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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

FARKLI SICAKLIK DEGERLERININ Penicillium expansum FUNGUSUNUN PROTEIN
ICERIiGi VE PROTEAZ ENZiMi UZERINE ETKIiLERi

Giilbahar KILIC

Harran Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Bitki Koruma Anabilim Dah

Danisman: Do¢. Dr. Murat Dikilitas
Yil: 2019, Sayfa: 62

Fungal etmenler patojenisitesini penetrasyon kabiliyetine, salgiladiklar1 hiicre disi enzimlere ve
toksinlere borgludurlar. Ozellikle proteinlerin yapisim bozan proteaz enziminin fungal etmenler
tarafindan salgilanmalar1 onlarin karakterleri hakkinda bilgi verir. Penicillium expansum fungusunun
biyokimyasal olarak patojenik karakterini ortaya ¢ikarmak igin farkli sicakliklardaki sporulasyonu ve
proteaz ve lakkaz enzimlerinin durumu incelenmistir. Fungal etmen, hem diisiik (4-8 °C) hem de
yiiksek sicaklik olarak kabul edilen 35 °C ve istii sicakliklarda biyokimyasal faaliyetlerine devam
etmis, 55 °C’de ise enzimsel ve diger fizyolojik faaliyetleri son bulmustur. Bu etmenin hasat sonrasi
meyve ve sebzelere kontaminasyonu durumunda sicaklik ayarlamasi ile kontrol edilemeyecegi, ilave
tedbirlere gereksinim duyuldugu anlasilmustir. Pestisit kullaniminin siirlandirildigi bir dénemde
alternatif olarak One siirlilen yontemlerin etkinliginin belirlenmesinde bu c¢aligmada kullanilan
parametrelerin 6nemli kriterler arasinda sayilabilecegi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Sicaklik, penicillium expansum, protein, proteaz enzimi, lakkaz enzimi.
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THE EFFECTS OF DIFFERENT 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.

KEY WORDS: Temperature, penicillium expansum, protein, protease enzyme, laccase enzyme
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1.GIRIS

Hasat sonras1 meyve ve sebzelerde ciddi kalite ve kantite kayiplarina neden
olan Penicilliumexpansumiiretmis oldugu enzimler ile de yikic1 etkisini
arttirmaktadir. Fungal etmenler, saprofit ve patojen olarak gruplandirilsa bile sartlar
degistiginde saprofit olarak kaydedilen fungal etmenler patojen karakterine
doniismekte olup son yillarda fakiiltatif patojonler gibi saprofit patojenler yeni
gruplandirmalar ~ adi ile  amilmaktadir.  Fungal  etmenler,  Okaryotik
mikroorganizmalardan olup gelismis formlar1 bitki hiicresi ile kiyaslandiginda, hiicre
duvar1 ve klorofil harig, bitki hiicresine benzerlikler gostermektedirler. Dolayisi ile
onlarin da ¢evre kosullarindan etkilenmeleri miimkiin olup bu istekleri dis kosullara
gore degisiklik gostererek hayat cemberini devam ettirmektedirler. Fungal etmenlerin
hormon veya enzim gibi metabolitleri liretmeleri sanayi, agisindan énemli bulunsa
bile. Ornegin kagitsanayinde seliilozun pargalanmasinda fungal etmenlerin ¢ikardig
seliilaz enziminin rolii oldukg¢a biiyliktiir. Cevresel isteklere gore farkli seviyelerde
salgilanan enzim, toksin ve hormonlar, saprofit veya patojenlerin virulens durumunu
ortaya koyarken miicadelesi hakkinda da bilgi verebilirler. Ciinkii zor ya da asiri
stresli kosullarda metabolit sentezleme kapasitesine sahip fungal veya bakteriyel
etmenler, kontrolii zor etmenlerdir. Funguslar, genel itibari ile dayanikli hiicre
duvarina sahip, ipliksi yapida bolmeli veya boélmesiz yapidadirlar. Funguslarin
habitatlar1 ¢ok farklilik gostermektedir. Bazilar1 kaynak sular1 ve deniz gibi su
ortamlarinda bulunurken ¢ogunlugu ise karasal habitatlarda, 6lii bitki materyalleri
tizerinde ve toprakta bulunmaktadir. Funguslarin biiytik bir kismi karasal bitkiler igin
parazit olup oOzellikle tahil iirlinlerinde Onemli hastaliklara sebep olarak biiyiik
ekonomik kayiplara neden olmaktadirlar. Bazilar1 ise insanlar ve hayvanlar i¢in
parazitiktirler (Madigan ve ark., 1997; Mutlu ve ark., 1999; Lin ve Li, 2000). Bir
fungal hiicrenin genel yapis1 Sekil 1.1°de izah edilmistir.
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Sekil 1.1. Fungus hiicresinin yapisi (Madigan ve ark., 1997)

Funguslar, heterotrof canlilardir, yani kendi besinlerini sentezleyemezler.
Aerobik  gelisim  gosterdiklerinden dolayr enerjiyi organik  maddelerin
oksidasyonundan temin ederler. Funguslarda vejetatif yapitallusadini alir. Tallus,
yaklasik5 mmeapindakiiplik¢iklerin dallanarak ¢ogalmasindan olusur ve tiim alana
yayilir. Hif adi verilen iplikgikler aslinda enfeksiyon baglatan yapilardir. Bu
yapilarin ucunda bazen bir kese bazen de kilif icinde fungal konidileri tagiyan yapilar
mevcuttur. Bunlar hem inokulasyonu baglatirlar hem de iireme i¢in tohum gorevi
goriirler. Funguslar eseyli ve eseysiz olmak iizeri iki sekilde iirerler ve iireme
bi¢imlerine gore smiflandirilirlar. Sporlar araciligr ile ¢ogalan funguslar ayni anda
hem eseyli hem eseysiz konidiyumlar olusturabilirler (Mutlu ve ark., 1999;Troutt ve
Levetin, 2001).Bu yapi ile ilgili sekil, Sekil 1.2°de izah edilmistir.
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Sekil 1.2. Funguslarin iireme dongiisii (Madigan ve ark., 1997)

Funguslarin tiremesini etkileyen bir¢cok faktdr vardir. Bunlarin baglicalart pH,
kuraklik, sicaklik, agir metal, diisiik oksijen, have kirliligi gibi etkenler en basta
gelenleridir. Funguslar genis sicaklik ve pH aralarina sahip olup, hatta bitkilerin
vegetatif gelsimini tamamlamakta zorlandig1 kuraklik kosullarinda sporulasyon
yapabilirler (Asan ve ark., 2002). Saprofit funguslar i¢in bu sinirlar ¢ok daha genis
bir araliga sahip olabilir. Dolayis1 ile funguslar i¢in gevresel kosullart degistirerek
yani zehirli kimyasallar kullanmadan kontrol almak oldukc¢a yorucu bir siireci
gerektirmektedir. Pestisit gibi zehirli kimyasal kullanimmin smirlandirildigi bir
donemde ise konukg¢u dokuyu giiclendirmekten baska ¢arenin kalmadig
goriilmektedir. Bunun i¢in ya bitkinin genetik kodunu patojen i¢in uygun olamayan
hale getirmek ya da disaridan konukgu dokuyu uyaracak ve savunma mekanizmasini
hizlandiracak kimyasal kullanmak zorunlu hale gelecektir. Biitiin bu ¢alismalar farkli
patojen ya da bitki gruplar ile yapilirken, ¢ok az calisma patojenin potansiyel
virulens simirlarint konu almistir. Eger potansiyel sinirlar her bir patojen ig¢in
belirlenirse kullanilacak olan uyarici kimyasallarin etkinligi ve konuk¢u dokunun
daha ilk asamada bu tehdidi karsilayip karsilayamayacadi belirlenmis olacaktir.
Ornegin, Penicillium expansum, P. italicum, P. digitatum ve Alternaria alternata
gibi bazi fungus tiirleri domates, elma, turunggil vb. lriinler lizerinde olumsuz
etkilere yol agmaktadir. Ozellikle Penicillium tiirii fungal etmenler, elma, turuncgil

ve domates bitkileri iizerinde 6nemli ciddi kayiplara neden olmaktadir (Boubaker ve
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ark., 2009; Houbraken ve Samson, 2011). Cok genis konukgu kitlesine sahip olan P.
expansum depolanmuis iirtinlerde yiiksek oranlarda kayiplara sebep olan 6nemli bir
kiif hastaligi etmenidir. Birgok saprofit Penicillium tiiri ya yaralanmis dokulardan ya
da tam olgunluga erismis ve dis kabugu incelmis meyve dokularindan penetrasyon
yaparak depolanmis triinler {izerinde ¢iiriikkliige neden olabilmektedirler(Miedes ve
Lorences, 2006; Sugar ve Basile, 2008). Penicillium tiirlerine ait son siiflandirma

sekli, Cizelge 1.1.’de sunulmustur.

Cizelge 1.1.Penicillium expansum fungusunun siniflandirilmasi (Dhakar ve ark., 2014)

Alem Funguslar
Sube Ascomycota
Dizi Eurotiales
Simf Eurotiomycetes
Aile Trichocomaeate
Cins Penicillium
Alt cins Penicillium
Grup expansa

Tiir expansum

Iki yiizden fazla Penicillium tiirii belirlenmistir ve bu tiir altinda 1000’e yakin
isim verilmigtir. Pitt ve ark. (2000) tarafindan 225 tiir tescil edilmistir. Penicillium
spp.’nden P.expansum elma, armut ve domates gibi meyvelerde yaygin olarak
goriilen ve ¢iirimelere neden olan fungal bir hastalik etmenidir (Karadasl, 2015).
Hastalik etmeni elma ve armutlarda hasat sonrasi ortaya ¢ikmakta ve yumusak ya da
islak ciirtiklik olarak da adlandirilmaktadir. Bu fungal etmen 1siya dayanikli
toksinler(patulin) tretir ve bu nedenle hastalanan meyveler, meyve isleme
yontemlerinde kullanilmazlar (Houbraken ve ark., 2011). Fungal etmen her tiirli
meyvenin, yumrunun ve koklerin kesik ya da yaralanmis yiizeylerinden giris
yapabilir. Ayrica sarimsak, havug, seker pancari, yenilebilir mantar, kabak ve diger
bircok tohumlu bitkide de hastalik ortaya ¢cikmaktadir. Zayiflik paraziti olarak bilinse

de olgunlagmis meyvelerin dis kabugu inceldiginde patojenin enzim ve penetrasyonu
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ile enfeksiyon baslamis olur. Dolayisi ile saprofit patojen olarak da adlandirilan bu
fungal etmen oldukga yikici etkilere sahiptir. Penetrasyon bolgelerinde fungal etmen
cok fazla spor liretmekte ve bu sporlar hava akimlar ile etrafa yayilabilmektedir.
Dolayisi ile sadece konuk¢u dokunun kendisini degil etrafindaki ortamin da hastalik
etmeni icin elverisli olmamas1 gerekmektedir. Ozellikle nemli kosullarda Penicillium
sporlar1 hizli ¢imlendiginden ortamdaki nem ve sicaklik hastalik etmeni i¢in ideal bir
ortam olusturur (Srivastava ve Dwivedi, 2000). Penicillium etmenleri 0-32°C
arasindaki sicakliklarda gelisebilirler, fakat en ideal gelisme sicakligi 20°C’dir,
gelismesi ise -6°C de durur. Fungal konidiler diger meyveler i¢in inokulum kaynagi
olarak kullanilmaktadir (Karagali, 2006). P. expansum’un gelisen misel ve sporlari

elma meyvesi tizerinde gosterilmistir (Sekli 1.3).

