya enzim gibi metabolitleri üretmeleri sanayi, açısından önemli bulunsa 

bile. Örneğin kâğıtsanayinde selülozun parçalanmasında fungal etmenlerin çıkardığı 

selülaz enziminin rolü oldukça büyüktür. Çevresel isteklere göre farklı seviyelerde 

salgılanan enzim, toksin ve hormonlar, saprofit veya patojenlerin virulens durumunu 

ortaya koyarken mücadelesi hakkında da bilgi verebilirler. Çünkü zor ya da aşırı 

stresli koşullarda metabolit sentezleme kapasitesine sahip fungal veya bakteriyel 

etmenler, kontrolü zor etmenlerdir. Funguslar, genel itibari ile dayanıklı hücre 

duvarına sahip, ipliksi yapıda bölmeli veya bölmesiz yapıdadırlar. Fungusların 

habitatları çok farklılık göstermektedir. Bazıları kaynak suları ve deniz gibi su 

ortamlarında bulunurken çoğunluğu ise karasal habitatlarda, ölü bitki materyalleri 

üzerinde ve toprakta bulunmaktadır. Fungusların büyük bir kısmı karasal bitkiler için 

parazit olup özellikle tahıl ürünlerinde önemli hastalıklara sebep olarak büyük 

ekonomik kayıplara neden olmaktadırlar. Bazıları ise insanlar ve hayvanlar için 

parazitiktirler (Madigan ve ark., 1997; Mutlu ve ark., 1999; Lin ve Li, 2000). Bir 

fungal hücrenin genel yapısı Şekil 1.1’de izah edilmiştir. 
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Şekil 1.1. Fungus hücresinin yapısı (Madigan ve ark., 1997) 

 

 Funguslar, heterotrof canlılardır, yani kendi besinlerini sentezleyemezler. 

Aerobik gelişim gösterdiklerinden dolayı enerjiyi organik maddelerin 

oksidasyonundan temin ederler. Funguslarda vejetatif yapıtallusadını alır. Tallus, 

yaklaşık5 mmçapındakiiplikçiklerin dallanarak çoğalmasından oluşur ve tüm alana 

yayılır. Hif adı verilen iplikçikler aslında enfeksiyon başlatan yapılardır.  Bu 

yapıların ucunda bazen bir kese bazen de kılıf içinde fungal konidileri taşıyan yapılar 

mevcuttur. Bunlar hem inokulasyonu başlatırlar hem de üreme için tohum görevi 

görürler. Funguslar eşeyli ve eşeysiz olmak üzeri iki şekilde ürerler ve üreme 

biçimlerine göre sınıflandırılırlar. Sporlar aracılığı ile çoğalan funguslar aynı anda 

hem eşeyli hem eşeysiz konidiyumlar oluşturabilirler (Mutlu ve ark., 1999;Troutt ve 

Levetin, 2001).Bu yapı ile ilgili şekil, Şekil 1.2’de izah edilmiştir.  

Hücre duvarı 

Mitokondri 
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 Şekil 1.2. Fungusların üreme döngüsü (Madigan ve ark., 1997) 
 

Fungusların üremesini etkileyen birçok faktör vardır. Bunların başlıcaları pH, 

kuraklık, sıcaklık, ağır metal, düşük oksijen, have kirliliği gibi etkenler en başta 

gelenleridir. Funguslar geniş sıcaklık ve pH aralarına sahip olup, hatta bitkilerin 

vegetatif gelşimini tamamlamakta zorlandığı kuraklık koşullarında sporulasyon 

yapabilirler (Asan ve ark., 2002). Saprofit funguslar için bu sınırlar çok daha geniş 

bir aralığa sahip olabilir. Dolayısı ile funguslar için çevresel koşulları değiştirerek 

yani zehirli kimyasallar kullanmadan kontrol almak oldukça yorucu bir süreci 

gerektirmektedir. Pestisit gibi zehirli kimyasal kullanımının sınırlandırıldığı bir 

dönemde ise konukçu dokuyu güçlendirmekten başka çarenin kalmadığı 

görülmektedir. Bunun için ya bitkinin genetik kodunu patojen için uygun olamayan 

hale getirmek ya da dışarıdan konukçu dokuyu uyaracak ve savunma mekanizmasını 

hızlandıracak kimyasal kullanmak zorunlu hale gelecektir. Bütün bu çalışmalar farklı 

patojen ya da bitki grupları ile yapılırken, çok az çalışma patojenin potansiyel 

virulens sınırlarını konu almıştır. Eğer potansiyel sınırlar her bir patojen için 

belirlenirse kullanılacak olan uyarıcı kimyasalların etkinliği ve konukçu dokunun 

daha ilk aşamada bu tehdidi karşılayıp karşılayamayacağı belirlenmiş olacaktır. 

Örneğin, Penicillium expansum, P. italicum, P. digitatum ve Alternaria alternata 

gibi bazı fungus türleri domates, elma, turunçgil vb. ürünler üzerinde olumsuz 

etkilere yol açmaktadır. Özellikle Penicillium türü fungal etmenler, elma, turunçgil 

ve domates bitkileri üzerinde önemli ciddi kayıplara neden olmaktadır (Boubaker ve 
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ark., 2009; Houbraken ve Samson, 2011). Çok geniş konukçu kitlesine sahip olan P. 

expansum depolanmış ürünlerde yüksek oranlarda kayıplara sebep olan önemli bir 

küf hastalığı etmenidir. Birçok saprofit Penicillium türü ya yaralanmış dokulardan ya 

da tam olgunluğa erişmiş ve dış kabuğu incelmiş meyve dokularından penetrasyon 

yaparak depolanmış ürünler üzerinde çürüklüğe neden olabilmektedirler(Miedes ve 

Lorences, 2006; Sugar ve Basile, 2008). Penicillium türlerine ait son sınıflandırma 

şekli, Çizelge 1.1.’de sunulmuştur.   

 
Çizelge 1.1.Penicillium expansum fungusunun sınıflandırılması (Dhakar ve ark., 2014) 

 

Alem 

 

Funguslar 

Şube 

 

Ascomycota 

Dizi 

 

Eurotiales 

Sınıf 

 

Eurotiomycetes 

Aile 

 

Trichocomaeate 

Cins 

 

Penicillium 

Alt cins 

 

Penicillium 

Grup 

 

expansa 

Tür 

 

expansum 

 

İki yüzden fazla Penicillium türü belirlenmiştir ve bu tür altında 1000’e yakın 

isim verilmiştir. Pitt ve ark. (2000) tarafından 225 tür tescil edilmiştir. Penicillium 

spp.’nden P.expansum elma, armut ve domates gibi meyvelerde yaygın olarak 

görülen ve çürümelere neden olan fungal bir hastalık etmenidir (Karadaşlı, 2015). 

Hastalık etmeni elma ve armutlarda hasat sonrası ortaya çıkmakta ve yumuşak ya da 

ıslak çürüklük olarak da adlandırılmaktadır. Bu fungal etmen ısıya dayanıklı 

toksinler(patulin) üretir ve bu nedenle hastalanan meyveler, meyve işleme 

yöntemlerinde kullanılmazlar (Houbraken ve ark., 2011). Fungal etmen her türlü 

meyvenin, yumrunun ve köklerin kesik ya da yaralanmış yüzeylerinden giriş 

yapabilir. Ayrıca sarımsak, havuç, şeker pancarı, yenilebilir mantar, kabak ve diğer 

birçok tohumlu bitkide de hastalık ortaya çıkmaktadır. Zayıflık paraziti olarak bilinse 

de olgunlaşmış meyvelerin dış kabuğu inceldiğinde patojenin enzim ve penetrasyonu 
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ile enfeksiyon başlamış olur. Dolayısı ile saprofit patojen olarak da adlandırılan bu 

fungal etmen oldukça yıkıcı etkilere sahiptir. Penetrasyon bölgelerinde fungal etmen 

çok fazla spor üretmekte ve bu sporlar hava akımları ile etrafa yayılabilmektedir.  

Dolayısı ile sadece konukçu dokunun kendisini değil etrafındaki ortamın da hastalık 

etmeni için elverişli olmaması gerekmektedir. Özellikle nemli koşullarda Penicillium 

sporları hızlı çimlendiğinden ortamdaki nem ve sıcaklık hastalık etmeni için ideal bir 

ortam oluşturur (Srivastava ve Dwivedi, 2000). Penicillium etmenleri 0-32°C 

arasındaki sıcaklıklarda gelişebilirler, fakat en ideal gelişme sıcaklığı 20°C’dir, 

gelişmesi ise -6°C de durur. Fungal konidiler diğer meyveler için inokulum kaynağı 

olarak kullanılmaktadır (Karaçalı, 2006). P. expansum’un gelişen misel ve sporları 

elma meyvesi üzerinde gösterilmiştir (Şekli 1.3).   

 

 
 

Şekil 1.3. Elma meyvesinde Penicillium spp. (mavi-yeşil küf) enfeksiyonu ( Karaçalı, 2006) 

 

Genel itibari ile misel örtüsü mavi küfte dar, yeşil küfte geniş bir halka 

oluşturur. Kuru havalarda sporlar toz halinde uçuşur ve bir küf kokusu yayılır 

(Özgönen, 2009). Etmenin konidi ve konidioforlarının yapısı genellikle el şeklinde 

çubuk şekilli konidioforların ucunda konidilerin bulunduğu bir yapı şeklindedir 

(Şekil 1.4.). 
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Şekil 1.4. Penicillium’un elektron mikroskobundaki ve besi yerindeki görünüşü (Özgönen, 

2009) 

 

Hasat sonrası hastalıklarından dolayı meydana gelen ürün kayıpları %15-25 

civarındadır. Özellikle depolama koşullarının yetersiz olduğu ve ilkel depolama 

şartlarında ürünler depolandığında ve aynı zamanda hasat esnasında ve nakliye 

sırasında sebzelerin, meyvelerin zedelenmesi ve bu şekilde depolanması durumunda 

depo çürüklüğüne neden olan etmenlerden dolayı ürün kayıplarının daha da 

artmaktadır (Karaca, 1965; Miedes ve Lorences, 2006). 

 

Hasattan sonrası ürünlerde meydana gelen hastalıkların nedenlerini iki grup 

altında toplayabiliriz. Birincisi; ürünün bulunduğu ortamın nemi ve sıcaklığı, besin 

elementlerinin eksikliği veya fazlalığı, fiziksel ve kimyasal yaralanmalar gibi 

hasattan sonra ürünlerin bozulmasına neden olan abiyotik faktörler, diğeri ise biyotik 

etmenlerdir ve bunların en önemli kısmını funguslar oluşturmaktadır (Temur, 2012). 

Saprofit funguslar meyve sebzelerin olgunlaşma döneminde hem kitin tabakasını 

hem de epidermisi penetre ederek veya lentisel ve stoma gibi doğal açıklardan veya 

çeşitli yaralardan girerek enfeksiyona neden olurlar ve önemli ürün kayıplarına 

neden olurlar (Benli, 2003). 