Sekil 1.3. EIma meyvesinde Penicillium spp. (mavi-yesil kiif) enfeksiyonu ( Karagali, 2006)

Genel itibari ile misel ortiisii mavi kiifte dar, yesil kiifte genis bir halka
olusturur. Kuru havalarda sporlar toz halinde ugusur ve bir kiif kokusu yayilir
(Ozgdnen, 2009). Etmenin konidi ve konidioforlarmin yapisi genellikle el seklinde
cubuk sekilli konidioforlarin ucunda konidilerin bulundugu bir yap1 seklindedir
(Sekil 1.4.).
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Sekil 1.4. Penicillium’un elektron mikroskobundaki ve besi yerindeki goriiniisii (Ozgénen,
2009)

Hasat sonrasi hastaliklarindan dolayr meydana gelen fiiriin kayiplar1 %15-25
civarindadir. Ozellikle depolama kosullarinin yetersiz oldugu ve ilkel depolama
sartlarinda trilinler depolandiginda ve ayni zamanda hasat esnasinda ve nakliye
sirasinda sebzelerin, meyvelerin zedelenmesi ve bu sekilde depolanmasi durumunda
depo ciiriikliigline neden olan etmenlerden dolayr iiriin kayiplarinin daha da

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

Hasattan sonrasi iiriinlerde meydana gelen hastaliklarin nedenlerini iki grup
altinda toplayabiliriz. Birincisi; iiriiniin bulundugu ortamin nemi ve sicakligi, besin
elementlerinin eksikligi veya fazlaligi, fiziksel ve kimyasal yaralanmalar gibi
hasattan sonra {irinlerin bozulmasina neden olan abiyotik faktorler, digeri ise biyotik
etmenlerdir ve bunlarin en 6nemli kismini funguslar olusturmaktadir (Temur, 2012).
Saprofit funguslar meyve sebzelerin olgunlasma doneminde hem Kitin tabakasini
hem de epidermisi penetre ederek veya lentisel ve stoma gibi dogal agiklardan veya
cesitli yaralardan girerek enfeksiyona neden olurlar ve 6nemli {iriin kayiplarina

neden olurlar (Benli, 2003).

Hastalik etmenleriyle miicadele etmek i¢in cesitli miicadele yontemleri
gelistirilmistir. Bu yontemlerin baginda kimyasal miicadele gelmektedir. Fungusitler
hasat sonrasi patojenlerin neden oldugu kayiplar1 engellemek igin kullanilan sentetik

koruyuculardir (Singh ve Sharma, 2007). Her y1l diinyada yaklasik olarak 23 bin ton
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fungusit, sebze ve meyveler lizerine uygulanmaktadir. Ancak sebze ve meyvelerin
yiikksek oranda sentetik kimyasallarla muamele edilmeleri sonucunda karsinojenik,
tetragjenik ya da akut toksijenik etkiler meydana getirmektedir. Ayrica bu
kimyasallardan bazilar1 uzun siireli kalint1 biraktiindan hem ¢evre kirliligine yol
acmakta hem de gidalar iizerindeki etkileri tiiketici sagligint olumsuz etkilemektedir
(Unnikrishnan ve Nath, 2002; Zeebroeck ve ark., 2007). Fungusitlerle ilgili diger bir
problem ise bu kimyasallarin etkinliklerinin zenginlestirilmesiyle yan etkilerinin de
her gecen giin artmasidir (Sorour ve Larink, 2001; Janisiewicz ve Korsten, 2002).
Ayrica hasat sonrasi {irlinlerde zarar yapan patojenler fungisitlere karsi direng
gosterdiginden daha toksik funguslar ile miicadele yoluna gidilmeye ¢alisilmaktadir.
Ancak, bunun da olumsuz etkileri ¢ok ciddi boyutlara ulasmistir (Dianz ve ark.,
2002; Xiao ve ark., 2011).

Kimyasal miicadelenin bu dezavantajlarindan dolayr farkli miicadele
yontemlerine bagvurulmaktadir. Son yillarda sentetik kimyasallara alternatif olarak
dogal koruyucu maddelerin kullanimi daha yaygm hale gelmistir. Bunlar arasinda
bitkisel ugucu yaglar insan sagligt ve doga agisindan tehlikeye neden
olmadiklarindan dolay1 kullanim1 son yillarda artis gostermistir (Szczerbanik ve ark.,
2007; Yilmaz, 2012).

Son yillarda fitopatoloji bilim dalinin 6nemli bir aragtirma odagi, patojen
saldirisina maruz kalan bitkide hiicreler arasindaki sinyal iletimi ve bu olaya karsi
hiicre icinde molekiiler ve biyokimyasal diizeydeki cevap olusumudur. Bitkilerde
patojene karsi olusan dayaniklilik, jasmonik (JA), salisilik asit (SA) ve etilen olmak
lizere li¢ ¢esit sinyal molekiilii tarafindan saglanmakta (Schenk ve ark., 2000; Dong,
2001; Cheong ve ark., 2002), ancak patojen sadirisinin devam etmesi veya ¢evresel
olarak bitki direncinin zayiflamasi, sentezlenen bu kimyasal maddelerin etkinligini

azaltmaktadir.

Funguslar tarafindan iiretilen enzim, vitamin, alkol, pigment, polisakkarit, lipid
gibi maddeler endiistride kullanilmasina ragmen bu maddeler ayn1 zamanda konukg¢u

dokunun da yapisini bozabilirler. Ozellikle, funguslar tarafindan iiretilen proteaz ve
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lakkaz enzimleri konuk¢u dokunun proteinlerini birbirine baglayan peptid baglarini
hidrolize ederek onlar1 daha kii¢iik molekiiller haline getirerek absorbe edebilir
(Salleh, 2006; Moore ve ark., 2001). Proteoliz olarak adlandirilan peptid baglarnin
proteazlar tarafindan hidrolizi sekil 1.5.’de ifade edilmistir. Protein, serbest

aminoasitler ve peptid fragmentleri proteolizin iiriinleridir (Gengkal, 2004).

PROTEAZ

|| Peptsd Bap I I

Pokpeptd { —NH Polpeptd

HO —— H

Polpeptd —— COOH + ;HN — Polipeptd

Sekil 1.5. Peptid baglarinin proteazlar tarafindan katalizi (proteoliz) (Gengkal, 2004)

Proteazlar; mantar, prokaryot, bitki ve hayvanlari igeren diinyadaki tiim yasam
formlarinin gerekli bilesikleridir. Yasayan tiim organizmalarda bulunan proteolitik
enzimler, hiicre gelisimi ve farklilasmasi i¢in olduk¢a Onemli bir yere sahitirler
(Gupta ve ark., 2002; Gengkal, 2004). Farkli fizikokimyasal ve katalitik 6zelliklere
sahip olan proteazlar enzimlerin oldukca kompleks grubunu olustururlar. Proteazlar
enzim simiflar igerisinde hem fizyolojik hem de ticari alanda biiylik bir uygulama
alanma sahiptirler (Mukherjee ve ark., 2008). Proteazlar, dogada ¢ok miktarda
bulunan bir enzim tiirtiidiir (Polgar, 1989; Rao ve ark., 1998). Hayvanlar, bitkiler ve
mikroorganizmalarda proteaz enzimleri mevcuttur. Ayrica mikroorganizmalar, genis
biyokimyasal ¢esitliliginden ve genetik islemeye yatkinliklarindan dolay

proteazlarin kaynagi olarak tercih edilirler.
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Bakteri, fungus, maya ve aktinomisetler gibi c¢esitli mikroorganizmalarin
proteaz TUrettigi bilinmektedir (Manjeet ve ark., 1998; Mitra ve ark., 1996).
Funguslar, trettikleri enzimlerin genellikle ekstraselliiler(hiicre dis1) olmasi ve
boylece fermantasyon ortamindan daha kolay bir sekilde geri kazanilmasi goz
ontinde bulunduruldugunda enzim iiretiminde pek ¢ok avantaja sahiptirler (Bidochka

ve Khachatourians, 1988).

Proteolitik enzimler hem ekstraselliler hem de intraselliller olarak
sentezlenirler (Kumar ve ark., 2005). Proteazlar; gida endiistrisinde, firinlama, bira
yapimi, deri uygulamalari, etlerin yumusatilmasi, kumas agartma, ¢amasir
deterjanlari, organik sentezlerde, ipek kalitesinin yiikseltilmesinde, kozmetik
iriinlerde, atik arittiminda, peptid sentezleri ve tibbi teshisler olmak tizeri endiistriyel
uygulamalarin genis bir kisminda 6nemli rol oynamaktadirlar (Gupta ve ark., 2002;
Najafi ve Deobagkar, 2005). Proteazlarin ticari Onemi bitkisel, hayvansal ve
mikrobiyal kaynaklardan iiretilebilmesidir (Ward, 1991). Proteazlar1 en Onemli
endiistriyel enzim grubu yapan ve biyoteknolojiyi ilgilendiren bazi o6zelliklere
sahiptirler (Barindra ve ark., 2006). Neredeyse biitiin proteazlar sicaga dayaniklidir
(Mehler, 1957).Proteazlar aktivite gosterdikleri pH araligina goére ise 3 gruba
ayrilmigtir.  Asidik proteazlar, notral proteazlar ve alkali proteazlar olarak
smiflandirilmiglardir  (Nduvimana ve ark., 1995). Proteazlar biitlin yasayan
organizmalar i¢in fizyolojik olarak gerekli oldugundan bitkiler, hayvanlar ve
mikroorganizmalar gibi ¢ok ¢esitli kaynaklarda bulunurlar (Rao ve ark., 1998;
Seving, 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 tarafindan sentezlendigi belirtilmektedir.Proteazlar, bakteriler, viriisler,
protozoonlar, mayalar ve funguslar gibi farkli mikroorganizmalarda bulunurlar
(Gupta ve ark., 2002; Joo ve Chang, 2005). Bitkisel ve hayvansal proteazlar diinya
genelindeki ihtiyaglar karsilamada yetersiz oldugu i¢in mikrobiyal proteazlara olan
ilgi artmistir. Toplam enzim ticaretinin yaklasik olarak % 40’indan mikrobiyal

proteazlar sorumludur (Godfrey, 1996; Gupta ve ark., 2002).Ancak, proteaz
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enzimlerinin patojenisitede oynadigi rol bitki koruma agisindan da ¢ok Snemlidir.
Yikict 6zellige sahip bu enzim gruplar1 patojenin penetrasyonunda 6nemli gorevler
alirken konuk¢u dokunun proteinlerini etkisiz hale getirdiginden savunma

mekanizmasini da bozmaktadir.