 

Hastalık etmenleriyle mücadele etmek için çeşitli mücadele yöntemleri 

geliştirilmiştir. Bu yöntemlerin başında kimyasal mücadele gelmektedir. Fungusitler 

hasat sonrası patojenlerin neden olduğu kayıpları engellemek için kullanılan sentetik 

koruyuculardır (Singh ve Sharma, 2007). Her yıl dünyada yaklaşık olarak 23 bin ton 
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fungusit, sebze ve meyveler üzerine uygulanmaktadır. Ancak sebze ve meyvelerin 

yüksek oranda sentetik kimyasallarla muamele edilmeleri sonucunda karsinojenik, 

tetrajenik ya da akut toksijenik etkiler meydana getirmektedir. Ayrıca bu 

kimyasallardan bazıları uzun süreli kalıntı bıraktığından hem çevre kirliliğine yol 

açmakta hem de gıdalar üzerindeki etkileri tüketici sağlığını olumsuz etkilemektedir 

(Unnikrishnan ve Nath, 2002; Zeebroeck ve ark., 2007). Fungusitlerle ilgili diğer bir 

problem ise bu kimyasalların etkinliklerinin zenginleştirilmesiyle yan etkilerinin de 

her geçen gün artmasıdır (Sorour ve Larink, 2001; Janisiewicz ve Korsten, 2002). 

Ayrıca hasat sonrası ürünlerde zarar yapan patojenler fungisitlere karşı direnç 

gösterdiğinden daha toksik funguslar ile mücadele yoluna gidilmeye çalışılmaktadır. 

Ancak, bunun da olumsuz etkileri çok ciddi boyutlara ulaşmıştır (Dianz ve ark., 

2002; Xiao ve ark., 2011).   

 

Kimyasal mücadelenin bu dezavantajlarından dolayı farklı mücadele 

yöntemlerine başvurulmaktadır. Son yıllarda sentetik kimyasallara alternatif olarak 

doğal koruyucu maddelerin kullanımı daha yaygın hale gelmiştir. Bunlar arasında 

bitkisel uçucu yağlar insan sağlığı ve doğa açısından tehlikeye neden 

olmadıklarından dolayı kullanımı son yıllarda artış göstermiştir (Szczerbanik ve ark., 

2007; Yılmaz, 2012). 

 

Son yıllarda fitopatoloji bilim dalının önemli bir araştırma odağı, patojen 

saldırısına maruz kalan bitkide hücreler arasındaki sinyal iletimi ve bu olaya karşı 

hücre içinde moleküler ve biyokimyasal düzeydeki cevap oluşumudur. Bitkilerde 

patojene karşı oluşan dayanıklılık, jasmonik (JA), salisilik asit (SA) ve etilen olmak 

üzere üç çeşit sinyal molekülü tarafından sağlanmakta (Schenk ve ark., 2000; Dong, 

2001; Cheong ve ark., 2002), ancak patojen sadırısının devam etmesi veya çevresel 

olarak bitki direncinin zayıflaması, sentezlenen bu kimyasal maddelerin etkinliğini 

azaltmaktadır.  

 

Funguslar tarafından üretilen enzim, vitamin, alkol, pigment, polisakkarit, lipid 

gibi maddeler endüstride kullanılmasına rağmen bu maddeler aynı zamanda konukçu 

dokunun da yapısını bozabilirler. Özellikle, funguslar tarafından üretilen proteaz ve 
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lakkaz enzimleri konukçu dokunun proteinlerini birbirine bağlayan peptid bağlarını 

hidrolize ederek onları daha küçük moleküller haline getirerek absorbe edebilir 

(Salleh, 2006; Moore ve ark., 2001). Proteoliz olarak adlandırılan peptid bağlarının 

proteazlar tarafından hidrolizi şekil 1.5.’de ifade edilmiştir. Protein, serbest 

aminoasitler ve peptid fragmentleri proteolizin ürünleridir (Gençkal, 2004). 

 
 

Şekil 1.5. Peptid bağlarının proteazlar tarafından katalizi (proteoliz) (Gençkal, 2004) 

 

Proteazlar; mantar, prokaryot, bitki ve hayvanları içeren dünyadaki tüm yaşam 

formlarının gerekli bileşikleridir. Yaşayan tüm organizmalarda bulunan proteolitik 

enzimler, hücre gelişimi ve farklılaşması için oldukça önemli bir yere sahitirler 

(Gupta ve ark., 2002; Gençkal, 2004). Farklı fizikokimyasal ve katalitik özelliklere 

sahip olan proteazlar enzimlerin oldukça kompleks grubunu oluştururlar. Proteazlar 

enzim sınıfları içerisinde hem fizyolojik hem de ticari alanda büyük bir uygulama 

alanına sahiptirler (Mukherjee ve ark., 2008). Proteazlar, doğada çok miktarda 

bulunan bir enzim türüdür (Polgar, 1989; Rao ve ark., 1998). Hayvanlar, bitkiler ve 

mikroorganizmalarda proteaz enzimleri mevcuttur. Ayrıca mikroorganizmalar, geniş 

biyokimyasal çeşitliliğinden ve genetik işlemeye yatkınlıklarından dolayı 

proteazların kaynağı olarak tercih edilirler.  
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Bakteri, fungus, maya ve aktinomisetler gibi çeşitli mikroorganizmaların 

proteaz ürettiği bilinmektedir (Manjeet ve ark., 1998; Mitra ve ark., 1996). 

Funguslar, ürettikleri enzimlerin genellikle ekstrasellüler(hücre dışı) olması ve 

böylece fermantasyon ortamından daha kolay bir şekilde geri kazanılması göz 

önünde bulundurulduğunda enzim üretiminde pek çok avantaja sahiptirler (Bidochka 

ve Khachatourians, 1988).  

 

Proteolitik enzimler hem ekstrasellüler hem de intrasellüler olarak 

sentezlenirler (Kumar ve ark., 2005). Proteazlar; gıda endüstrisinde, fırınlama, bira 

yapımı, deri uygulamaları, etlerin yumuşatılması, kumaş ağartma, çamaşır 

deterjanları, organik sentezlerde, ipek kalitesinin yükseltilmesinde, kozmetik 

ürünlerde, atık arıtımında, peptid sentezleri ve tıbbi teşhisler olmak üzeri endüstriyel 

uygulamaların geniş bir kısmında önemli rol oynamaktadırlar (Gupta ve ark., 2002; 

Najafi ve Deobagkar, 2005). Proteazların ticari önemi bitkisel, hayvansal ve 

mikrobiyal kaynaklardan üretilebilmesidir (Ward, 1991). Proteazları en önemli 

endüstriyel enzim grubu yapan ve biyoteknolojiyi ilgilendiren bazı özelliklere 

sahiptirler (Barindra ve ark., 2006). Neredeyse bütün proteazlar sıcağa dayanıklıdır 

(Mehler, 1957).Proteazlar aktivite gösterdikleri pH aralığına göre ise 3 gruba 

ayrılmıştır. Asidik proteazlar, nötral proteazlar ve alkali proteazlar olarak 

sınıflandırılmışlardır (Nduvimana ve ark., 1995). Proteazlar bütün yaşayan 

organizmalar için fizyolojik olarak gerekli olduğundan bitkiler, hayvanlar ve 

mikroorganizmalar gibi çok çeşitli kaynaklarda bulunurlar (Rao ve ark., 1998; 

Sevinç, 2010).  

 

Proteaz biyosentezinin; Aspergillus (Fan-Ching ve ark., 1998), Penicillium 

(Farley ve ark., 1992; Pandey ve ark., 2006) ve Rhizopus (Rao ve ark., 1998) gibi 

funguslar tarafından sentezlendiği belirtilmektedir.Proteazlar, bakteriler, virüsler, 

protozoonlar, mayalar ve funguslar gibi farklı mikroorganizmalarda bulunurlar 

(Gupta ve ark., 2002; Joo ve Chang, 2005). Bitkisel ve hayvansal proteazlar dünya 

genelindeki ihtiyaçları karşılamada yetersiz olduğu için mikrobiyal proteazlara olan 

ilgi artmıştır. Toplam enzim ticaretinin yaklaşık olarak % 40’ından mikrobiyal 

proteazlar sorumludur (Godfrey, 1996; Gupta ve ark., 2002).Ancak, proteaz 
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enzimlerinin patojenisitede oynadığı rol bitki koruma açısından da çok önemlidir. 

Yıkıcı özelliğe sahip bu enzim grupları patojenin penetrasyonunda önemli görevler 

alırken konukçu dokunun proteinlerini etkisiz hale getirdiğinden savunma 

mekanizmasını da bozmaktadır.   

 

Lakkaz enzimi de proteaz gibi proteinlerin parçalanmasında görev almakta ve 

fungal etmenlerin patojenisitesi hakkıında önemli bilgiler sunmaktadır. İlk olarak 

1883 yılında Yoshida tarafından Japon vernik ağacı Rhusvernicifera’nın özsuyundan 

elde edilmiş (Yaropolov ve ark., 1994; Mayer ve Staples, 2002) ve 1985 yılında da 

Bertrand tarafından metal içeren bir oksidaz olarak karakterize edilmiştir (Mayer ve 

Staples, 2002). Lakkazlar (benzendiol: oksijen oksidoredüktaz, EC 1.10.3.2) 

Azospirillum lipoferum,Bacillus subtilis, Streptomyces lavendulae, Streptomyces 

cyaneus gibi bazı bakteri türleri (Revankar ve Lele, 2006; Riva, 2006), yüksek yapılı 

bitkiler, bazı böcekler ve funguslar tarafından üretilen çok bakırlı mavi oksidazlardır 

(Mechichi ve ark., 2006; Claus, 2004). Lakkaz enzimi böceklerde kütikulanın 

sertleştirilmesinde ve Bacillus türlerinde ultraviyole ışınlarına karşı dirençli sporların 

yapısına katılmaktadır. Bitkilerde yaralanmalara karşı koruyucu özellik 

göstermektedir. Ayrıca hücre duvarı oluşumu ve peroksidazlarla birlikte lignin 

oluşumunda görev almaktadır (Riva, 2006). En çok çalışılan kaynaklar fungal 

kaynaklıdır (Mechichi ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2006; Minussi ve ark., 2007). 

Fungal kaynaklı lakkazlar bazı Ascomycetes, Deuteromycetes ve özelliklede 

Basidiomycetes üyelerinde tanımlanmıştır (Revankar ve Lele, 2006; Mayer ve 

Staples, 2002). Fungal lakkazlar özellikle lignin yıkımından sorumludur, ayrıca 

pigmentasyon, morfogenez ve sporulasyon gibi fonksiyonlara sahiptir (Zhang ve 

ark., 2006; Minussi ve ark., 2007). Buna ek olarak bu enzimler fungal patojeni 

konukçu tarafından sentezlenen antifungal bileşikler olan toksik fitoaleksinlerden ve 

tanenlerden koruyarak bitkinin savunma sistemini etkisiz hale getirir ve birçok 

hastalıkta önemli bir virulans faktörü olarak görev alırlar (Mayer ve Staples, 2002; 

Riva, 2006; Zhang ve ark., 2006).  
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Örneğin kök patojeni olan Heterobasidion annosum’un saldırganlığı lakkazın 

varlığına bağlıdır. Pekçok fungal türde hem yapısal hem de sonradan kazandırılan 

lakkaz enzim varlığı saptanmış, bu enzimlerin genellikle sitoplâzmadan hücre dışına 

salgılandığı ifade edilmektedir (Mayer ve Staples, 2002). 

 

Lakkaz enzimleri 60 ve 80 kDa arasında moleküler ağırlığa sahip olan 

monomerik, dimerik ve tetramerik enzimlerdir. Lakkaz enzimlerinin moleküler 

ağırlıkları elde edildiği kaynağa göre yüksek oranda değişiklik gösterir. 

Örneğin,Rhizoctonia solaniveFusarium proliferatum’da 4, Botrytis cinerea’da ise en 

az 3 farklı lakkaz enzimi saptanmıştır (Yaropolov ve ark., 1994; Mayer ve Staples, 

2002). 

 

Lakkaz enzimleri, oksidatif enzimlerin bir grubu olup, son yıllarda büyük 

oranda parçalanmayan çevresel kirliliklerin yanı sıra hem fenolik hem de fenolik 

olmayan lignin esaslı bileşenleri yükseltgeyebilme yetenekleri nedeniyle oldukça ilgi 

çekmektedir. Bu avantajları sayesinde pek çok biyoteknolojik alanda 

kullanılmaktadır. Bu uygulamaların başlıcaları kağıt, tekstil, selüloz ve petrokimya 

sanayilerinin neden olduğu atıkların detoksifikasyonu, nanobiyoteknoloji, medikal 

teşhisler ve topraktaki herbisit, pestisit ve bazı maddelerin temizlenmesidir (Arık ve 

ark., 2008; Gavrilescu ve ark., 2005; Balan ve ark., 2001).  

 

Kâğıt hamurundan lignin gideriminde lakkazlar lignin içerisinde reaktif 

radikaller oluşturarak odun lifinde değişiklikler oluşturmak amacıyla 

kullanılmaktadır (Couto ve Herrera, 2006). Lakkaz enziminin kâğıt yapımında 

kullanılması sayesinde %30 enerji tasarrufu sağlanarak üretimde kimyasal kullanımı 

%50 oranında azalmaktadır ve yırtılmaya karşı daha dayanıklı kâğıtlar elde 

edilmektedir (Seidl, 2006). Lakkaz enzimi herbisitleri de yapısal değişikliğe 

uğratarak inaktif analoglarına dönüştürebilmektedir. Reaksiyon ortamına substrat 

(mediatör) olarak ABTS eklenmesiyle biyolojik yıkım daha fazla 

gerçekleşebilmektedir (Birhanlı, 2003). 
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Lakkazlar besin veya içeceklerin rengini değiştirmek için de kullanılır.  

Örneğin, bulanıklıktan sorumlu istenmeyen fenoliklerin ortadan kaldırılmasında 

lakkaz enzimi kullanılabilir (Couto ve Herrera, 2006). Bu yapısı dikkate alındığında 

bu enzimi sentezleyen fungal etmenin konukçu dokusunda fenol bileşiklerini 

engelleyerek savunma sistemini olumsuz etkilediği kanaatine varabiliriz. 

 

Penicillium expansum fungusunun geniş konukçu kitlesinin olması, kısa sürede 

çok hızlı ve etkili bir şekilde konidiai ve misel olarak çoğalması patojenin konrolünü 

zorlaştırmaktadır. Çok çeşitli kontrol mekanizmaları öne sürülerek patojenin kontrol 

edilmesi amaçlanmıştır. Ancak patojenin farklı sıcaklık değerlerinde geliştiği 

bilinmesine rağmen bu sıcaklıklarda patojenisite durumu yalnızca in situ testlerde 

ölçülmüş, patojene ait farklı sıcaklıklarda virulenslıği sağlayan enzim ve metabolit 

ölçümleri yapılmamıştır. Bu çalışma ile farklı sıcaklıklarda gelişimi planlanan 

patojenin virulenslik durumu da ölçülecek metabolitler ile tespit edilmiş olacaktır. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR 

 

 

Penicillium expansum, P. italicum, P. digitatum ve Alternaria alternata gibi 

bazı fungus türleri domates, elma, turunçgil vb. ürünler üzerinde olumsuz etkilere yol 

açmaktadır. Özellikle, Penicillium türü fungal etmenler, elma, turunçgil ve domates 

bitkileri üzerinde önemli derecede kayıplara neden olmaktadır (Houbraken ve 

Samson, 2011). Snowdon (1991), Penicillium türlerinin oluşturduğu hastalıkların, 

ürünün depolanması sırasında düşük depolama sıcaklığına maruz kalarak bundan 

zarar görmesi veya herhangi bir mekaniksel hasar sonucunda ortaya çıktığını rapor 

etmiştir. Rosenberger (1997), elma ve armutların hasattan sonra 6-10 aylık depolama 

süresi içerisinde hasat sonrası patojenlerin saldırısına maruz kaldıklarını, modern 

depolama imkânlarına rağmen 1960’lı yıllarda ve 1970’li yılların başında hasat 

sonrası hastalıklardan dolayı kayıpların %15-25 olduğunu bildirmiştir. Bu kayıpların 

pek çoğundan Penicillium, Alternaria, Botrytis, Nectria, Monillia ve Gloeosporium 

funguslarının sorumlu olduğunu bildirmiştir. Bu durum maalesef bu gün de değişmiş 

değildir. Özellikle, pestisite dayanıklılık gösteren fungal ırkların ortaya çıkması hasat 

sonrası meyvelerin güvenle depolanmasındaki en önemli engeldir. Çünkü fungal 

etmenlerin düşük veya yüksek sıcaklıklarda enfeksiyon kapasitesine sahip olması ve 

uç noktalardaki sıcaklık ve çevre koşullarında enfeksiyon yapabilecek enzimleri 

sentezleyebilmesi bu fungal etmenlerin kontrolünü oldukça zorlaştırmaktadır.  

 

Jones ve Aldwinckle (1990), yumuşak çekirdekli meyvelerde “Maviküf” 

belirtisi gösteren meyvelerden yapılan izolasyonlarda en sık görülen patojenlerin; P. 

expansum, P. commune Thom ve P. solitum Westling olduğunu belirlemişlerdir. Bu 

türler içinde en yaygın olanı ve en geniş yara çapına sahip olanıise P. 

expansumolarak kaydedilmiştir. Bu patojen enfeksiyon için çoğunlukla yaraya 

ihtiyaç duymaktadır. Fakat etmen meyve üzerinde sağlıklı dokudaki lentiseller 

aracılığıyla da enfeksiyonu gerçekleştirebilmektedir. 
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Kim ve Xiao (2008), Amerika’da Red Delicious, Fuji ve Golden Delicious 

çeşitlerinde hasat sonrası elma hastalıkları üzerine yaptıkları çalışmada çürümelerin 

%31.7’sinin P.expansum, %28.1’inin B.cinerea ve %16.9’unun ise Sphaeropsis 

çürüklüğü olduğunu tespit etmişlerdir. Janisiewicz (1998), bu patojenlerden 

P.expansum ve B. cinerea’nın düşük sıcaklıklarda gelişebilme özelliklerinden dolayı 

en fazla zarar yapan türler olduğunu bildirmiştir. P. expansumelmalarda meydana 

getirdiği kayıpların yanı sıra patulin adı verilen kanserojen olduğu bilinen bir 

mikotoksin üretmektedir. Çürümüş elmalar meyve suyu üretiminde kullanıldığında 

bu mikotoksinin insan hayatını tehdit ettiği saptanmıştır. 

 

Rosenberger (1997), kontrollü atmosfer koşullarına sahip depolar ve hasat 

sonrası kullanılan fungusitler geliştirilmeden önce hasat sonrası toplam kaybın 

%90’ından maviküf etmeninin sorumlu olduğunu ve modern depolarda maviküfün 

çıkışı %1’in altına inmesine rağmen hala yumuşak çekirdekli meyvelerde hasat 

sonrası çürüklüklere yaygın olarak rastlandığını bildirmiştir. 

 

Tiryaki (1990), armutlarda önemli çürüklük etmenleri olan P. expansum, 

Alternaria tenuissima, B. cinerea ve Rhizopus stolonifer’e karşı gamma 

radyasyonunun 4 farklı dozunun etkisi PDA ortamı üzerinde incelemiştir. Bu 

araştırmaya göre patojenlerin 3-4°C’ de gamma ışınlarına duyarlılık derecelerine 

göre bakıldığında; en dayanıklı B. cinerea olmuş, bunu A. tenuissima ve P. expansum 

izlemiş, Rhizopus stolonifer ise en duyarlı patojen olarak bulunmuştur 

 

Tiryaki ve ark. (1994), elma, nektarin, soğan ve şeftalide hasat sonu çürüklük 

etmeni olan funguslardan sırasıyla P. expansum, Monilia fructigena, Botrytis aclada 

ve R. stolonifer üzerinde gamma radyasyonunun etkisini incelediği çalışmada; 1, 2, 3 

ve 3.5 kGy’lik dozlarınçürümeyi tamamen engellemediğini fakat belirli bir süre 

geciktirdiğini rapor etmişlerdir. Janisiewcz ve Bors (1995), yaptıkları çalışmalarında 

hasat sonrası hastalıklarla biyolojik mücadelede bakteri ve mayaların birlikte 

uygulamalarının daha etkili olabileceğini düşünmüşlerdir. Elmalar üzerinde 

yaptıkları çalışmalarında Pseudomonas syringae ve Sporobolomyces roseusbirlikte 

kullanarak P. expansum’ un zararının %100 engellediğini rapor etmişlerdir. 
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Conway ve ark. (2004), sıcaklık uygulamasının elmalarda meyve 

yüzeylerindeki P.expansum’un yok edilmesinde etkili olduğunu fakat herhangi bir 

kalıcı etki sergilemediğini bildirmişlerdir. 

 

Daferera ve ark. (2000), kekik, Girit kekiği ve güvey otu uçucu yağlarının 

hasat sonrasında önemli kayıplara neden olan P. digitatum Sacc.’un konidi 

çimlenmesi ve koloni gelişiminin etkisi üzerine yaptıkları çalışmada, uçucu yağların 

250-400 µg/ml gibi düşük konsantrasyonda P. digitatum konidi çimlenmesi ve 

koloni gelişimini tamamen engellediği saptanmıştır. 