Lakkaz enzimi de proteaz gibi proteinlerin pargalanmasinda gorev almakta ve
fungal etmenlerin patojenisitesi hakkunda énemli bilgiler sunmaktadir. Ilk olarak
1883 yilinda Yoshida tarafindan Japon vernik agaci Rhusvernicifera’nin 6zsuyundan
elde edilmis (Yaropolov ve ark., 1994; Mayer ve Staples, 2002) ve 1985 yilinda da
Bertrand tarafindan metal i¢eren bir oksidaz olarak karakterize edilmistir (Mayer ve
Staples, 2002). Lakkazlar (benzendiol: oksijen oksidorediiktaz, EC 1.10.3.2)
Azospirillum lipoferum,Bacillus subtilis, Streptomyces lavendulae, Streptomyces
cyaneus gibi bazi bakteri tiirleri (Revankar ve Lele, 2006; Riva, 2006), yiiksek yapili
bitkiler, baz1 bocekler ve funguslar tarafindan iiretilen ¢ok bakirli mavi oksidazlardir
(Mechichi ve ark., 2006; Claus, 2004). Lakkaz enzimi boceklerde kiitikulanin
sertlestirilmesinde ve Bacillus tiirlerinde ultraviyole 1sinlarina kars1 direngli sporlarin
yapisina katilmaktadir.  Bitkilerde yaralanmalara karsi  koruyucu 0Ozellik
gostermektedir. Ayrica hiicre duvari olusumu ve peroksidazlarla birlikte lignin
olusumunda gorev almaktadir (Riva, 2006). En ¢ok calisilan kaynaklar fungal
kaynaklidir (Mechichi ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2006; Minussi ve ark., 2007).
Fungal kaynakli lakkazlar bazi Ascomycetes, Deuteromycetes ve oOzelliklede
Basidiomycetes iiyelerinde tanimlanmistir (Revankar ve Lele, 2006; Mayer ve
Staples, 2002). Fungal lakkazlar ozellikle lignin yikimindan sorumludur, ayrica
pigmentasyon, morfogenez ve sporulasyon gibi fonksiyonlara sahiptir (Zhang ve
ark., 2006; Minussi ve ark., 2007). Buna ek olarak bu enzimler fungal patojeni
konukcu tarafindan sentezlenen antifungal bilesikler olan toksik fitoaleksinlerden ve
tanenlerden koruyarak bitkinin savunma sistemini etkisiz hale getirir ve bir¢ok
hastalikta 6nemli bir virulans faktorii olarak gorev alirlar (Mayer ve Staples, 2002;
Riva, 2006; Zhang ve ark., 2006).

10
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Ormegin kok patojeni olan Heterobasidion annosum’un saldirganligi lakkazin
varligina baghdir. Pek¢ok fungal tiirde hem yapisal hem de sonradan kazandirilan
lakkaz enzim varlig1 saptanmis, bu enzimlerin genellikle sitoplazmadan hiicre disina

salgilandig1 ifade edilmektedir (Mayer ve Staples, 2002).

Lakkaz enzimleri 60 ve 80 kDa arasinda molekiiler agirliga sahip olan
monomerik, dimerik ve tetramerik enzimlerdir. Lakkaz enzimlerinin molekiiler
agirliklar1  elde edildigi kaynaga gore yliksek oranda degisiklik gosterir.
Ornegin,Rhizoctonia solaniveFusarium proliferatum ‘da 4, Botrytis cinerea’da ise en
az 3 farkli lakkaz enzimi saptanmistir (Yaropolov ve ark., 1994; Mayer ve Staples,
2002).

Lakkaz enzimleri, oksidatif enzimlerin bir grubu olup, son yillarda biiyiik
oranda parg¢alanmayan cevresel kirliliklerin yani1 sira hem fenolik hem de fenolik
olmayan lignin esaslh bilesenleri yiikseltgeyebilme yetenekleri nedeniyle oldukca ilgi
cekmektedir. Bu avantajlart  sayesinde pek ¢ok biyoteknolojik alanda
kullanilmaktadir. Bu uygulamalarin baslicalar1 kagit, tekstil, seliiloz ve petrokimya
sanayilerinin neden oldugu atiklarin detoksifikasyonu, nanobiyoteknoloji, medikal
teshisler ve topraktaki herbisit, pestisit ve bazi maddelerin temizlenmesidir (Arik ve

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

Kéagit hamurundan lignin gideriminde lakkazlar lignin icerisinde reaktif
radikaller  olusturarak odun lifinde degisiklikler olusturmak amaciyla
kullanilmaktadir (Couto ve Herrera, 2006). Lakkaz enziminin kagit yapiminda
kullanilmasi sayesinde %30 enerji tasarrufu saglanarak tiretimde kimyasal kullanimi
%350 oraninda azalmaktadir ve yirtilmaya karsi daha dayanikli kagitlar elde
edilmektedir (Seidl, 2006). Lakkaz enzimi herbisitleri de yapisal degisiklige
ugratarak inaktif analoglarma doniistiirebilmektedir. Reaksiyon ortamina substrat
(mediatér) olarak ABTS eklenmesiyle biyolojik yikim daha fazla
gerceklesebilmektedir (Birhanli, 2003).

11
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Lakkazlar besin veya igeceklerin rengini degistirmek i¢cin de kullanilir.
Ornegin, bulanikliktan sorumlu istenmeyen fenoliklerin ortadan kaldirilmasinda
lakkaz enzimi kullanilabilir (Couto ve Herrera, 2006). Bu yapisi dikkate alindiginda
bu enzimi sentezleyen fungal etmenin konukc¢u dokusunda fenol bilesiklerini

engelleyerek savunma sistemini olumsuz etkiledigi kanaatine varabiliriz.

Penicillium expansum fungusunun genis konukgu kitlesinin olmasi, kisa siirede
cok hizli ve etkili bir sekilde konidiai ve misel olarak cogalmasi patojenin konroliinii
zorlagtirmaktadir. Cok ¢esitli kontrol mekanizmalar1 6ne siiriilerek patojenin kontrol
edilmesi amacglanmistir. Ancak patojenin farkli sicaklik degerlerinde gelistigi
bilinmesine ragmen bu sicakliklarda patojenisite durumu yalnizca in situ testlerde
Olciilmiis, patojene ait farkli sicakliklarda virulensligi saglayan enzim ve metabolit
Olciimleri yapilmamistir. Bu calisma ile farkli sicakliklarda gelisimi planlanan

patojenin virulenslik durumu da 6lgililecek metabolitler ile tespit edilmis olacaktir.

12
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2. ONCEKI CALISMALAR

Penicillium expansum, P. italicum, P. digitatum ve Alternaria alternata gibi
bazi fungus tiirleri domates, elma, turunggil vb. iiriinler tizerinde olumsuz etkilere yol
acmaktadir. Ozellikle, Penicillium tiirii fungal etmenler, elma, turuncgil ve domates
bitkileri iizerinde 6nemli derecede kayiplara neden olmaktadir (Houbraken ve
Samson, 2011). Snowdon (1991), Penicillium tiirlerinin olusturdugu hastaliklarin,
iriiniin depolanmas1 sirasinda diisiik depolama sicakligina maruz kalarak bundan
zarar gormesi veya herhangi bir mekaniksel hasar sonucunda ortaya ¢iktigini rapor
etmistir. Rosenberger (1997), elma ve armutlarin hasattan sonra 6-10 aylik depolama
stiresi icerisinde hasat sonrasi patojenlerin saldirisina maruz kaldiklarini, modern
depolama imkanlarina ragmen 1960’1 yillarda ve 1970’li yillarin baginda hasat
sonrast hastaliklardan dolay1 kayiplarin %15-25 oldugunu bildirmistir. Bu kayiplarin
pek ¢ogundan Penicillium, Alternaria, Botrytis, Nectria, Monillia ve Gloeosporium
funguslarinin sorumlu oldugunu bildirmistir. Bu durum maalesef bu giin de degismis
degildir. Ozellikle, pestisite dayaniklilik gdsteren fungal irklarin ortaya ¢ikmasi hasat
sonrasi meyvelerin gilivenle depolanmasindaki en 6nemli engeldir. Ciinkii fungal
etmenlerin diisiik veya yiiksek sicakliklarda enfeksiyon kapasitesine sahip olmasi ve
u¢ noktalardaki sicaklik ve ¢evre kosullarinda enfeksiyon yapabilecek enzimleri

sentezleyebilmesi bu fungal etmenlerin kontroliinii oldukg¢a zorlagtirmaktadr.

Jones ve Aldwinckle (1990), yumusak c¢ekirdekli meyvelerde ‘“Mavikiif”
belirtisi gdsteren meyvelerden yapilan izolasyonlarda en sik goriilen patojenlerin; P.
expansum, P. commune Thom ve P. solitum Westling oldugunu belirlemiglerdir. Bu
tirler i¢inde en yaygmn olan1t ve en genis yara capma sahip olaniise P.
expansumolarak kaydedilmistir. Bu patojen enfeksiyon igin c¢ogunlukla yaraya
ihtiya¢ duymaktadir. Fakat etmen meyve iizerinde saglikli dokudaki lentiseller

aracilifiyla da enfeksiyonu gerceklestirebilmektedir.

13



2.ONCEKI CALISMALAR Giilbahar KILIC

Kim ve Xiao (2008), Amerika’da Red Delicious, Fuji ve Golden Delicious
cesitlerinde hasat sonrasi elma hastaliklari tizerine yaptiklari ¢alismada clirlimelerin
%31.7’sinin P.expansum, %28.1’inin B.cinerea ve %16.9’unun ise Sphaeropsis
clirtikligi oldugunu tespit etmislerdir. Janisiewicz (1998), bu patojenlerden
P.expansum ve B. cinerea’nin diisiik sicakliklarda gelisebilme 6zelliklerinden dolay1
en fazla zarar yapan tiirler oldugunu bildirmistir. P. expansumelmalarda meydana
getirdigi kayiplarin yanmi sira patulin adi verilen kanserojen oldugu bilinen bir
mikotoksin tliretmektedir. Ciirlimiis elmalar meyve suyu iiretiminde kullanildiginda

bu mikotoksinin insan hayatini tehdit ettigi saptanmustir.

Rosenberger (1997), kontrollii atmosfer kosullarina sahip depolar ve hasat
sonrast kullanilan fungusitler gelistirilmeden Once hasat sonrasi toplam kaybin
%90’indan mavikiif etmeninin sorumlu oldugunu ve modern depolarda mavikiifiin
cikist %1’in altina inmesine ragmen hala yumusak c¢ekirdekli meyvelerde hasat

sonrasi ¢iiriikliiklere yaygin olarak rastlandigini bildirmistir.