 

Daferera ve ark. (2000), miselyal fungusların salgıladığı proteazların 

fungusların patojenitesini başlatma süreci üzerindeki etkinliğini araştırmışlardır. Bu 

araştırmaya göre saprofit funguslarda olmayan fakat fitopatojenik funguslarda söz 

konusu olan tripsin aktivitesi dikkate alınarak fitopatojenik olan Fusarium’un farklı 

türü olan F. sporotrichioides ve F.heterosporum üzerinde durmuşlardır. Bu her iki 

türün patojenitesi ve tripsin benzeri proteaz aktivitesinde açık bir protein korelasyon 

ortaya çıkmıştır. Patojenitesi yüksek olan F. sporotrichioides diğer etmene göre daha 

yüksek miktarda hücre dışı tripsin aktivitesi göstermiştir. Bu durum tripsin 

aktivitesinin saprofit ve patojen arasında fungusun patojenitesi açısından bir gösterge 

olabileceğini bildirip, tripsin benzeri proteazlar fitopatojenlerin patojenite süreci ile 

direk ilgili olup fungusların dayanıklılık geni tarafından sentezleniyor olabileceğini 

bildirmişlerdir.  

 

Ball ve ark. (1991), Pyrenopeziza brassicae’nın patojenik ve patojenik 

olmayan izolatları üzerine yaptıkları çalışmalarında hücre dışı proteaz aktivitesinin 

patojenisite derecesi üzerinde belirleyici olduğunu belirlemişlerdir. Yine, 

Maccheroni ve ark. (2004), Colletotrichum’un farklı izolatlarını içeren endofitik 

fitopatojenik ve entomopatojenik fungusların farklı pH değerlerinde proteaz, lipaz, 

amilaz, pektinaz ve selülaz salgılanması üzerindeki değişimleri incelemişlerdir. Bu 

araştırma sonucundabütün enzimlerin tüm izolatları bir pH değerine bağımlı bir 

şekilde enzim aktivitesi sağlandığında, endofit ve fitopatojenlerin alkali ortamda 

diğer enzimlere göre proteaz deseninde farklılık gözlemlendiğini belirtmişlerdir. 
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Chellappan ve ark. (2006), Engyodontium album BTMFS, deniz tortullarından izole 

edilmiş ekstrasellüler proteaz üretimini pH:11’de tespit etmişlerdir. Partikül 

büyüklüğünü 425 µm, başlangıç nem içeriğini ise %60 bulmuşlardır. Enzimin 

maksimum aktivite gösterdiği sıcaklık ise 60°C’dir. Enzimin yüksek pH ve sıcaklıkta 

maksimum aktivite göstermesi deterjan endüstrisinde kullanılabilirliğini 

göstermektedir. 

 

Shankar ve ark. (2011), hayvan gübresinden izole ettikleri Beauveria sp. 

MTCC 5184 fungal izolattan alkalin proteaz enziminin saflaştırılması ve 

karakterizasyonunu gerçekleştirmişlerdir. Enzimin pH 9.0 ve 50°C’de aktif olan 

alkalin proteaz salgıladığını belirtmişlerdir. Enzimin 40°C’ye kadar ve pH 3-11 

aralığında stabil olduğunu belirlemişlerdir. Proteaz enziminin Cd+2, Hg+2 ve Mn+2 

iyonları tarafından inhibe edildiğini ve 1 mM PMSF’nin varlığında enzim 

aktivitesinin tamamen kaybolduğunu rapor etmişlerdir.  Enzimin maksimum 

aktiviteyi kazeinden sonra hemoglobin ve Bovine Serum Albumin (BSA)’da 

gösterdiğini belirtmişlerdir. Dolayısı ile enzimin her türlü protein yapısını 

parçalayacak yapıda olduğu anlaşımaktadır. Örneğin, Klingeberg ve ark. (1995), 

Thermococcus stetteri’den elde edilen alkalin proteaz enziminin çok geniş bir 

sıcaklık (50-100°C) ve pH aralığında (pH 5-11) sahip olduğunu rapor etmişlerdir. Bu 

enzimin 85°C ve pH 8.5-9.0 arasında kazeine karşı optimum aktivite gösterdiğini 

saptamışlardır. 

 

Kaya (2011), katı faz fermentasyonu (SSF) yöntemiyle Bacillus licheniformis 

ATCC 14580’den proteaz üretimi üzerine çeşitli parametrelerin etkisini incelemiştir. 

Katı substrat olarak mısır küspesini kullanmıştır. Bu çalışma sonucunda proteaz için 

en iyi inkübasyon süresinin 24 saat olduğunu, maksimum proteaz aktivitesinin 

sırasıyla pH 8.0’da ve 37°C’de olduğunu belirlemiştir.Mehrotra ve ark. (1999) 

iseBacillus sp.’den elde edilen alkalin proteaz enziminin maksimum aktivitenin 20. 

saatte olduğunu rapor etmişlerdir.  
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Ahmetoğlu (2011), B. cereusKG5’in proteaz enziminin aktivitesinin 24. saatte 

en yüksek düzeyde olduğunu ve enzimin optimum pH’sının 7.0 ve optimum sıcaklık 

değerinin ise 40-45°C olduğunu rapor etmişlerdir.  Yine, Rifaat ve ark. (2005), 

Streotomyces microflavus’ta, Vijayanand ve ark. (2010), haloalkalifilik 

Halobacterium sp.’de, Zambare ve ark. (2010), Pseudumonas aeruginosa MCM B-

327’de ve Wu ve ark. (2011), Lepista nuda’da proteaz enziminin optimum pH 

değerinin 7.0 olduğunu belirtmişlerdir.  

 

Korcan ve ark. (2007), Afyonkarahisar ilinin fungus faunasını yansıtan küf 

cinsi mantarlar üzerinde endüstriyel öneme sahip olan bazı enzim (proteaz, amilaz ve 

lipaz) aktivitelerinin belirlenmesi sırasında Penicillium cinsinde her 3 enziminde 

aktifliğinin en fazla olduğunu bildirmişlerdir. 

 

Farklı sıcaklık değerlerine maruz bırakılan Zymoseptoria tritici fungusunun 

izolatları sıcaklık değişiminden etkilenmiştir. Yüksek sıcaklıkta (30 ve 35 °C) 

patojene ait protein miktarı azalmış, proteaz, melanin, prolin ve malonadialdehit 

(MDA) değerlerinde ise artma gözlemlenmiştir. Bu sonuca bağlı olarak fungus 

izolatları arasında gelişme farklılıkları olduğu saptanmıştır. Patojenin CU100StA4 

nolu izolatının üretmiş olduğu proteaz miktarı diğer izolatlardan daha yüksek çıktığı 

gözlemlenmiştir (Kılınç, 2018). 

 

Ball ve ark. (1991), Pyrenopeziza brassicae’nın patojenik ve patojenik 

olmayan izolatları üzerinde yaptıkları çalışmalarında hücre dışı proteaz aktivitesinin 

patojenisite derecesi üzerinde belirleyici etkisinin olduğunu saptamışlardır. 

 

Bitkilerde antraknoza neden olan Colletotrichum’un türlerine ait izolatlarını 

içeren fitopatojenik, endofitik ve entomopatojenik izolatlarını farklı pH değerlerinde 

lipaz, amilaz, pektinaz, selülaz ve proteaz salgılanması üzerindeki değişimler 

incelenmiştir. Endofit ve fitopatojenlerin sırasıyla asit ve alkali ortamlarda diğer 

enzimlere göre proteaz deseninde daha fazla artış oluğunu saptamışlardır. 

Funguslarda genetik bir sistemin konukçu-pataojen ilişkisinde ortamdaki pH’sı 



2.ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR                                                                                       Gülbahar KILIÇ 

18 
 

kontrol edilerek ortam pH derecesine göre optimum proteaz salgılaması yapabildiğini 

bildirmişlerdir (Maccheroni ve ark., 2004). 

 

Birçok sebze bitkisinde beyaz çürüklüğüne neden olan Sclerotinia sclerotiorum 

kültürlerinde proteaz aktivitesi üzerine çalışma yapılmıştır. Yapılan çalışmada 

proteaz üretiminde hücre duvarı, glukoz ve pektinin farklı karbon kaynaklarının 

etkisi araştırılmıştır. In vivo koşullarda bu proteazları, enfekte edilmiş Phaseolus 

vulgaris bitkisi üzerinde de denemişlerdir. Bütün karbon kaynaklarında proteaz 

seviyesinde artış meydana gelmesiyle birlikte en çok pektin ilavesi ile kültürlerdeki 

proteaz aktivitesinin arttığını saptamışlardır. Ayrıca PCR analizleri ile proteaz 

aktivitesini başlatma sürecinde genlerin kilit rol oynadığı bildirilmiştir(Bueno ve 

ark., 2012). Patojen tarafından enfekte edilmiş P. vulgaris bitkilerinde asit fosfataz-1 

ve aspartil proteazın patojenin konukçu istilası sürecindeki rolününü desteklediği 

belirtilmiştir (Bueno ve ark., 2012). 

 

Lakkaz enzimi de proteaz gibi geniş substrat özelliğinden dolayı birçok 

endüstriyel alanda farklı amaçlarla kullanılabilmektedir (Birhanli ve Yesilada, 2006). 

Zhang ve ark. (2006), yeni bir ekstraselüler lakkaz kaynağı olarak kullanılan 

Panusrudis’in herhangi bir indükleyici kullanmadan önemli oranda lakkaz ürettiğini 

saptamışlardır. Aynı çalışmada Panus rudis’ten elde edilen enzim saflaştırılmış ve 

kısmen de karakterize edilmiş ve çok küçük miktarda lakkazın sentetik boyaların 

rengini giderdiğini belirlemişlerdir. Bu enzimin yüksek renk giderim yeteneği, tekstil 

atık sularının arıtımında kullanılabileceğini göstermektedir. 

 

Minussi ve ark. (2002), Trametes villosa’dan elde ettikleri lakkazı dilimlenmiş 

zeytin-su karışımına ilave ederek karışımda bulunan acı tadın yüksek oranda 

azaldığını saptamışlardır. Coriolus versicolor’dan elde ettikleri ham lakkaz enzimini 

ise kakao içeren çözeltilere ilave ederek kakaonun lezzetini arttırdığını 

bildirmişlerdir. Dolayısı ile çikolata üretiminde kullanılan kakaonun acılığını ortadan 

kaldırmak için önemli birgelişme kaydedilmiştir.   
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Martins ve ark. (2002), yaptıkları çalışmalarında Bacillus subtilis’in lakkaz 

aktivitesini 75°C’de ölçmüşlerdir. Birhanlı (2008), yaptığı çalışmasında bakır’ın, 

inkübasyon sıcaklığının, ortam pH’sının ve ABTS’in Funalia trogii ve Trametes 

versicolor peletlerinin lakkaz üretimi üzerine etkisini araştırmıştır. Her iki fungusun 

lakkaz üretimini arttırmak için kültür ortamına ilave edilecek en uygun bakır 

konsantrasyonunu tespit etmek için çeşitli konsantrasyonlarda CuSO4.5H2O (bakır 

sülfat) eklemiş ve her iki fungus için de en uygun bakır konsantrasyonunun 0.5 mM, 

en uygun inkübasyon sıcaklığının ise30°C olduğunu belirlemiştir. F. trogii için en 

uygun ortam pH’sının pH 4.0, T. versicolor için ise pH 5.0 olduğunu tespit etmiştir. 

 

Yine, Wang ve ark. (2006), Monotospora sp.’nin en uygun inkübasyon 

sıcaklığını 30°C olarak tespit etmişlerdir. Yapılan bir çalışmaya göre Pleurotus 

ostreatus’tansaflaştırılmış lakkaz ile zeytinyağı fabrikası atık suyunun fenolik 

içeriğinin büyük oranda (%90’a kadar) azaltıldığı fakat toksisitede ise azalma 

gerçekleşmediği rapor edilmiştir. Ayrıca zeytinyağı fabrikası atık suyunun lakkaz ve 

beyaz çürükçül funguslarla yıkıldığı bildirilmiştir. Bu atık suların funguslar 

tarafından lakkaz üretiminde kullanılabileği bildirilmiştir (Minussi ve ark., 2002).   

 

Palmieri ve ark. (2001), Pleurotus ostreatus ile yaptığı çalışmalarında kültür 

ortamına ilave edilen bakırın ekstraselüler proteaz aktivitesini azalttığı fakat buna 

bağlı olarak kültür sıvılarındaki enzimin kararlılığının arttığını saptamışlardır. 

 

Birhanlı ve Yeşilada (2017), yaptıkları çalışmalarında enzim üreticisi olarak 

yüksek lakkaz üretim potansiyeline sahip olan Funalia trogii ATCC 200800 ve 

Trametes versicolor ATCC 200801 kullanmışlardır. Enzim üretim ortamları olarak 

ise bakır içeren ve bakır içermeyen distile su, Sabouraud Dekstroz Broth, Malt 

Ekstrakt Broth ve peynir altı suyu ortamlarını kullanmışlardır. Lakkaz üretim 

yöntemi olarak da tekrarlı kesikli işlemi kullanmışlardır. En yüksek lakkaz 

aktiviteleri bakır ilave edilmiş Malt Ekstrakt Broth ortamlarında F. trogii ve 

T.versicolor için sırasıyla 17.68 ve 6.27 U mL-1 olarak elde etmişlerdir. Lakkaz 

üretimi açısından bakır ilave edilmiş ortamların etkinlik sıralaması her iki fungus için 

de; Malt Ekstrakt Broth > Sabouraud Dekstroz Broth > distile su şeklinde 
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gerçekleşmiştir. Bakırsız ortamlardaki etkinlik sıralaması F. trogii için Malt Ekstrakt 

Broth > Sabouraud Dekstroz Broth > %25 peynir altı suyu > distile su > %50 peynir 

altı suyu iken, T. versicolor için; Malt Ekstrakt Broth > %25 peynir altı suyu > 

Sabouraud Dekstroz Broth > %50 peynir altı suyu > distile su şeklinde olmuştur. 

Sonuç olarak her iki fungus da tüm ortamlarda lakkaz üretebilmiş ve bakırlı 

ortamlarda lakkaz üretimi artış göstermiştir. 
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3.MATERYAL ve YÖNTEM 

 

 

3.1.Materyal 

 

Bu tez çalışması, Harran Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma Bölümü 

Laboratuarında yapılmıştır. Çalışma, Penicillium expansum fungusunun farklı 

sıcaklık seviyelerinde (4-, 8-, 16-, 22-, 25-, 35-, 45-, 55°C) proteaz enzim sentezini 

konu almıştır. Bunun için 8 farklı sıcaklık değerleri (muamele) 5 tekerrürlü olacak 

şekilde 100 ml Patates Dekstroz Broth (PDB, pH 5.6) içeren ortamlarda inkube 

edildikten sonra enzim aktiviteleri ölçülmüştür. Fungal materyal olarak daha önce 

enfekte edilmiş elma meyvelerinden izole edilen Penicillium expansum fungusu 

kullanılmıştır. 

 

3.1.1.Fungusların morfolojisi 

 

Fungusları morfolojilerini tanımlamak için ışık mikroskobunda görüntüleri 

elde edilmiştir. Patates Dekstroz Agar (PDA) ortamında gelişmeye bırakılan fungus 

miselleri sterilize edilmiş bir bisturi ile 1 cm2 genişliğinde bir parça alınarak gözlem 

yapılmıştır. Agar ortamında gelişen konidioforlar mikroskop altında incelenerek 

misel ve spor yapıları görülmüştür.  

 

3.1.2.Fungusların yetiştirilmesi 

 

Denemede kullanılan fungal materyal PDA besi ortamında 10 gün süre ile 

geliştirilerek, inokulasyon için uygun yoğunluk ve sporulasyona hazır hale 

getirilmiştir.
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Çizelge 3.1.Patates Dekstroz Agar (PDA) 
 
İçerik Konsantrasyon(g/l) 

Kabuğu soyulmuş doğranmış patates 200 

Glukoz 20 

Oxoid Agar No:3 25 

 

200 g soyulmuş patates küçük dilimlere ayrılarak 1000 ml’lik saf su ile 1 saat 

kaynatılmıştır ve püre haline getirilmiştir. Daha sonra elde edilen püre mira bezinden 

(Calbiochem) geçirildikten sonra 20 g glukoz ilave edilerek (Çizelge 3.1.), 250 ml 

hacime sahip 6.25 g agar içeren (% 2.5 w/v) 4 adet 500 ml’lik konikal flasklara 

aktarılmıştır. Ortam 121 °C’de 20 dakika 15 atm basınçta otoklav edildikten sonra 

Petri kaplarına 12 ml olacak şekilde boşaltılmıştır. Petri kaplarına aktarılan 

ortamların katılaşması için yaklaşık yarım saat kadar inkubatörde oda sıcaklığında 

bekletilmiştir. Daha sonra bu Petri kaplarının (90 mm çapında) tam ortasına daha 

önceki stok kültürlerden alınan P. expansum konidisi içeren 3 mm çapında fungal 

miselyal disk yerleştirilmiş ve petri kapları bir inkubatörde 7-10 gün süre ile oda 

sıcaklığında (23±2 °C) karanlıkta inkube edilmiştir. 

 

Funguslar, ayrıca agar içermeyen PDB besi ortamında, yani yukarıda 

belirlenen ortamın agar içermeyen sıvı içeriğinde de gelişime bırakılmışlardır. 

 

3.1.3.Çalışmada kullanılan kimyasallar 

 

Çalışmada kullanılan kimyasallar Harran Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki 

Koruma Bölümü Laboratuvarından temin edilmiştir. Bunlar; Fosfat buffer (pH 7.0), 

Coomassie Brillant Blue G-250, %95’lik ethanol, Bovine Serum Albumin (BSA) 

Fraction V standart protein, Coomassie Brillant Blue Reagent, Fosforik asit, Tris-

HCI (pH 8.8), Azocasein, trichloro acetic acid (TCA), NaOH. 
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3.2. Yöntem 

 

Fungal gelişim için hazırlanan sıvı besi ortamı farklı sıcaklıklarda inkube 

edilerek fungal gelişim için hazır hale getirilmişlerdir. Fungal materyal daha önce 

enfekte edilmiş elma meyvelerinden izole edilen Penicillium expansum fungusu 

olup, PDA ortamında gelişen fungustan 3 mm çapında bir fungal disk alınarak, 100 

ml ortam içeren kaplara konularak karanlıkta daha önce belirtilen sıcaklıklarda 1 

hafta süre ile gelişmeye bırakılmışlardır. Deney hazırlık aşaması Şekil 3.1. ve 3.2’de 

izah edilmiştir.   

 

 
 

Şekil 3.1. PDB ortamının hazırlanması 
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Şekil 3.2. Penicillium expansum fungusundan alınan fungal disklerin kaplara konulma aşaması 

 

3.2.1. Misel ağırlığı 

 

Farklı sıcaklık koşullarında geliştirilen fungal etmenin sıvı kültür ortamı 

içerisindeki enzimatik değerleri elde edilmiştir. Sıvı kültürden filtrasyon sonucu elde 

edilen misel yumağının yaş ağırlığı filtre kâğıdında fazla su drene edildikten sonra 

hassas terazide tartılarak belirlenmiştir. Miselin kuru ağırlığını ölçmek için ise filtre 

kâğıdındaki miseli 25°C’deki inkübatörde bir gece bekletildikten sonra kuru misel 

ağırlığı hassas terazide belirlenmiştir. Ayrıca fungusun yüzde kayıp oranı aşağıdaki 

formüle göre tespit edilmiştir. 

 

% Kayıp=  
(Miselin Yaş Ortalaması−Miselin Kuru Ortalaması)

Miselin Yaş Ortalaması
x 100   
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Şekil 3.3. P. expansum fungusunun yaş ve kuru ağırlığının hassas terazide belirlenmesi 

 

3.2.2. Funguslarda pH ölçümü 

 

Sıvı ortamda (PDB ortamında) farklı sıcaklık koşullarında gelişime bırakılan 

fungusun geliştiği ortamın pH değerleri pH metre ile ölçülmüştür. 

 

 
 

Şekil 3.4.P. expansum fungusunun PDB ortamında pH metre ile pH değerlerinin ölçümü 
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3.2.3. Funguslarda elektriksel iletkenlik (EC)değerlerinin belirlenmesi 

 

Sıvı ortamda (PDB ortamında) farklı sıcaklık koşullarında gelişime bırakılan 

fungusun geliştiği ortamın EC değerleri EC metre ile ölçülmüştür. 

 

 
 

Şekil 3.5.P. expansum fungusunun EC değerinin belirlenmesi 

 

3.2.4. Funguslarda canlılık testi 

 

Fungusların canlılığını test etmek için, farklı sıcaklıklarda PDB ortamında 

geliştirilen funguslardan elde edilen yaş misellerden 0.50 g alınmış, önceden 

hazırlanmış olan 100 ml’lik PDB ortamına aktarılmıştır. Burada fungal gelişimin 

sağlanıp sağlanmadığı 3 gün süre ile oda sıcaklığında inkubasyon sonunda yapılan 

değerlendirme ile belirlenmiştir.  

 

3.2.5. Spor sayımı 

 

Spor sayımı için, yaptığımız çalışmalardan elde edilen solusyonların her 

birinden 3 ml alınıp spectrofotometre küvetine yerleştirilerek 400 nm’de 

spectrofotometre aracılığıyla okuması yapılmıştır. 

 

3.2.6. Pigment sayımı 
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Pigment sayımı için, yaptığımız çalışmalardan elde edilen solusyonların her 

birinden 3 ml alınıp spectrofotometre küvetine yerleştirilerek 405 nm’de 

spektrofotometre aracılığıyla okuması yapılmıştır. 