Tiryaki (1990), armutlarda onemli ¢iiriiklik etmenleri olan P. expansum,
Alternaria tenuissima, B. cinerea ve Rhizopus stolonifer’e karsi gamma
radyasyonunun 4 farkli dozunun etkisi PDA ortami iizerinde incelemistir. Bu
aragtirmaya gore patojenlerin 3-4°C’ de gamma isinlarina duyarlilik derecelerine
gore bakildiginda; en dayanikli B. cinerea olmus, bunu A. tenuissima ve P. expansum

izlemis, Rhizopus stolonifer ise en duyarli patojen olarak bulunmustur

Tiryaki ve ark. (1994), elma, nektarin, sogan ve seftalide hasat sonu ¢iirtiklilk
etmeni olan funguslardan sirasiyla P. expansum, Monilia fructigena, Botrytis aclada
ve R. stolonifer iizerinde gamma radyasyonunun etkisini inceledigi ¢alismada; 1, 2, 3
ve 3.5 kGy’lik dozlaringiirimeyi tamamen engellemedigini fakat belirli bir siire
geciktirdigini rapor etmislerdir. Janisiewcz ve Bors (1995), yaptiklar1 ¢alismalarinda
hasat sonras1 hastaliklarla biyolojik miicadelede bakteri ve mayalarin birlikte
uygulamalarinin daha etkili olabilecegini diistinmiislerdir. Elmalar {izerinde
yaptiklar1 ¢alismalarinda Pseudomonas syringae ve Sporobolomyces roseusbirlikte

kullanarak P. expansum’ un zararmin %100 engelledigini rapor etmislerdir.

14
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Conway ve ark. (2004), sicaklik uygulamasinin elmalarda meyve
yiizeylerindeki P.expansumun yok edilmesinde etkili oldugunu fakat herhangi bir

kalici etki sergilemedigini bildirmislerdir.

Daferera ve ark. (2000), kekik, Girit kekigi ve gilivey otu ugucu yaglarinin
hasat sonrasinda Onemli kayiplara neden olan P. digitatum Sacc.’un konidi
¢imlenmesi ve koloni gelisiminin etkisi tizerine yaptiklar1 ¢alismada, ugucu yaglarin
250-400 pg/ml gibi diisiik konsantrasyonda P. digitatum konidi ¢imlenmesi ve

koloni gelisimini tamamen engelledigi saptanmustir.

Daferera ve ark. (2000), miselyal funguslarin salgiladigi proteazlarin
funguslarin patojenitesini baglatma siireci lizerindeki etkinligini aragtirmislardir. Bu
arastirmaya gore saprofit funguslarda olmayan fakat fitopatojenik funguslarda so6z
konusu olan tripsin aktivitesi dikkate alinarak fitopatojenik olan Fusarium’un farkl
tirti olan F. sporotrichioides ve F.heterosporum tizerinde durmuslardir. Bu her iki
tiirlin patojenitesi ve tripsin benzeri proteaz aktivitesinde agik bir protein korelasyon
ortaya ¢ikmistir. Patojenitesi yiiksek olan F. sporotrichioides diger etmene gore daha
yiikksek miktarda hiicre dist tripsin aktivitesi gOstermistir. Bu durum tripsin
aktivitesinin saprofit ve patojen arasinda fungusun patojenitesi agisindan bir gosterge
olabilecegini bildirip, tripsin benzeri proteazlar fitopatojenlerin patojenite siireci ile
direk ilgili olup funguslarin dayaniklilik geni tarafindan sentezleniyor olabilecegini

bildirmislerdir.

Ball ve ark. (1991), Pyrenopeziza brassicae’nin patojenik ve patojenik
olmayan izolatlar iizerine yaptiklar1 ¢alismalarinda hiicre dis1 proteaz aktivitesinin
patojenisite derecesi iizerinde belirleyici oldugunu belirlemislerdir. Yine,
Maccheroni ve ark. (2004), Colletotrichum’un farkli izolatlarmi igeren endofitik
fitopatojenik ve entomopatojenik funguslarin farkli pH degerlerinde proteaz, lipaz,
amilaz, pektinaz ve seliilaz salgilanmasi {izerindeki degisimleri incelemislerdir. Bu
arastirma sonucundabiitiin enzimlerin tiim izolatlar1 bir pH degerine bagimli bir
sekilde enzim aktivitesi saglandiginda, endofit ve fitopatojenlerin alkali ortamda

diger enzimlere gore proteaz deseninde farklilik gozlemlendigini belirtmislerdir.
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Chellappan ve ark. (2006), Engyodontium album BTMFS, deniz tortullarindan izole
edilmis ekstraselliller proteaz {iretimini pH:11°de tespit etmislerdir. Partikiil
biytikliginii 425 pm, baglangic nem igerigini ise %60 bulmuslardir. Enzimin
maksimum aktivite gosterdigi sicaklik ise 60°C’dir. Enzimin yiiksek pH ve sicaklikta
maksimum  aktivite gOstermesi deterjan  endiistrisinde  kullanilabilirligini

gostermektedir.

Shankar ve ark. (2011), hayvan giibresinden izole ettikleri Beauveria sp.
MTCC 5184 fungal izolattan alkalin proteaz enziminin saflastirilmasi ve
karakterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Enzimin pH 9.0 ve 50°C’de aktif olan
alkalin proteaz salgiladigin1 belirtmislerdir. Enzimin 40°C’ye kadar ve pH 3-11
araliginda stabil oldugunu belirlemislerdir. Proteaz enziminin Cd*?, Hg*? ve Mn*2
iyonlar1 tarafindan inhibe edildigini ve 1 mM PMSF’nin varliginda enzim
aktivitesinin tamamen kayboldugunu rapor etmislerdir.  Enzimin maksimum
aktiviteyi kazeinden sonra hemoglobin ve Bovine Serum Albumin (BSA)’da
gosterdigini  belirtmiglerdir. Dolayisi ile enzimin her tirlii protein yapisini
parcalayacak yapida oldugu anlasimaktadir. Ornegin, Klingeberg ve ark. (1995),
Thermococcus stetteri’den elde edilen alkalin proteaz enziminin ¢ok genis bir
sicaklik (50-100°C) ve pH araliginda (pH 5-11) sahip oldugunu rapor etmislerdir. Bu
enzimin 85°C ve pH 8.5-9.0 arasinda kazeine karsi optimum aktivite gosterdigini

saptamiglardir.

Kaya (2011), kat1 faz fermentasyonu (SSF) yontemiyle Bacillus licheniformis
ATCC 14580°den proteaz liretimi iizerine ¢esitli parametrelerin etkisini incelemistir.
Kat1 substrat olarak misir kiispesini kullanmistir. Bu ¢alisma sonucunda proteaz icin
en 1yl inkiibasyon siiresinin 24 saat oldugunu, maksimum proteaz aktivitesinin
sirasiyla pH 8.0’da ve 37°C’de oldugunu belirlemistir.Mehrotra ve ark. (1999)
iseBacillus sp.’den elde edilen alkalin proteaz enziminin maksimum aktivitenin 20.

saatte oldugunu rapor etmislerdir.

16



2.ONCEKI CALISMALAR Giilbahar KILIC

Ahmetoglu (2011), B. cereusKGS5’in proteaz enziminin aktivitesinin 24. saatte
en yiiksek diizeyde oldugunu ve enzimin optimum pH’sinin 7.0 ve optimum sicaklik
degerinin ise 40-45°C oldugunu rapor etmislerdir. 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

degerinin 7.0 oldugunu belirtmislerdir.

Korcan ve ark. (2007), Afyonkarahisar ilinin fungus faunasini yansitan kiif
cinsi mantarlar lizerinde endiistriyel neme sahip olan bazi enzim (proteaz, amilaz ve
lipaz) aktivitelerinin belirlenmesi sirasinda Penicillium cinsinde her 3 enziminde

aktifliginin en fazla oldugunu bildirmislerdir.

Farkli sicaklik degerlerine maruz birakilan Zymoseptoria tritici fungusunun
izolatlar1 sicaklik degisiminden etkilenmistir. Yiksek sicaklikta (30 ve 35 °C)
patojene ait protein miktari azalmis, proteaz, melanin, prolin ve malonadialdehit
(MDA) degerlerinde ise artma gozlemlenmistir. Bu sonuca bagl olarak fungus
izolatlar1 arasinda gelisme farkliliklart oldugu saptanmistir. Patojenin CU100StA4
nolu izolatinin iiretmis oldugu proteaz miktar1 diger izolatlardan daha yiiksek ¢iktig1

gbzlemlenmistir (Kiling, 2018).

Ball ve ark. (1991), Pyrenopeziza brassicae nin patojenik ve patojenik
olmayan izolatlar tizerinde yaptiklar1 ¢aligmalarinda hiicre dis1 proteaz aktivitesinin

patojenisite derecesi iizerinde belirleyici etkisinin oldugunu saptamislardir.

Bitkilerde antraknoza neden olan Colletotrichum’un tiirlerine ait izolatlarini
iceren fitopatojenik, endofitik ve entomopatojenik izolatlarin1 farkli pH degerlerinde
lipaz, amilaz, pektinaz, seclillaz ve proteaz salgilanmasi tizerindeki degisimler
incelenmistir. Endofit ve fitopatojenlerin sirasiyla asit ve alkali ortamlarda diger
enzimlere gore proteaz deseninde daha fazla artis olugunu saptamiglardir.

Funguslarda genetik bir sistemin konukgu-pataojen iliskisinde ortamdaki pH’si
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kontrol edilerek ortam pH derecesine gore optimum proteaz salgilamasi yapabildigini

bildirmislerdir (Maccheroni ve ark., 2004).

Birgok sebze bitkisinde beyaz ¢iiriikliigiine neden olan Sclerotinia sclerotiorum
kiiltiirlerinde proteaz aktivitesi lizerine c¢alisma yapilmistir. Yapilan calismada
proteaz iiretiminde hiicre duvari, glukoz ve pektinin farkli karbon kaynaklarinin
etkisi arastirilmistir. In vivo kosullarda bu proteazlari, enfekte edilmis Phaseolus
vulgaris bitkisi tizerinde de denemislerdir. Biitiin karbon kaynaklarinda proteaz
seviyesinde artis meydana gelmesiyle birlikte en ¢ok pektin ilavesi ile kiiltiirlerdeki
proteaz aktivitesinin arttigini saptamiglardir. Ayrica PCR analizleri ile proteaz
aktivitesini baslatma siirecinde genlerin kilit rol oynadigi bildirilmistir(Bueno ve
ark., 2012). Patojen tarafindan enfekte edilmis P. vulgaris bitkilerinde asit fosfataz-1
ve aspartil proteazin patojenin konukgu istilasi siirecindeki roliinlinii destekledigi

belirtilmistir (Bueno ve ark., 2012).