 

3.2.7. Protein ölçümü 

 

PDA ortamında yetiştirilen fungus misellerinin protein içeriği Bradford (1976) 

yöntemine göre belirlenmiştir. Petri ortamında gelişmeye bırakılan fungal 

kültürlerden Petri kaplarına dökülen 10 ml steril su ile miseller yüzeyden kazılarak 

yaklaşık 0.1g ağırlığında misel elde edilmiş, bu kütle fosfat buffer çözeltisinde (pH 

7.0) mortar ve pestel ile homojenize edilerek, 10000 g de 10 dakika süre ile 4 oC’de 

santrifüj edilmiştir (Dikilitaş ve ark.,2010). Elde edilen süpernatant 595 nm 

mikroplaka okuyucuda okunarak daha önceden belirlenen standart grafiğe göre 

protein değerleri mg protein g-1 misel ağırlık olarak ifade edilmiştir. 

 

3.2.8. Proteaz enzim ölçümü 

 

Misellerin üretmiş olduğu protease enzimi ise azocasein tabanlı amino asit 

ölçümü Girard ve Michaud (2002) yöntemine göre yapılmıştır. Buna göre; PDA 

üzerinde yetiştirilen fungus misellerinden alınan misel parçaları (3 mm çapında), 1.5 

ml hacmindeki Eppendorf tüplerine konarak ve üzerlerine 50 mM Tris-HCl ve pH 

8.8 içinde hazırlanan 120 µl hacminde %1’lik (w/v) azocasein solusyonu ilave 

edilerek karanlıkta oda sıcaklığında 2 saat süre ile inkube edilmiştir. Proteloysis yani 

protein parçalanması 300 µl, %10’ luk (w/v) trichloro acetic acid (TCA) ilavesi ile 

sonlandırılmış, karışım 10000g de 10 dakika santrifuj edilerek, elde edilen yaklaşık 

350 µl supernatant 300 µl 1 M NaOH ile karıştırılmış ve hidroliz sonucu proteaz 

aktivitesi 440 nm mikroplaka okuyucuda (SpectraMax M5, Molecular Devices, 

USA) okunmuştur. Sonuçlar, A440 dak-1 mg protein-1 olarak ifade edilmiştir (Girard 

ve Michaud, 2002; Dikiltaş ve ark., 2018). 
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3.2.9. Lakkaz enzim ölçümü 

 

Lakkaz aktivitesi ABTS (2, 2’-Azino-Bis-3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic 

asit) molekülünün okside olması esasına dayanarak belirlenmektedir (More ve 

ark.,2011). Nonfenolik boya olan ABTS, lakkaz enzimi tarafından okside edilerek 

daha stabil bir hale getirilmektedir. Lakkaz enziminin belirlenmesi için hazırlanan 

karışım, 0.5 mM ABTS, 0.1 M sodium acetate (pH 5.0) ve uygun enzim miktarından 

oluşmaktadır. Bunun için, 5 mM’lık bir ABTS stok solüsyonundan 100 µl alınmış ve 

üzerine 1 ml 0.1 M’lık sodyum asetat buffer (pH 5.0) solüsyonu ilave edilmiştir. Bu 

karışımın üzerine 3 mm çapında farklı sıcaklıklarda inkube edilmiş, fungal diskler 

yerleştirilerek 2 saat boyunca oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra 

karışım 10000 g’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatantaki absorbans 

artışı 420 nm’de örnek içermeyen karışıma karşı okunmuştur. Sonuçlar, A420 dak-1 

mg protein-1 olarak ifade edilmiştir. 

 

Protein, proteaz ve lakkaz aktiviteleri sadece miselyal disklerden değil aynı 

zamanda ortam içinde bulunan sıvı kültürlerden de belirlenerek böylece fungusun 

stres altında sentezlemiş olduğu extracellular yani hücre dışı metabolit sentezi de 

belirlenmiştir.   
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Şekil 3.6. Protein, proteaz ve lakkaz enzimlerinin ölçümü sırasındaki aşamalar 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI ve TARTIŞMA 

 

 

4.1. Fungusun Miselyal Ağırlığı 

 

Farklı sıcaklık koşullarında geliştirilen fungal etmenin sıvı kültür ortamı 

içerisindeki enzimatik değerleri elde edilmiştir. Sıvı kültürden filtrasyon sonucu elde 

edilen misel yumağının yaş ağırlığı filtre kâğıdında fazla su drene edildikten sonra 

hassas terazide tartılarak belirlenmiştir. Ayrıca miselin kuru ağırlığını ölçmek için ise 

filtre kâğıdındaki miseli 25°C’deki inkübatörde bir gece bekletildikten sonra kuru 

misel ağırlığı hassas terazide belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar (Şekil 4.1.)’de 

verilmiştir.   

 

 
 

Şekil 4.1. P. expansum fungusunun miselyal ağırlıkları 

 

Bu sonuçlara göre, sıvı kültürden filtrasyon sonucu elde edilen misel 

yumağının filtre kâğıdında fazla su drene ediltikten sonraki yaş ağırlığı 16-25°C 

arasında değişen sıcaklıklarda daha yüksek değere ulaşmıştır. 35-55 °C arasında 

değişen sıcaklıklarda ise yaş ağırlık en düşük değerlere ulaşmıştır. 
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Filtre kâğıdındaki miselin 25°C’deki inkübatörde bir gece bekletildikten 

sonraki kuru ağırlığı ise yaş ağırlığında olduğu gibi 16-25°C arasındaki sıcaklıklarda 

yüksek değere, 35-55°C arasında değişen sıcaklıklarda ise en düşük değere 

ulaşmıştır. 

 

Bu sonuçlara göre, sıcaklık değerleri arttıkça patojenin hem yaş ağırlığında 

hemde kuru ağırlığında azalma meydana geldiği görülmüştür.   

 

Abubakar ve ark. (2013), Aspergillus parasiticus’u Patates Dekstroz Broth 

ortamında 4.0 ila 10.0 arasında değişen pH değerinde aşılayarak 7 gün oda 

sıcaklığında inkübe etmişlerdir, 4.0 ila 10.0 pH aralığında üretilen ortalama kuru 

misel ağırlığını 355.67 mg ila 302.73 mg arasında değiştiğini tespit etmişlerdir. En 

düşük misel ağırlığı pH 10.0’da tespit edilmiştir. Bu da daha yüksek alkali ortamın A. 

parasiticus gelişimi için uygun olmadığını göstermiştir.  

 

Kılıç (2017), P. expansum’un miselyal yaş ağırlığı artan tuz konsantrasyonu ile 

beraber kayba uğramasına rağmen 250 mM NaCI konsantrasyonunda misel 

ağırlığının yaklaşık %30 kayba uğradığını, 1000 ve 1250 mM NaCI 

konsantrasyonlarında ise %60 ve 65 kayba uğradığını tespit etmiştir. Bu durum 

fungal etmenin yüksek tuz konsantrasyonlarında da yeteri kadar organik madde 

üretebildiği ve enfeksiyon yapabileceğini göstermiştir.  

 

4.2. Fungusun EC ve pH değerleri 

 

Sıvı ortamda (PDB) farklı sıcaklık koşullarında gelişime bırakılan fungusun 

geliştiği ortamın pH ve EC değerleri (Şekil 4.2.)’de verilmiştir. 
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Şekil 4.2. P. expansum’un farklı sıcaklık koşullarındaEC ve pH değerleri 

 

Bu sonuçlara göre, sıcaklık arttıkça EC değerinin de arttığını göstermiştir. 

Artan sıcaklık değeri ile birlikte ortamın EC değerinin artması fungusun yüksek 

sıcaklık ve EC değerlerinde gelişebileceğini teyit etmiştir. Yüksek sıcaklıklarda 

fungusun hücre duvarının parçalandığı ve ortama OH- iyonları vererek ortamı alkali 

hale getirdiği, bu iyonların da aynı zamanda ortamdaki elektriksel ileteknliği 

arttırdığı görülmüştür. Bu durumda fungus misellerinin EC ve pH değerlerine 

bakılarak gelişim ve tolerans durumlarının belirlenebileceği anlaşılmıştır.   

 

Artan sıcaklık değeri ile birlikte ortamın pH değerinin yükselmesi, P. 

expansum’un gelişme koşulları olarak kabul edilen hafif asidik koşullardan kısmen 

uzaklaştığı anlamına gelse de fungun geniş bir pH aralığına sahip olduğu 

değerlendirilmiştir.   

 

Kılıç (2017), P. expansum fungusunu sıvı PDB ortamında yetiştirerek 

fungusun farklı tuz konsantrasyonlarında EC ve pH değerlerinin arttığını ve bu 

durumu fungusun tuzu metabolize ettiği şeklinde değil de, fungusun tuzlu koşulları 

tolere ettiği şeklinde değerlendirilmiştir. Dolayısı ile fungal etmenin geniş bir stres 

aralığı olduğu görülmüştür.   
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Abubakar ve ark. (2013), Patates Dekstroz Broth ortamında 4.0 ila 10.0 

arasında değişen pH aralıklarında Aspergillus parasiticus’un 7 gün oda sıcaklığında 

inkubasyon sonucunda pH 5.0 ve 7.0 aralığında oluşan sporların diğer pH gruplarına 

göre daha fazla olduğunu tespit etmişlerdir. En yüksek spor sayısını pH 5.0’da ve en 

düşük spor sayısını ise pH 10.0’da belirlemişlerdir. En düşük spor oluşumunun pH 

10.0’da olması; daha yüksek alkali ortamın A. parasiticus gelişimi için uygun 

olmadığını göstermiştir.  

 

Tannous ve ark. (2016), Penicillium expansum fungusunun günde 0.92 cm/gün 

optimal büyüme hızına ve 5.1 pH düzeyinde 24°C’de geliştiğini belirlemişlerdir. 

Yaptığımız çalışmada, Penicillium expansum fungusunun 24°C’de iyi gelişmesi bu 

çalışma ile uyumlu bulunmuştur.    

 

Türkkan (2013), F. oxysporum f.sp. cepae’nın hem asidik hem bazik ortamda 

gelişebildiğini, fungusun pH 6 ile 9 arası değerlerinde gelişim gösterdiği fakat daha 

yüksek ve daha düşük pH değerlerinde fungal gelişmin azaldığını (P ≤ 0.05), pH 12 

seviyesinde ise gelişimin tamamen durduğunu rapor etmiştir. 