Lakkaz enzimi de proteaz gibi genis substrat 6zelliginden dolay1 birgok
endustriyel alanda farkli amaglarla kullanilabilmektedir (Birhanli ve Yesilada, 2006).
Zhang ve ark. (2006), yeni bir ekstraseliiller lakkaz kaynagi olarak kullanilan
Panusrudis’in herhangi bir indiikleyici kullanmadan 6nemli oranda lakkaz iirettigini
saptamiglardir. Ayni ¢alisgmada Panus rudis’ten elde edilen enzim saflagtirilmis ve
kismen de karakterize edilmis ve ¢ok kiiciik miktarda lakkazin sentetik boyalarin
rengini giderdigini belirlemislerdir. Bu enzimin yiiksek renk giderim yetenegi, tekstil

atik sularinin aritiminda kullanilabilecegini gostermektedir.

Minussi ve ark. (2002), Trametes villosa’dan elde ettikleri lakkazi1 dilimlenmis
zeytin-su karisimina ilave ederek karisimda bulunan aci tadin yiiksek oranda
azaldigin1 saptamiglardir. Coriolus versicolor’dan elde ettikleri ham lakkaz enzimini
ise kakao iceren c¢ozeltilere ilave ederek kakaonun lezzetini arttirdigim
bildirmislerdir. Dolayzsi ile ¢ikolata iiretiminde kullanilan kakaonun acili§ini ortadan

kaldirmak i¢in 6nemli birgelisme kaydedilmistir.
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Martins ve ark. (2002), yaptiklar1 ¢aligmalarinda Bacillus subtilis’in lakkaz
aktivitesini 75°C’de Olgmiislerdir. Birhanli (2008), yaptig1 ¢alismasinda bakir’in,
inkiibasyon sicakliginin, ortam pH’simnin ve ABTS’in Funalia trogii ve Trametes
versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi lizerine etkisini arastirmustir. Her iki fungusun
lakkaz {retimini arttirmak igin kiiltiir ortamina ilave edilecek en uygun bakir
konsantrasyonunu tespit etmek i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda CuSQO4.5H.0O (bakir
siilfat) eklemis ve her iki fungus i¢in de en uygun bakir konsantrasyonunun 0.5 mM,
en uygun inkiibasyon sicakliginin ise30°C oldugunu belirlemistir. F. trogii i¢in en

uygun ortam pH’sinin pH 4.0, T. versicolor igin ise pH 5.0 oldugunu tespit etmistir.

Yine, Wang ve ark. (2006), Monotospora sp.’nin en uygun inkiibasyon
sicakligini 30°C olarak tespit etmislerdir. Yapilan bir ¢aligmaya goére Pleurotus
ostreatus tansaflastirllmis lakkaz ile zeytinyagi fabrikasi atik suyunun fenolik
iceriginin biiyiikk oranda (%90’a kadar) azaltildigi fakat toksisitede ise azalma
gerceklesmedigi rapor edilmistir. Ayrica zeytinyagi fabrikasi atik suyunun lakkaz ve
beyaz ciiriik¢iil funguslarla yikildigi bildirilmistir. Bu atik sularin  funguslar
tarafindan lakkaz tiretiminde kullanilabilegi bildirilmistir (Minussi ve ark., 2002).

Palmieri ve ark. (2001), Pleurotus ostreatus ile yaptigi ¢alismalarinda kiiltiir
ortamina ilave edilen bakirin ekstraseliiler proteaz aktivitesini azalttigi fakat buna

bagli olarak kiiltiir sivilarindaki enzimin kararlili§inin arttigini saptamiglardir.

Birhanli ve Yesilada (2017), yaptiklari ¢alismalarinda enzim {ireticisi olarak
yiiksek lakkaz {iretim potansiyeline sahip olan Funalia trogii ATCC 200800 ve
Trametes versicolor ATCC 200801 kullanmislardir. Enzim iiretim ortamlar1 olarak
ise bakir igceren ve bakir icermeyen distile su, Sabouraud Dekstroz Broth, Malt
Ekstrakt Broth ve peynir altt suyu ortamlarini kullanmiglardir. Lakkaz {iretim
yontemi olarak da tekrarli kesikli islemi kullanmislardir. En yiiksek lakkaz
aktiviteleri bakir ilave edilmis Malt Ekstrakt Broth ortamlarinda F. trogii ve
T.versicolor icin sirastyla 17.68 ve 6.27 U mL™ olarak elde etmislerdir. Lakkaz
iiretimi agisindan bakir ilave edilmis ortamlarin etkinlik siralamasi her iki fungus igin

de; Malt Ekstrakt Broth > Sabouraud Dekstroz Broth > distile su seklinde
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gerceklesmistir. Bakirsiz ortamlardaki etkinlik siralamasi F. trogii igin Malt Ekstrakt
Broth > Sabouraud Dekstroz Broth > %25 peynir alt1 suyu > distile su > %50 peynir
alt1 suyu iken, T. versicolor igin; Malt Ekstrakt Broth > %25 peynir alt1 suyu >
Sabouraud Dekstroz Broth > %50 peynir alt1 suyu > distile su seklinde olmustur.
Sonug¢ olarak her iki fungus da tiim ortamlarda lakkaz {iretebilmis ve bakirh

ortamlarda lakkaz tiretimi artis gostermistir.
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3.MATERYAL ve YONTEM

3.1.Materyal

Bu tez calismasi, Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Laboratuarinda yapilmistir. Calisma, Penicillium expansum fungusunun farkli
sicaklik seviyelerinde (4-, 8-, 16-, 22-, 25-, 35-, 45-, 55°C) proteaz enzim sentezini
konu almigtir. Bunun igin 8 farkli sicaklik degerleri (muamele) 5 tekerriirlii olacak
sekilde 100 ml Patates Dekstroz Broth (PDB, pH 5.6) igceren ortamlarda inkube
edildikten sonra enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. Fungal materyal olarak daha once
enfekte edilmis elma meyvelerinden izole edilen Penicillium expansum fungusu

kullanilmistir.

3.1.1.Funguslarin morfolojisi

Funguslar1 morfolojilerini tanimlamak i¢in 151k mikroskobunda goriintiileri
elde edilmistir. Patates Dekstroz Agar (PDA) ortaminda gelismeye birakilan fungus
miselleri sterilize edilmis bir bisturi ile 1 cm? genisliginde bir parca aliarak gézlem
yapilmistir. Agar ortaminda gelisen konidioforlar mikroskop altinda incelenerek

misel ve spor yapilart gériilmiistir.

3.1.2.Funguslarn yetistirilmesi

Denemede kullanilan fungal materyal PDA besi ortaminda 10 giin siire ile
gelistirilerek, inokulasyon i¢in uygun yogunluk ve sporulasyona hazir hale

getirilmistir.
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Cizelge 3.1.Patates Dekstroz Agar (PDA)

icerik Konsantrasyon(g/l)
Kabugu soyulmus dogranmis patates 200
Glukoz 20
Oxoid Agar No:3 25

200 g soyulmus patates kiiciik dilimlere ayrilarak 1000 ml’lik saf su ile 1 saat
kaynatilmistir ve piire haline getirilmistir. Daha sonra elde edilen piire mira bezinden
(Calbiochem) gegirildikten sonra 20 g glukoz ilave edilerek (Cizelge 3.1.), 250 ml
hacime sahip 6.25 g agar igeren (% 2.5 w/v) 4 adet 500 ml’lik konikal flasklara
aktartlmistir. Ortam 121 °C’de 20 dakika 15 atm basingta otoklav edildikten sonra
Petri kaplarmma 12 ml olacak sekilde bosaltilmistir. Petri kaplarmma aktarilan
ortamlarin katilagsmasi i¢in yaklasik yarim saat kadar inkubatérde oda sicakliginda
bekletilmigtir. Daha sonra bu Petri kaplarinin (90 mm c¢apinda) tam ortasina daha
onceki stok kiiltiirlerden alinan P. expansum konidisi i¢eren 3 mm ¢apinda fungal
miselyal disk yerlestirilmis ve petri kaplar1 bir inkubatérde 7-10 giin siire ile oda

sicakliginda (23+2 °C) karanlikta inkube edilmistir.

Funguslar, ayrica agar icermeyen PDB besi ortaminda, yani yukarida

belirlenen ortamin agar icermeyen sivi igeriginde de gelisime birakilmislardir.

3.1.3.Calismada kullamlan kimyasallar

Calismada kullamlan kimyasallar Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimii Laboratuvarindan temin edilmistir. 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. Yontem

Fungal gelisim i¢in hazirlanan sivi besi ortami farkli sicakliklarda inkube
edilerek fungal gelisim i¢in hazir hale getirilmislerdir. Fungal materyal daha once
enfekte edilmis elma meyvelerinden izole edilen Penicillium expansum fungusu
olup, PDA ortaminda gelisen fungustan 3 mm ¢apinda bir fungal disk alinarak, 100
ml ortam igeren kaplara konularak karanlikta daha once belirtilen sicakliklarda 1
hafta siire ile gelismeye birakilmislardir. Deney hazirlik asamasi Sekil 3.1. ve 3.2°de

izah edilmistir.

Sekil 3.1. PDB ortaminin hazirlanmasi
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Sekil 3.2. Penicillium expansum fungusundan alinan fungal disklerin kaplara konulma agamasi

3.2.1. Misel agirhg

Farkli sicaklik kosullarinda gelistirilen fungal etmenin sivi kiiltlir ortami
igerisindeki enzimatik degerleri elde edilmistir. Stvi1 kiiltiirden filtrasyon sonucu elde
edilen misel yumaginin yas agirligi filtre kagidinda fazla su drene edildikten sonra
hassas terazide tartilarak belirlenmistir. Miselin kuru agirhgmi 6lgmek igin ise filtre
kagidindaki miseli 25°C’deki inkiibatorde bir gece bekletildikten sonra kuru misel
agirlig1 hassas terazide belirlenmistir. Ayrica fungusun yiizde kayip orani asagidaki

formiile gore tespit edilmistir.

(Miselin Yas Ortalamasi—Miselin Kuru Ortalama51)X

100

% Kayip=
o haylp Miselin Yas Ortalamasi
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Sekil 3.3. P. expansum fungusunun yas ve kuru agirhiginin hassas terazide belirlenmesi

3.2.2. Funguslarda pH ol¢iimii

Sivi ortamda (PDB ortaminda) farkli sicaklik kosullarinda gelisime birakilan
fungusun gelistigi ortamin pH degerleri pH metre ile dl¢lilmiistiir.

Sekil 3.4.P. expansum fungusunun PDB ortaminda pH metre ile pH degerlerinin 6l¢imii
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3.2.3. Funguslarda elektriksel iletkenlik (EC)degerlerinin belirlenmesi

Siv1 ortamda (PDB ortaminda) farkli sicaklik kosullarinda gelisime birakilan
fungusun gelistigi ortamin EC degerleri EC metre ile 6l¢iilmiistiir.

Sekil 3.5.P. expansum fungusunun EC degerinin belirlenmesi
3.2.4. Funguslarda canhlik testi

Funguslarin canliligin1 test etmek i¢in, farkli sicakliklarda PDB ortaminda
gelistirilen funguslardan elde edilen yas misellerden 0.50 g alinmis, Onceden
hazirlanmig olan 100 ml’lik PDB ortamina aktarilmistir. Burada fungal gelisimin
saglanip saglanmadig1 3 giin siire ile oda sicakliginda inkubasyon sonunda yapilan

degerlendirme ile belirlenmistir.

3.2.5. Spor saymm

Spor sayimi i¢in, yaptigimiz caligmalardan elde edilen solusyonlarin her
birinden 3 ml alinip spectrofotometre kiivetine yerlestirilerek 400 nm’de

spectrofotometre araciligiyla okumasi yapilmaistir.

3.2.6. Pigment sayimi
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Pigment saymmi i¢in, yaptigimiz c¢aligmalardan elde edilen solusyonlarin her
birinden 3 ml aliip spectrofotometre kiivetine yerlestirilerek 405 nm’de

spektrofotometre araciligiyla okumasi yapilmustir.

3.2.7. Protein ol¢iimii

PDA ortaminda yetistirilen fungus misellerinin protein igerigi Bradford (1976)
yontemine goOre belirlenmistir. Petri ortaminda gelismeye birakilan fungal
kiltlirlerden Petri kaplarina dokiilen 10 ml steril su ile miseller yilizeyden kazilarak
yaklagik 0.1g agirliginda misel elde edilmis, bu kiitle fosfat buffer ¢ozeltisinde (pH
7.0) mortar ve pestel ile homojenize edilerek, 10000 g de 10 dakika siire ile 4 °C’de
santrifiij edilmistir (Dikilitas ve ark.,2010). Elde edilen siipernatant 595 nm
mikroplaka okuyucuda okunarak daha oOnceden belirlenen standart grafige gore

protein degerleri mg protein g misel agirlik olarak ifade edilmistir.

3.2.8. Proteaz enzim oOl¢iimii

Misellerin iiretmis oldugu protease enzimi ise azocasein tabanli amino asit
Ol¢timii Girard ve Michaud (2002) yontemine gore yapilmistir. Buna gore; PDA
tizerinde yetistirilen fungus misellerinden alinan misel pargalart (3 mm ¢apinda), 1.5
ml hacmindeki Eppendorf tiiplerine konarak ve tizerlerine 50 mM Tris-HCI ve pH
8.8 iginde hazirlanan 120 pl hacminde %1°lik (w/v) azocasein solusyonu ilave
edilerek karanlikta oda sicakliginda 2 saat siire ile inkube edilmistir. Proteloysis yani
protein pargalanmast 300 ul, %10’ luk (w/v) trichloro acetic acid (TCA) ilavesi ile
sonlandirilmis, karisim 10000g de 10 dakika santrifuj edilerek, elde edilen yaklagik
350 pl supernatant 300 ul 1 M NaOH ile karistirilmis ve hidroliz sonucu proteaz
aktivitesi 440 nm mikroplaka okuyucuda (SpectraMax M5, Molecular Devices,
USA) okunmustur. Sonuglar, A4 dak® mg protein™ olarak ifade edilmistir (Girard
ve Michaud, 2002; Dikiltas ve ark., 2018).
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3.2.9. Lakkaz enzim ol¢iimii

Lakkaz aktivitesi ABTS (2, 2’-Azino-Bis-3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic
asit) molekiiliiniin okside olmasi esasina dayanarak belirlenmektedir (More ve
ark.,2011). Nonfenolik boya olan ABTS, lakkaz enzimi tarafindan okside edilerek
daha stabil bir hale getirilmektedir. Lakkaz enziminin belirlenmesi i¢in hazirlanan
karisim, 0.5 mM ABTS, 0.1 M sodium acetate (pH 5.0) ve uygun enzim miktarindan
olusmaktadir. Bunun i¢in, 5 mM’lik bir ABTS stok soliisyonundan 100 pl alinmis ve
tizerine 1 ml 0.1 M’lik sodyum asetat buffer (pH 5.0) soliisyonu ilave edilmistir. Bu
karisimin tizerine 3 mm capinda farkli sicakliklarda inkube edilmis, fungal diskler
yerlestirilerek 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra
karisim 10000 g’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantaki absorbans
artis1 420 nm’de drnek icermeyen karisima karsi okunmustur. Sonuglar, Aszo dak™

mg protein™ olarak ifade edilmistir.

Protein, proteaz ve lakkaz aktiviteleri sadece miselyal disklerden degil ayni
zamanda ortam iginde bulunan sivi kiiltiirlerden de belirlenerek béylece fungusun
stres altinda sentezlemis oldugu extracellular yani hiicre dist metabolit sentezi de

belirlenmistir.
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Sekil 3.6. Protein, proteaz ve lakkaz enzimlerinin 6l¢timii sirasindaki agamalar
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Fungusun Miselyal Agirhgi

Farkli sicaklik kosullarinda gelistirilen fungal etmenin sivi kiiltiir ortami
icerisindeki enzimatik degerleri elde edilmistir. S1v1 kiiltiirden filtrasyon sonucu elde
edilen misel yumaginin yas agirligi filtre kdgidinda fazla su drene edildikten sonra
hassas terazide tartilarak belirlenmistir. Ayrica miselin kuru agirligini 6lgmek i¢in ise
filtre kagidindaki miseli 25°C’deki inkiibatorde bir gece bekletildikten sonra kuru
misel agirhigi hassas terazide belirlenmistir. Elde edilen sonuglar (Sekil 4.1.)’de

verilmistir.
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Sekil 4.1. P. expansum fungusunun miselyal agirliklari
Bu sonuglara gore, sivi kiiltiirden filtrasyon sonucu elde edilen misel
yumagmin filtre kagidinda fazla su drene ediltikten sonraki yas agirligi 16-25°C

arasinda degisen sicakliklarda daha yiiksek degere ulagsmistir. 35-55 °C arasinda

degisen sicakliklarda ise yas agirlik en diisiik degerlere ulagmistir.
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Filtre kagidindaki miselin 25°C’deki inkiibatorde bir gece bekletildikten
sonraki kuru agirligi ise yas agirliginda oldugu gibi 16-25°C arasindaki sicakliklarda
yiiksek degere, 35-55°C arasinda degisen sicakliklarda ise en diisilk degere

ulagmustir.

Bu sonuglara gore, sicaklik degerleri arttikga patojenin hem yas agirliginda

hemde kuru agirliginda azalma meydana geldigi goriilmiistiir.

Abubakar ve ark. (2013), Aspergillus parasiticus’u Patates Dekstroz Broth
ortaminda 4.0 ila 10.0 arasinda degisen pH degerinde asilayarak 7 giin oda
sicakliginda inkiibe etmislerdir, 4.0 ila 10.0 pH araliginda firetilen ortalama kuru
misel agirligimi 355.67 mg ila 302.73 mg arasinda degistigini tespit etmislerdir. En
diisiik misel agirligi pH 10.0°da tespit edilmistir. Bu da daha yiiksek alkali ortamin A.

parasiticus gelisimi i¢in uygun olmadigini1 gostermistir.

Kilig (2017), P. expansum’un miselyal yas agirlig1 artan tuz konsantrasyonu ile
beraber kayba ugramasma ragmen 250 mM NaCl konsantrasyonunda misel
agirligmmin - yaklasitk %30 kayba ugradigini, 1000 ve 1250 mM NaCl
konsantrasyonlarinda ise %60 ve 65 kayba ugradigini tespit etmistir. Bu durum
fungal etmenin yiiksek tuz konsantrasyonlarmnda da yeteri kadar organik madde

tiretebildigi ve enfeksiyon yapabilecegini gdstermistir.

4.2. Fungusun EC ve pH degerleri

Sivi ortamda (PDB) farkli sicaklik kosullarinda gelisime birakilan fungusun
gelistigi ortamin pH ve EC degerleri (Sekil 4.2.)’de verilmistir.
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Sekil 4.2. P. expansum’un farkl: sicaklik kosullarindaEC ve pH degerleri

Bu sonuglara gore, sicaklik arttikca EC degerinin de arttigini gostermistir.
Artan sicaklik degeri ile birlikte ortamin EC degerinin artmast fungusun yiiksek
sicaklik ve EC degerlerinde gelisebilecegini teyit etmistir. Yiiksek sicakliklarda
fungusun hiicre duvarinin pargalandig1 ve ortama OH™ iyonlar1 vererek ortami alkali
hale getirdigi, bu iyonlarin da ayn1 zamanda ortamdaki elektriksel ileteknligi
arttirdi@i  goriilmiistiir. Bu durumda fungus misellerinin EC ve pH degerlerine

bakilarak gelisim ve tolerans durumlarinin belirlenebilecegi anlasilmistir.

Artan sicaklik degeri ile birlikte ortamin pH degerinin yiikselmesi, P.
expansum’un gelisme kosullar1 olarak kabul edilen hafif asidik kosullardan kismen
uzaklastigt anlamina gelse de fungun genis bir pH araligina sahip oldugu

degerlendirilmistir.

Kilig (2017), P. expansum fungusunu sivi PDB ortaminda yetistirerek
fungusun farkli tuz konsantrasyonlarinda EC ve pH degerlerinin arttigin1 ve bu
durumu fungusun tuzu metabolize ettigi seklinde degil de, fungusun tuzlu kosullar
tolere ettigi seklinde degerlendirilmistir. Dolayisi ile fungal etmenin genis bir stres

aralig1 oldugu goriilmiistir.
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Abubakar ve ark. (2013), Patates Dekstroz Broth ortaminda 4.0 ila 10.0
arasinda degisen pH araliklarinda Aspergillus parasiticus’un 7 giin oda sicakliginda
inkubasyon sonucunda pH 5.0 ve 7.0 araliginda olusan sporlarin diger pH gruplarina
gore daha fazla oldugunu tespit etmislerdir. En yiiksek spor sayisin1 pH 5.0’da ve en
diisiik spor sayisini ise pH 10.0°da belirlemislerdir. En diisiik spor olusumunun pH
10.0’da olmasi; daha yiiksek alkali ortamin A. parasiticus gelisimi i¢in uygun

olmadigini gostermistir.

Tannous ve ark. (2016), Penicillium expansum fungusunun giinde 0.92 cm/giin
optimal biliylime hizina ve 5.1 pH diizeyinde 24°C’de gelistigini belirlemislerdir.
Yaptigimiz ¢aligmada, Penicillium expansum fungusunun 24°C’de iyi gelismesi bu

caligsma ile uyumlu bulunmustur.

Tiirkkan (2013), F. oxysporum f.sp. cepae’nin hem asidik hem bazik ortamda
gelisebildigini, fungusun pH 6 ile 9 aras1 degerlerinde gelisim gosterdigi fakat daha
yiiksek ve daha diisikk pH degerlerinde fungal gelismin azaldigini (P < 0.05), pH 12

seviyesinde ise gelisimin tamamen durdugunu rapor etmistir.