 

4.3. Spor sayısı ve pigment sayısı 

 

Yapılan çalışma sonucunda elde edilen solüsyonların her birinden 3 ml alınarak 

spektrofotometre de yoğunluk değişimine göre fungal sporulasyon ve pigment 

durumu belirlenerek ölçüm yapılmış ve (Şekil 4.3.)’de değerleri verilmiştir. 
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Şekil 4.3. Penicillium expansum fungusunun spor ve pigment sayısı 

 

Bu sonuçlara göre, sıcaklık değeri arttıkça hem spor sayısında hemde pigment 

sayısında artış görülmüştür. Spor sayısında ve pigment sayısındaki artış, 25°C’den 

sonra artmış ancak 35°C’den sonra düşmüştür. En düşük sporulasyon ve fungal 

değişim ise 4°C de tespit edilmiştir. Fungus bu derecelerden sonra renk ve 

sporulasyon açısından gelişim göstermiş, dolayısı ile bu sıcaklıklarda ilave bir önlem 

alınmadıkça gelişim sergileyebileceğini göstermiştir. Hem sporulasyon hem de renk 

değişiminin yani pigment oluşumunun değerlendirilmesi yapıldığında çoğalan fungal 

partiküllerin aynı zamanda olgunlaşarak gelişim gösterdiği ve dolayısı ile bu 

durumun enfeksiyon kapasitesine de yansıyacağı ortaya konmuştur. En düşük 

sıcaklık olarak, yani en düşük yaş sebze ve meyveleri koruma sıcaklığı olarak 

belirlenen sıcaklıkta (4°C) bile fungal etmen bulaşmasının olması durumunda 

hastalığın inkubasyon süresine bağlı olarak artış göstereceği belirlenmiştir. Meyve ve 

sebzelerin kalite değerlerinin bozulmaması yani renk ve aromatik kayıplarının 

muhafaza sırasında en az olması için öne sürülen sıcaklığın 8 °C olması gerektiği son 

yıllarda yaygınlık kazanmış ancak hastalık etmenin herhangi bir bulaşma durumunda 

artış göstereceği teyit edilmiştir.  
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4.4. Fungusun protein içeriğinin belirlenmesi 

 

PDA ortamında yetiştirilen fungus misellerinin ve solüsyonların protein içeriği 

Bradford (1976) yöntemine göre belirlenmiştir. Elde edilen süpernatantlar 595 nm’de 

mikroplaka okuyucuda okunarak, fungusun protein içerikleri mg proteing-1 misel 

ağırlık olarak ifade edilmiştir (Şekil 4.4.). 

 

 
 
Şekil 4.4. Farklı sıcaklıklara maruz kalan P. expansum fungusunun protein değerleri 

 

 

Patojenin hem solüsyon ortamındaki (PDB) hemde miselyal yapıdan ektrakt 

edilen protein miktarları karşılaştırıldığında, optimum sıcaklık olarak değerlendirilen 

oda sıcaklığında artış göstermiş, miselyal yapıdan elde edilen proteinlerin daha 

yüksek olması fungusun sıvı ortama çok fazla protein bırakmadığı yani hücresel 

yapıyı muhafaza ederek sıcaklık artışından çok da fazla etkilenmediğini ortaya 

koymuştur. Protein miktarı en yüksek 22 ve 25°C’de en düşük ise 45°C de tespit 

edilmiştir. Solüsyon ortamındaki protein miktarı ise bahsedildiği gibi sıcaklık artışına 

göre fazla değişkenlik göstermemiştir. 

 

Kılınç (2018), Zymoseptoria tiritici (buğday yaprak leke hastalığı) fungusunu 

farklı sıcaklık değerlerine (4-, 15-, 25-, 30-, 35°C) maruz bırakarak protein içeriğini 

incelemiştir. Sıcaklıkların yükselmesi patojenin protein içeriğinde azalmaya neden 

olmuştur. Fungusun en yüksek protein içeriği 15°C, en düşük protein içeriğiise 
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30°C’de sentezlenmiştir. Serin iklim tahıllarınında hastalık etmeni olarak bilinen 

fungusun düşük sıcaklık derecelerinde daha fazla protein sentezleme kabiliyetinin 

bulunması patojenin enfeksiyon kabiliyeti ile doğru ortantılı bulunmuştur.   

 

Çetin (2014), Erwinia amylovora’nın bitkilerde meydana getirdiği biyotik 

stresin ayva, elma ve armut çeşitlerinde zamana bağlı olarak bitki savunma 

mekanizmasında bulunan toplam protein miktarları üzerine etkilerini araştırmıştır. 

Bu çalışma sonucunda elma çeşitlerinde E. amylovora enfeksiyonu sonrası kontrole 

kıyasla 24. saatte toplam protein miktarının arttığı, 36. ve 72. saatte ise toplam 

protein miktarının azaldığını belirlemiştir. Ayva çeşitlerinde ise kontrole kıyasla 24. 

ve 36. saatlerde toplam protein miktarının azaldığı, 72. saatte toplam protein 

miktarının arttığını belirlemiştir. Armut çeşitlerinde ise kontrole kıyasla 24. ve 36. 

saatlerde toplam protein miktarının arttığı, 72. saatte ise toplam protein miktarının 

azaldığını belirlemiştir.  Patojen enfeksiyonu ile meyvelerin protein sentezi arasında 

ilişki kurulmuş, konukçu dokunun protein sentezinin patojen enfeksiyonu ile ilişkisi 

ortaya konmuştur. 

 

4.5. Fungusun proteaz aktivitesinin belirlenmesi 

 

Fungal misellerin üretmiş olduğu proteaz enzimi azocasein tabanlı amino asit 

ölçümü Girard ve Michaud (2002) yöntemine göre belirlenmiştir. Elde edilen 

süpernatantlar 440nm mikroplaka okuyucuda okunarak sonuçlar A440 dak-1 mg 

protein-1 olarak elde edilmiştir (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5. Farklı sıcaklıklara maruz kalan P. expansum fungusunun proteaz değerleri 

 

Patojenin hem solüsyon ortamına (PDB) bıraktığı hemde miselyal yapıdan 

sentezlediği proteaz enzim değeri sıcaklık değişiminden etkilenmiştir. Solüsyon 

ortamındaki proteaz enzimi göreceli olarak değişim gösterse bile standart hata 

hesaplaması yapıldığında çok fazla bir değişimin olmadığı görülmüştür. Bu durum 

protein sentezi ile de uyumlu bulunmuştur. Yine, miselyal enzim konsantrasyonu 

solüsyonda bulunan enzim konsantrasyonundan fazla bulunmuştur. Yaklaşık olarak 

30°C ve üstünde enzim sentezlemesi ciddi oranda inhibe edilmiştir.   

 

Kılınç (2018), Zymoseptoria tiritici (buğday yaprak leke hastalığı) fungusunu 

farklı sıcaklık değerlerine (4-, 15-, 25-, 30-, 35°C) maruz bırakarak proteaz 

aktivitesini incelemiştir. Patojenin proteaz enzim konsantrasyonun sıcaklık 

değişimlerinden genel olarak etkilendiğini 15 °C’de yüksek proteaz ürettiğini tespit 

etmiştir. Bu durum, patojenin virulensi ile de uyumlu bulunmuştur.   

 

Patojenlerden salgılanan proteaz enziminin in vitro koşullarda ortam içeriğine, 

pH ve sıcaklık değerlerine göre değişiklik gösterdiği Zhan ve ark. (2013) tarafından 

da ifade edilmiştir.   
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4.6. Fungusun lakkaz aktivitesinin belirlenmesi 

 

 Lakkaz aktivitesi ABTS molekülünün okside olması esasına dayanarak 

belirlenmiştir. Elde edilen süpernatantlar 420 nm’de okuması yapılmış, sonuçlar 

Şekil (4.6.) ifade edilmiştir.   

 

 
  

 Şekil 4.6. Farklı sıcaklıklara maruz kalan P. expansum fungusunun lakkaz değerleri 
 

Patojenin hem solüsyon ortamındaki (PDB) hemde miselyal yapıdan elde 

edilen lakkaz enzim değerleri sıcaklık ile değişiklik göstermiştir. Yine, önceki 

parametrelerde olduğu gibi solüsyon içinden elde edilen enzim çok büyük 

değişkenlik göstermezken misel yapıdan elde edilen enzim ise 22-25°C arasında en 

üst seviyede üretilmiş, sıcaklık artışı ile enzim aktivitesi düşüş göstermiştir. Yine, 

etmenin artan sıcaklıkta enzim seviyesinde değişim ya da azalma göstermemesi 

etmenin hücresel bütünlüğünü koruduğu şeklinde değerlendirilmiştir. Lakkaz 

enziminin de patojenisite ile ilgili enzim olduğu kabul edildiğinden etmenin oda 

sıcaklığı ve hatta serin koşullarda çok ciddi kayıplara yol açacağı görülmüştür.  
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4.7. P. expansum fungusunda canlılık testi 

 

Fungusların canlılığını test etmek için, daha önce farklı sıcaklıklarda gelişime 

bırakılan funguslardan elde edilen misellerden 0.50 g alınarak, daha önceden 

hazırlanmış olan 100ml’lik PDB ortamına oda sıcaklığında aktarılmıştır. Patojen 3 

gün süre ile oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. Bu canlılık testi sonucunda 

fungal gelişme incelenmiştir. En çok gelişme, 22°C ve 25°C’den elde edilen 

misellerde görülmüştür. 

Çizelge 4.1. Farklı sıcaklıklara maruz kalan P. expansum fungusunun canlılık testi sonuçları 

 

SICAKLIKLAR 

(°C) 

1.TEKERRÜR 2.TEKERRÜR 3.TEKERRÜR  

4 + + + Canlı 

8 + + + Canlı 

16 + + + Canlı 

22 + + + Canlı 

25 + + + Canlı 

35 + + + Canlı 

45 + + + Canlı 

55 _ _ _ Canlı  

 

Elde edilen canlık testine göre, farklı sıcaklıklarda yetiştirilen fungusların 

normal oda sıcaklığında yeniden canlandırması yapıldığında fungal etmenin yeniden 

canlılık kazandığı belirlenmiştir. Hess ve Shaner (1987), dört nemli peryot ve üç 

sıcaklık derecesi (11-, 18-, 25°C) ile yaptıkları çalışmalarında sıcaklık değerleri 

arttıkça penetrasyon, çimlenme ve miselyal gelişimin devam etmesi ve enfeksiyon 

yapabilmesi için uzun ve yüksek nemli peryotların olması gerektiğini belirtmişlerdir. 

Bizim çalışmamızda kullanılan sıcaklık değerleri ve sonuçları ile diğer çalışmalarda 

kullanılan sıcaklık değerleri ve sonuçları paralellik göstermektedir. Yapılan 

çalışmanın sonucunda; 4-25°C arasında değişen sıcaklıklarda fungus hızlı bir 

gelişme göstermiş ve canlılığını korumuştur. Yüksek sıcaklıktan dolayı fungusun 

çeşitli enzim reaksiyonlarını gerçekleştiremediği ya da daha az protein sentezlediği 

görülmüş olmasına rağmen bu sıcaklıklarda da fungal etmenin sporulasyon ya da 

miselyal gelişim için ortamda yeteri kadar misel oluşumuna rastlanmış, bu durum 45 

°C için canlı olarak değerlendirilmiştir. Ancak 55°C’de canlılık testi, ortamda 
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bulunan miselyal gelişime bakılarak değerlendirilmiş, fungal gelişim net olarak 

görülmemiştir. Bu durumun daha önce ortama bırakılan yani 55°C’lik gelişme 

ortamından alınan fungusun miselyal parçacığı mı yoksa oda sıcaklığında 3 gün süre 

ile gelişme gösteren fungal parçacık mı olduğu netlik kazanmamıştır. Üç gün süre ile 

inkubasyonun 55°C’lik ortamdan alınan fungus gelişimi için yeterli olmadığı 

değerlendirilmiştir.  Biyokimyasal testlerden elde edilen sonuçlara göre bu sıcaklıkta 

fungal etmenin gelişemediği belirlenmiş ancak yine de bu ortamda gelişme 

göstermeyen fungal yapının 3 gün süre ile oda sıcaklığında inkube edildiğinde cansız 

olarak değerlendirilip değerlendirilmeyeceği tam olarak netlik kazanmamıştır. 

Bundan dolayı bu kısım teyit edilecek şeklinde bir işaretleme ile noktalanmıştır. 

Çünkü fungal etmenin agresif olmasında dolayı bu süre sonunda yani 3 günlük süre 

sonunda yeniden canlılık kazanmasının mümkün olabileceği de göz ardı 

edilmediğinden bu kısım kesin yargıya varılamayacak şekilde tamamlanmıştır. Bu 

durumun teyidi için kullanılan triphenyl tetrazolium chloride test (TTC) negatif 

sonuç vermesine rağmen daha ileri bir test ile bu durumun sonraki çalışmalar için 

değerlendirileceği ifade edilmiştir. Çünkü fungal etmenin en üst ve alt dayanım 

sınırının belirlenmesi kontrol mekanizması açsından büyük önem taşımakatadır. 

Örneğin, Kılıç (2017), P.expansum fungusunu sıvı PDB ortamında yetiştirerek 

fungusun beş farklı tuz (0.25-, 0.50-, 0.75-, 1.0-, 1.25 M) konsantrasyonlarında TTC 

testini ölçmüştür. Yapılan bu canlılık testi (TTC) sonucunda fungal etmenin 

canlılığını koruduğunu belirtmiştir. Yine, Yiğit (2011), F. oxysporum ile yaptığı 

çalışma sonucunda ortamın pH’sını yükselterek fungusun miselyal gelişiminde % 

2.35’lik bir azalma olduğunu tespit etmiştir. Yani, ortam fungal gelişim için uygun 

olmayan koşullara getirilse bile fungal etmenlerin gelişim sağlayabildikleri 

anlaşılmıştır
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5. SONUÇLAR ve ÖNERİLER 

 

 

5.1. Sonuçlar 

 

Doğadaki organik maddeleri parçalamaları, organik asit, protein, enzim, 

antibiyotik ve vitamin oluşturmaları hayvan, insan ve bitkilerde hastalıklara neden 

olmaları ayrıca çeşitli yiyeceklerin bozulmalarına neden olmaları fungusların ne 

kadar önemli fonksiyonlara sahip olduklarını ortaya koymuştur (Asan, 1990). 

 

Funguslar hayatta kalabilmek için; selülaz, proteaz, pektinaz, amilaz, lipaz ve 

ksilinaz gibi enzimleri üretebilirler (Gonzalez ve ark., 2012). 

 

Topal ve ark. (2000), yaptıkları çalışmalarında toplam 1558 küf kültürü 

kullanarak lipaz, amilaz ve proteaz taraması yapmışlardır. Bu çalışma sonucunda 

pozitif sonuç verenler; proteaz için 1078 (%69), lipaz için 591 (%46) ve amilaz için 

645 (%41) olduğunu tespit etmişlerdir.  

 

Fungal patojenlerin yapısında bulunan proteinler, genetik yapının içinde yer 

alarak veya hücre duvarı ve enzimlerin yapısında yer alarak birçok görev 

üstlenmektedir. Proteinler stres altında kalan patojenlerin savunma mekanizması ve 

virülenslik derecesi üzerinde de etkisinin olduğu bilinmektedir (Paper ve ark., 2007). 

Patojen funguslarda bulunan proteinler, konukçu-patojen ilişkisinin kurulması, farklı 

gelişim ve enfeksiyon süreçlerinin başlatılması, hastalık şiddetinin belirlenmesinde 

ve oluşan birçok reaksiyonlarda rol almaktadır (Wawra ve ark., 2013). 

 

Patojen funguslar enfeksiyon stratejisi olarak bitkinin hücre duvarını tahrip 

edebilen enzimler salgılamaktadır. Protein yapısında bulunan enzimler yalnızca 

canlılar tarafından sentezlenebilmektedir. Bunlar hücre içerisinde meydana gelen 

tepkimeleri düzenleyen biyolojik katalizörlerdir (Dikilitaş ve ark., 2018). Bu 

enzimler endopolygalakturonazlar, kitinaz, selülazlar, pektin liyaz ve proteazlardır. 

Patojen salgıladığı bu enzimler sayesinde bitki dokuları arasında gelişimini 

kolaylaştırır (Hegedus ve Rimmer, 2005).  
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Fenolik bileşikler, mikroorganizma hücrelerindeki enzim ve membran 

proteinlerine etki ederek, bunları etkisiz hale getirebilirler (Holyoak ve ark., 1996). 

Ayrıca bu bileşikler mikroorganizmaların hücre zarlarının geçirgenliğini bozdukları 

ve stoplazmadan potasyum (K+) kaybına sebep olup hücrenin hayatsal 

fonksiyonlarını engellerler. Protein üretiminde kullanılan mekanizmaları devre dışı 

bırakarak adenosin trifosfat (ATP) seviyesini düşürdüğü ve bunun sonucunda ise 

hücrenin ölümüne neden oldukları belirlenmiştir (Venturini ve ark., 2002).   

 

Proteazların bitki-patojen etkileşiminde önemli bir yeri vardır. Birçok enfekteli 

bitki dokularında proteaz enzimleri tespit edilmiştir. Proteazların önemli virülens 

faktörleri arasında yer aldığı bilinmektedir (Rollins, 2003). Proteazların başka bir 

yönü ise bitkilerdeki savunma mekanizmasını harekete geçiren bir sinyal görevi 

gördüğü düşünülmektedir. Bu yüzden normal değerlerinin üstünde veya altında çıkan 

sonuçlar fungusun savunma ve virülenslik mekanizması hakkında önemli bir değere 

sahiptir (Dikilitaş ve ark., 2010).  

 

Patojenlerden salgılanan proteaz miktarı in vitro koşullarda ortam içeriğine pH 

ve sıcaklık değerlerine göre değişiklik göstermektedir (Cotton ve ark., 2002).  

 

Sıcaklık maksimum enzim aktivitesi için önemli bir faktördür ve endüstriyel 

enzimlerin yüksek sıcaklıklarda aktif ve stabil olması gereklidir (Devi ve ark., 2008). 

T. roseum proteazının bazı kimyasal özellikleri araştırıldığında 30-50 °C arasındaki 

sıcaklıklarda optimum aktiviteye sahip olduğu ve 40 °C’de maksimum aktivite 

gösterdiği bulunmuştur. Ayrıca 60 °C’de enzimin aktivitesinin tamamını yitirmediği 

ve %49.35’lik bağıl aktiviteye sahip olduğunu bildirmiştir (Özkan, 2010).    

 

Özkan (2010), üretim sıcaklığının proteaz sentezi üzerindeki etkisini 

araştırmak için SSF kültürlerini farklı sıcaklıklarda üretime bırakarak maksimum 

proteaz aktivitesini 30 °C olarak tespit etmiştir. Agraval ve ark. (2004), buğday 

kepeğini substrat olarak kullanarak topraktan izole ettikleri Penicillium sp.’den 

proteaz üretmişler ve optimum üretim sıcaklığını ise 45°C olarak tespit etmişlerdir. 
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Fungal proteazlar için rapor edilmiş olan bazı optimum inkübasyon 

sıcaklıkları; Aspergillus niger alkalen proteazı için 45°C (Devi va ark., 2008), A. 

nidulans alkalen proteazı için 35°C (Charles ve ark., 2008) ve P. expansum için 

(Dahot, 1993) 35°C olduğu bildirilmiştir.     

 

Özkan (2010), Trichoderma roseum proteazına inkübasyon pH’sının etkisini 

araştırdığında optimum inkübasyon pH’sını 6.5 olarak bulmuştur. Ayrıca pH 7.0 ve 

7.5’te sırasıyla %87.04 ve %77.78 değerinde bağıl aktiviteler olduğunu bulmuştur. 

 

Farklı araştırmacılar tarafından yapılan çalışmalarda ise proteaz enziminin 

optimum inkübasyon pH’ları; A. flavus için 8.0 (Hossain ve ark., 2006), A. niger için 

8.5 (Devi ve ark., 2008), P. expansum için 10.5 (Dahot, 1993) olarak tespit 

edilmiştir. 

 

Streptomyces cyaneus tarafından üretilen lakkaz enziminin optimal sıcaklığı 70 

°C olarak belirlenmiştir. Bu enzim, ortam pH’sının 5-8 olduğu şartlarda ve 40 °C’de, 

120 dakikainkübe edildiğinde aktivitenin %100’ünü korurken; aynı sıcaklıkta ama 

ortam pH’sının 3-4 olduğu koşullarda ise %50’sini koruduğu belirlenmiştir. Aynı 

lakkaz enzimi, ortam pH’sının 4.5 olduğu şartlarda ise 50°C’de 120 dakika sonra 

%75; 60°C’de 60 dakika sonra ise %60 aktivite gösterdiğini tespit etmişlerdir (Arias 

ve ark., 2003).   

 

Bizim çalışmamızda, fungal etmenin geniş bir sıcaklık aralığına sahip olduğu 

belirlenmiş, bu sıcaklıklarda (hem düşük hem de yüksek sıcaklıklar) fungal gelişim, 

sporulasyon, yeniden canlılık kazandırma ve biyokimyasal olarak enzim ve protein 

ölçümleri yapıldığında, etmenin normal sıcaklık tedbirleri ile kontrol edilemeyeceği 

görülmüştür. Bunun yanında ortamın pH değişmesinin çok fazla bir anlam ifade 

etmeyeceği anlaşılmıştır. Bu çalışma etmenin farklı sıcaklıklarda sporulasyon ve 

patojenisite ile ilgili olan enzimlerin karakterizasyonu ortaya konduğunda etmenin 

patojenisitesini normal sıcaklıklarda arttırabileceğini ancak uç sıcaklıklarda da 

etmenin etkili olabileceğini ortaya koymuştur. 
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Bu etmenin hasat sonrası sebze ve meyvelere kontaminasyonu durumunda 

sıcaklık ayarlaması ile kontrol edilemeyeceği, ilave tedbirlere gereksinim duyulduğu 

anlaşılmıştır. Pestisit kullanımının sınırlandırıldığı bir dönemde alternatif olarak öne 

sürülen yöntemlerin etkinliğinin belirlenmesinde bu çalışmada kullanılan 

parametrelerin önemli kriterler arasında sayılabileceği belirlenmiştir.   
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