4.3. Spor sayisi ve pigment sayisi

Yapilan calisma sonucunda elde edilen soliisyonlarin her birinden 3 ml alinarak
spektrofotometre de yogunluk degisimine gore fungal sporulasyon ve pigment

durumu belirlenerek 6l¢tim yapilmis ve (Sekil 4.3.)’de degerleri verilmistir.
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Sekil 4.3. Penicillium expansum fungusunun spor ve pigment sayisi

Bu sonuglara gore, sicaklik degeri arttikca hem spor sayisinda hemde pigment
sayisinda artig goriilmiistiir. Spor sayisinda ve pigment sayisindaki artig, 25°C’den
sonra artmis ancak 35°C’den sonra diigmiistiir. En diisiik sporulasyon ve fungal
degisim ise 4°C de tespit edilmistir. Fungus bu derecelerden sonra renk ve
sporulasyon agisindan gelisim gostermis, dolayisi ile bu sicakliklarda ilave bir 6nlem
alinmadik¢a gelisim sergileyebilecegini gostermistir. Hem sporulasyon hem de renk
degisiminin yani pigment olusumunun degerlendirilmesi yapildiginda ¢ogalan fungal
partikiillerin ayni zamanda olgunlasarak gelisim gosterdigi ve dolayisi ile bu
durumun enfeksiyon kapasitesine de yansiyacagi ortaya konmustur. En diisiik
sicaklik olarak, yani en diisiik yas sebze ve meyveleri koruma sicakligr olarak
belirlenen sicaklikta (4°C) bile fungal etmen bulagsmasmin olmasi durumunda
hastaligin inkubasyon siiresine bagli olarak artis gosterecegi belirlenmistir. Meyve ve
sebzelerin kalite degerlerinin bozulmamasi yani renk ve aromatik kayiplarmin
muhafaza sirasinda en az olmasi i¢in 6ne siiriilen sicakligin 8 °C olmas1 gerektigi son
yillarda yayginlik kazanmis ancak hastalik etmenin herhangi bir bulagsma durumunda

artis gosterecegi teyit edilmistir.
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4.4. Fungusun protein iceriginin belirlenmesi

PDA ortaminda yetistirilen fungus misellerinin ve soliisyonlarin protein igerigi
Bradford (1976) yontemine gore belirlenmistir. Elde edilen siipernatantlar 595 nm’de
mikroplaka okuyucuda okunarak, fungusun protein igerikleri mg proteing® misel
agirlik olarak ifade edilmistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Farkli sicakliklara maruz kalan P. expansum fungusunun protein degerleri

Patojenin hem soliisyon ortamindaki (PDB) hemde miselyal yapidan ektrakt
edilen protein miktarlar1 karsilastirildiginda, optimum sicaklik olarak degerlendirilen
oda sicakliginda artis gostermis, miselyal yapidan elde edilen proteinlerin daha
yiiksek olmasi fungusun sivi ortama ¢ok fazla protein birakmadigi yani hiicresel
yaptyr muhafaza ederek sicaklik artisindan ¢ok da fazla etkilenmedigini ortaya
koymustur. Protein miktar1 en yiiksek 22 ve 25°C’de en diisiik ise 45°C de tespit
edilmistir. Soliisyon ortamindaki protein miktar ise bahsedildigi gibi sicaklik artisina

gore fazla degiskenlik gostermemistir.

Kiling (2018), Zymoseptoria tiritici (bugday yaprak leke hastaligi) fungusunu
farkli sicaklik degerlerine (4-, 15-, 25-, 30-, 35°C) maruz birakarak protein igerigini
incelemistir. Sicakliklarin yiikselmesi patojenin protein igeriginde azalmaya neden

Olmustur. Fungusun en yiiksek protein igerigi 15°C, en disiik protein igerigiise
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30°C’de sentezlenmistir. Serin iklim tahillarininda hastalik etmeni olarak bilinen
fungusun disiik sicaklik derecelerinde daha fazla protein sentezleme kabiliyetinin

bulunmasi patojenin enfeksiyon kabiliyeti ile dogru ortantili bulunmustur.

Cetin (2014), Erwinia amylovora’nin bitkilerde meydana getirdigi biyotik
stresin ayva, elma ve armut cesitlerinde zamana bagli olarak bitki savunma
mekanizmasinda bulunan toplam protein miktarlar1 iizerine etkilerini aragtirmistir.
Bu ¢alisma sonucunda elma ¢esitlerinde E. amylovora enfeksiyonu sonrasi kontrole
kiyasla 24. saatte toplam protein miktarinin arttigi, 36. ve 72. saatte ise toplam
protein miktarinin azaldigini belirlemistir. Ayva gesitlerinde ise kontrole kiyasla 24.
ve 36. saatlerde toplam protein miktarinin azaldigi, 72. saatte toplam protein
miktarmin arttigini belirlemistir. Armut ¢esitlerinde ise kontrole kiyasla 24. ve 36.
saatlerde toplam protein miktarinin arttigi, 72. saatte ise toplam protein miktarinin
azaldigin1 belirlemistir. Patojen enfeksiyonu ile meyvelerin protein sentezi arasinda
iliski kurulmus, konuk¢u dokunun protein sentezinin patojen enfeksiyonu ile iligkisi

ortaya konmustur.

4.5. Fungusun proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Fungal misellerin iiretmis oldugu proteaz enzimi azocasein tabanli amino asit
Olgimii Girard ve Michaud (2002) yontemine gore belirlenmistir. Elde edilen
siipernatantlar 440nm mikroplaka okuyucuda okunarak sonuglar Ass dak? mg

protein olarak elde edilmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Farkli sicakliklara maruz kalan P. expansum fungusunun proteaz degerleri

Patojenin hem soliisyon ortamima (PDB) biraktigi hemde miselyal yapidan
sentezledigi proteaz enzim degeri sicaklik degisiminden etkilenmistir. Soliisyon
ortamindaki proteaz enzimi goreceli olarak degisim gosterse bile standart hata
hesaplamasi yapildiginda ¢ok fazla bir degisimin olmadigi goériilmistiir. Bu durum
protein sentezi ile de uyumlu bulunmustur. Yine, miselyal enzim konsantrasyonu
soliisyonda bulunan enzim konsantrasyonundan fazla bulunmustur. Yaklasik olarak

30°C ve lstlinde enzim sentezlemesi ciddi oranda inhibe edilmistir.

Kiling (2018), Zymoseptoria tiritici (bugday yaprak leke hastaligi) fungusunu
farkli sicaklik degerlerine (4-, 15-, 25-, 30-, 35°C) maruz birakarak proteaz
aktivitesini incelemistir. Patojenin proteaz enzim konsantrasyonun sicaklik
degisimlerinden genel olarak etkilendigini 15 °C’de yiiksek proteaz iirettigini tespit

etmistir. Bu durum, patojenin virulensi ile de uyumlu bulunmustur.
Patojenlerden salgilanan proteaz enziminin in vitro kosullarda ortam igerigine,

pH ve sicaklik degerlerine gore degisiklik gosterdigi Zhan ve ark. (2013) tarafindan
da ifade edilmistir.
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4.6. Fungusun lakkaz aktivitesinin belirlenmesi

Lakkaz aktivitesi ABTS molekiiliiniin okside olmasi esasina dayanarak

belirlenmistir. Elde edilen silipernatantlar 420 nm’de okumasi yapilmis, sonuglar

Sekil (4.6.) ifade edilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli sicakliklara maruz kalan P. expansum fungusunun lakkaz degerleri

Patojenin hem soliisyon ortamindaki (PDB) hemde miselyal yapidan elde
edilen lakkaz enzim degerleri sicaklik ile degisiklik gostermistir. Yine, Onceki
parametrelerde oldugu gibi soliisyon ic¢inden elde edilen enzim c¢ok biiyiik
degiskenlik gostermezken misel yapidan elde edilen enzim ise 22-25°C arasinda en
ist seviyede iiretilmis, sicaklik artisi ile enzim aktivitesi diisiis gostermistir. Yine,
etmenin artan sicaklikta enzim seviyesinde degisim ya da azalma gdstermemesi
etmenin hiicresel biitiinliginii korudugu seklinde degerlendirilmistir. Lakkaz
enziminin de patojenisite ile ilgili enzim oldugu kabul edildiginden etmenin oda

sicaklig1 ve hatta serin kosullarda ¢ok ciddi kayiplara yol agacagi goriilmiistiir.
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4.7. P. expansum fungusunda canhlik testi

Funguslarin canliligini test etmek igin, daha once farkli sicakliklarda gelisime
birakilan funguslardan elde edilen misellerden 0.50 g alinarak, daha Onceden
hazirlanmis olan 100ml’lik PDB ortamina oda sicaklifinda aktarilmistir. Patojen 3
giin siire ile oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Bu canlilik testi sonucunda
fungal gelisme incelenmistir. En ¢ok gelisme, 22°C ve 25°C’den elde edilen

misellerde goriilmiistiir.

Cizelge 4.1. Farkli sicakliklara maruz kalan P. expansum fungusunun canlilik testi sonuglari

SICAKLIKLAR | I.TEKERRUR | 2. TEKERRUR | 3.TEKERRUR
°O

4 + + + Canli
8 + + + Canli
16 + + + Canli
22 + + + Canli
25 + + + Canli
35 % + &+ Canlt
45 + + + Canli
55 _ - _ Canli

Elde edilen canlik testine gore, farkli sicakliklarda yetistirilen funguslarin
normal oda sicakliginda yeniden canlandirmasi yapildiginda fungal etmenin yeniden
canhilik kazandigi belirlenmistir. Hess ve Shaner (1987), dort nemli peryot ve ii¢
sicaklik derecesi (11-, 18-, 25°C) ile yaptiklar1 caligmalarinda sicaklik degerleri
arttikca penetrasyon, ¢imlenme ve miselyal gelisimin devam etmesi ve enfeksiyon
yapabilmesi i¢in uzun ve yiiksek nemli peryotlarin olmas1 gerektigini belirtmislerdir.
Bizim galismamizda kullanilan sicaklik degerleri ve sonuglari ile diger ¢aligmalarda
kullanilan sicaklik degerleri ve sonuglari paralellik gostermektedir. Yapilan
calismanin sonucunda; 4-25°C arasinda degisen sicakliklarda fungus hizli bir
gelisme gostermis ve canliligini korumustur. Yiksek sicakliktan dolayr fungusun
cesitli enzim reaksiyonlarini gergeklestiremedigi ya da daha az protein sentezledigi
goriilmiis olmasina ragmen bu sicakliklarda da fungal etmenin sporulasyon ya da
miselyal gelisim i¢in ortamda yeteri kadar misel olusumuna rastlanmis, bu durum 45

°C igin canli olarak degerlendirilmistir. Ancak 55°C’de canlilik testi, ortamda
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bulunan miselyal gelisime bakilarak degerlendirilmis, fungal gelisim net olarak
goriilmemistir. Bu durumun daha once ortama birakilan yani 55°C’lik gelisme
ortamindan alinan fungusun miselyal pargacigi mi1 yoksa oda sicakliginda 3 giin siire
ile gelisme gosteren fungal parcacik m1 oldugu netlik kazanmamistir. Ug giin siire ile
inkubasyonun 55°C’lik ortamdan alinan fungus gelisimi i¢in yeterli olmadigi
degerlendirilmistir. Biyokimyasal testlerden elde edilen sonuglara gore bu sicaklikta
fungal etmenin gelisemedigi belirlenmis ancak yine de bu ortamda gelisme
gostermeyen fungal yapinin 3 giin siire ile oda sicakliginda inkube edildiginde cansiz
olarak degerlendirilip degerlendirilmeyecegi tam olarak netlik kazanmamuistir.
Bundan dolay1 bu kisim teyit edilecek seklinde bir isaretleme ile noktalanmistir.
Ciinkii fungal etmenin agresif olmasinda dolay1 bu siire sonunda yani 3 giinliik siire
sonunda yeniden canlilik kazanmasinin miimkiin olabilecegi de g6z ardi
edilmediginden bu kisim kesin yargiya varilamayacak sekilde tamamlanmistir. Bu
durumun teyidi i¢in kullanilan triphenyl tetrazolium chloride test (TTC) negatif
sonu¢ vermesine ragmen daha ileri bir test ile bu durumun sonraki calismalar icin
degerlendirilecegi ifade edilmistir. Clinkii fungal etmenin en {ist ve alt dayanim
simirinin  belirlenmesi kontrol mekanizmasi agsindan biiyiikk 6nem tasimakatadir.
Omegin, Kilig (2017), P.expansum fungusunu sivi PDB ortaminda yetistirerek
fungusun bes farkli tuz (0.25-, 0.50-, 0.75-, 1.0-, 1.25 M) konsantrasyonlarinda TTC
testini Olgmiigtlir. Yapilan bu canlilik testi (TTC) sonucunda fungal etmenin
canliligini korudugunu belirtmistir. Yine, Yigit (2011), F. oxysporum ile yaptigi
caligma sonucunda ortamin pH’simi yiikselterek fungusun miselyal gelisiminde %
2.35’lik bir azalma oldugunu tespit etmistir. Yani, ortam fungal gelisim i¢in uygun
olmayan kosullara getirilse bile fungal etmenlerin gelisim saglayabildikleri

anlagilmistir
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonuclar

Dogadaki organik maddeleri pargalamalari, organik asit, protein, enzim,
antibiyotik ve vitamin olusturmalart hayvan, insan ve bitkilerde hastaliklara neden
olmalar1 ayrica ¢esitli yiyeceklerin bozulmalarina neden olmalar1 funguslarin ne

kadar 6nemli fonksiyonlara sahip olduklarini ortaya koymustur (Asan, 1990).

Funguslar hayatta kalabilmek i¢in; seliilaz, proteaz, pektinaz, amilaz, lipaz ve

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

Topal ve ark. (2000), yaptiklar1 c¢aligmalarinda toplam 1558 kiif kiiltiirii
kullanarak lipaz, amilaz ve proteaz taramasi yapmislardir. Bu ¢alisma sonucunda
pozitif sonug verenler; proteaz i¢in 1078 (%69), lipaz i¢in 591 (%46) ve amilaz i¢in
645 (%41) oldugunu tespit etmislerdir.

Fungal patojenlerin yapisinda bulunan proteinler, genetik yapimin iginde yer
alarak veya hiicre duvar1 ve enzimlerin yapisinda yer alarak bircok gorev
iistlenmektedir. Proteinler stres altinda kalan patojenlerin savunma mekanizmasi ve
viriilenslik derecesi iizerinde de etkisinin oldugu bilinmektedir (Paper ve ark., 2007).
Patojen funguslarda bulunan proteinler, konukgu-patojen iliskisinin kurulmasi, farkl
gelisim ve enfeksiyon siireclerinin baglatilmasi, hastalik siddetinin belirlenmesinde

ve olusan bir¢ok reaksiyonlarda rol almaktadir (Wawra ve ark., 2013).

Patojen funguslar enfeksiyon stratejisi olarak bitkinin hiicre duvarmi tahrip
edebilen enzimler salgilamaktadir. Protein yapisinda bulunan enzimler yalnizca
canlilar tarafindan sentezlenebilmektedir. Bunlar hiicre icerisinde meydana gelen
tepkimeleri diizenleyen biyolojik katalizorlerdir (Dikilitag ve ark., 2018). Bu
enzimler endopolygalakturonazlar, kitinaz, seliilazlar, pektin liyaz ve proteazlardir.
Patojen salgiladigi bu enzimler sayesinde bitki dokular1 arasinda gelisimini

kolaylastirir (Hegedus ve Rimmer, 2005).
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Fenolik bilesikler, mikroorganizma hiicrelerindeki enzim ve membran
proteinlerine etki ederek, bunlar etkisiz hale getirebilirler (Holyoak ve ark., 1996).
Ayrica bu bilesikler mikroorganizmalarin hiicre zarlarinin gegirgenligini bozduklari
ve stoplazmadan potasyum (K") kaybmna sebep olup hiicrenin hayatsal
fonksiyonlarini engellerler. Protein iiretiminde kullanilan mekanizmalar1 devre disi
birakarak adenosin trifosfat (ATP) seviyesini diigiirdii§ii ve bunun sonucunda ise

hiicrenin 6liimiine neden olduklar1 belirlenmistir (Venturini ve ark., 2002).

Proteazlarin bitki-patojen etkilesiminde dnemli bir yeri vardir. Bircok enfekteli
bitki dokularinda proteaz enzimleri tespit edilmistir. Proteazlarin énemli viriilens
faktorleri arasinda yer aldigi bilinmektedir (Rollins, 2003). Proteazlarin baska bir
yonil ise bitkilerdeki savunma mekanizmasini harekete gegiren bir sinyal gorevi
gordiigii diistiniilmektedir. Bu yiizden normal degerlerinin iistiinde veya altinda ¢ikan
sonuglar fungusun savunma ve viriilenslik mekanizmasi hakkinda 6nemli bir degere

sahiptir (Dikilitas ve ark., 2010).

Patojenlerden salgilanan proteaz miktari in vitro kosullarda ortam igerigine pH

ve sicaklik degerlerine gore degisiklik gostermektedir (Cotton ve ark., 2002).

Sicaklik maksimum enzim aktivitesi i¢cin onemli bir faktordiir ve endiistriyel
enzimlerin yliksek sicakliklarda aktif ve stabil olmas1 gereklidir (Devi ve ark., 2008).
T. roseum proteazinin bazi kimyasal 6zellikleri arastirildiginda 30-50 °C arasindaki
sicakliklarda optimum aktiviteye sahip oldugu ve 40 °C’de maksimum aktivite
gosterdigi bulunmustur. Ayrica 60 °C’de enzimin aktivitesinin tamamini yitirmedigi

ve %49.35’lik bagil aktiviteye sahip oldugunu bildirmistir (Ozkan, 2010).

Ozkan (2010), {iretim sicakliginin proteaz sentezi iizerindeki etkisini
arastirmak i¢in SSF Kkiiltiirlerini farkli sicakliklarda iiretime birakarak maksimum
proteaz aktivitesini 30 °C olarak tespit etmistir. Agraval ve ark. (2004), bugday
kepegini substrat olarak kullanarak topraktan izole ettikleri Penicillium sp.’den

proteaz iiretmisler ve optimum iiretim sicakligini ise 45°C olarak tespit etmislerdir.
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Fungal proteazlar icin rapor edilmis olan bazi optimum inkiibasyon
sicakliklart; Aspergillus niger alkalen proteazi igin 45°C (Devi va ark., 2008), A.
nidulans alkalen proteazi i¢in 35°C (Charles ve ark., 2008) ve P. expansum igin
(Dahot, 1993) 35°C oldugu bildirilmistir.

Ozkan (2010), Trichoderma roseum proteazina inkiibasyon pH’sinimn etkisini
arastirdiginda optimum inkiibasyon pH’sin1 6.5 olarak bulmustur. Ayrica pH 7.0 ve

7.5’te sirastyla %87.04 ve %77.78 degerinde bagil aktiviteler oldugunu bulmustur.

Farkli arastirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalarda ise proteaz enziminin
optimum inkiibasyon pH’lar1; A. flavus igin 8.0 (Hossain ve ark., 2006), A. niger i¢in
8.5 (Devi ve ark., 2008), P. expansum i¢in 10.5 (Dahot, 1993) olarak tespit

edilmistir.

Streptomyces cyaneus tarafindan {iretilen lakkaz enziminin optimal sicaklig1 70
°C olarak belirlenmistir. Bu enzim, ortam pH’sinin 5-8 oldugu sartlarda ve 40 °C’de,
120 dakikainkiibe edildiginde aktivitenin %100’iinii korurken; ayni sicaklikta ama
ortam pH’sinin 3-4 oldugu kosullarda ise %50’sini korudugu belirlenmistir. Ayni
lakkaz enzimi, ortam pH’sinin 4.5 oldugu sartlarda ise 50°C’de 120 dakika sonra
%75; 60°C’de 60 dakika sonra ise %60 aktivite gdsterdigini tespit etmislerdir (Arias
ve ark., 2003).

Bizim c¢aligmamizda, fungal etmenin genis bir sicaklik araligina sahip oldugu
belirlenmis, bu sicakliklarda (hem diisiik hem de yiiksek sicakliklar) fungal gelisim,
sporulasyon, yeniden canlilik kazandirma ve biyokimyasal olarak enzim ve protein
Olctimleri yapildiginda, etmenin normal sicaklik tedbirleri ile kontrol edilemeyecegi
goriilmiistiir. Bunun yaninda ortamin pH degismesinin ¢ok fazla bir anlam ifade
etmeyecegi anlagilmistir. Bu calisma etmenin farkli sicakliklarda sporulasyon ve
patojenisite ile ilgili olan enzimlerin karakterizasyonu ortaya kondugunda etmenin
patojenisitesini normal sicakliklarda arttirabilecegini ancak u¢ sicakliklarda da

etmenin etkili olabilecegini ortaya koymustur.
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5.SONUCLAR ve ONERILER Giilbahar KILIC

Bu etmenin hasat sonrasi sebze ve meyvelere kontaminasyonu durumunda
sicaklik ayarlamasi ile kontrol edilemeyecegi, ilave tedbirlere gereksinim duyuldugu
anlasilmistir. Pestisit kullaniminin sinirlandirildigi bir dénemde alternatif olarak 6ne
siiriilen yontemlerin etkinliginin belirlenmesinde bu ¢alismada kullanilan

parametrelerin 6nemli kriterler arasinda sayilabilecegi belirlenmistir.
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