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Ahmet Sidar YAVUZ

Harran Universitesi
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Bitki Koruma Anabilim Dah

Damisman: Do¢. Dr. Murat DIKILITAS
YIL: 2022, Sayfa: 47

Penicillium expansum hasat sonrasi kayiplara yol agcan en 6nemli patojenlerden biridir. Bu etmen meyve
kabugunun yaralanmasi sonucu olusan yara ile iiriin i¢ine girmektedir. Bu hastaliga karsi kimyasal
miicadele ¢evre kirliligine neden olmakta, bu kimyasallarin ilk sirasinda agir metaller gelmektedir.
Fungal etmenlerin ¢evre kirliligi ile birlikte agir metallere toleransi da artmakta, gevre kirliliginin
yaninda patolojik olarak bu ortamlarda gelismesi de tarimsal {iriinleri ayrica tehdit etmektedir. Bu
caligmada, P. expansum’un in vitro kosullarda farkli konsantrasyonlardaki agir metaller (nikel siilfat,
kursun stilfat, kursun nitrat, kadmiyum nitrat) 0-500 ppm aras1 dozlarda verilmis, fungal etmenin tepkisi
ve patojenisitesi lizerine etkileri yaninda fungusun tolerans seviyesi, fizyolojik, biyokimyasal ve
morfolojik tepkileri arastirilmigtir. Elde edilen analiz sonuglarina gére fungusun misel agirligi ve
sporulasyonu artan toksik metal dozlar1 ile azalig gosterirken biyokimyasal olarak proteaz enzim
seviyesi diigiis gostermis, melanin igerigi 150 ppm konsantrasyonuna kadar artis gostermis daha sonra
minimal diizeyde gergeklesmistir. Ancak fungal etmenin biyokimyasal parametreleri artan doza karsi
linear bir azalis gostermemis, bu durum fungal etmenin agir metallere karsi tolerans gosterebilecegi
kanaatini olusturmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Penicillium expansum, nikel siilfat, kursun siilfat, kursun nitrat,
kadmiyum nitrat
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Penicillium expansum is one of the most important pathogens causing post harvest damage. This agent
enters the host from the wound formed as a result of the injury in the fruit peel. Chemical control against
this disease causes environmental pollution, and heavy metals come first among the substances that
cause environmental pollution. The tolerance level of the fungal agents to heavy metals increases with
environmental pollution, and pathological development in these conditions also threatens agricultural
products. In this study, P. expansum was exposed to heavy metals (nickel sulfate, lead sulfate, lead
nitrate, cadmium nitrate) at different concentrations in vitro at doses between 0-500 ppm, and its effects
on the response and pathogenicity of the fungus, as well as the tolerance level of the fungus,
physiological, biochemical and morphological responses, were investigated. According to the results of
the analysis, the mycelial weight and sporulation of the fungus decreased with increasing toxic metal
doses, while the biochemical protease enzyme level decreased, the melanin content increased up to 150
ppm concentration, and then the responses continued at minimal levels. However, the biochemical
parameters of the fungal agent did not show a linear decrease against the increasing dose and this
situation led to the conclusion that the fungal agent could tolerate heavy metals.

KEYWORDS: Penicillium expansum, nickel sulfate, lead sulfate, lead nitrate, cadmium nitrate



TESEKKUR

Tezimin ¢aligma konusunun belirlenmesinden, yiiriitiiliip sonuclandirilmasina kadar olan her
asamasinda bana ¢alisma imkan1 saglayan ayrica tezimdeki her asamada engin tecriibe ve bilgileri ile
yol gosteren, sahip oldugu deneyimler 1s18inda yiiriiylip gelismeme katki saglayan degerli danigsman
hocam Dog. Dr. Murat DIKILITAS a en igten saygilarimi sunar ve tesekkiirii borg bilirim.

Tez ¢alismamin yiiriitiilmesinde elzem olan laboratuvar ¢aligmalarimin her asamasinda yardim,
bilgi ve goriisleri ile destek olan Dr. Ogr. Uyesi Sema KARAKAS DIKILITAS’a, yiiksek lisans
egitimim siirecinde her tiirlii tecriibe, bilgi ve deneyimleri ile her konuda yardimini esirgemeyen degerli
hocam sayin Ziraat Yiiksek Miihendisi Behzat BARAN’a, doktora 6grencisi Beritan CAPA, yiiksek
lisans 6grencileri Sidika DURMUS ve Ayse Hiimeyra KOCAKOGLU na ayrica her daim hosgérii ve
destekleriyle varliklarini hissettiren her an destek olup beni yalmiz birakmayan bugiinlerimi borglu
oldugum degerli aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Bu c¢alismada, Penicillium expansum’un in vitro kosullarda farkli
konsantrasyonlardaki agir metaller (nikel siilfat, kursun siilfat, kursun nitrat,
kadmiyum nitrat) 0-500 ppm arast dozlarda verilmis, fungal etmenin tepkisi ve
patojenisitesi iizerine etkileri yaninda fungusun tolerans seviyesi, fizyolojik,
biyokimyasal ve morfolojik tepkileri arastirilmistir. Bununla birlikte giiniimiizde
yayginlagan organik tarim uygulamalarinda alisilagelmis pestisit kullanimlariin
uygulanmadigi durumlarda patojenlerin olusturabilecegi sorunlar ele alinmistir. Tez
calismasinda tizerinde durulan agir metaller (nikel siilfat, kursun siilfat, kursun nitrat,
kadmiyum nitrat) in vitro kosullarda incelenmis olup, bu agir metaller ile ilgili bilgiler
caligmada olabildigince ele alinmaya caligilmistir. Uygun in vitro kosullarda agir
metallerin uygulandig1 fungusun sporulasyon gelisimi, misel olusumu, biyokimyasal
ve fizyolojik yapilarint belirlemek i¢in farkli dozlarda fungusun gelisebilecegi
ortamlar olusturulup, fungusun biyokimyasal ve fizyolojik karakteristik yapisiniin

giinyiiziine ¢gikmasi planlamustir.

““Mikroorganizmalar gidalarin dogal florasinda olabilecegi gibi tarimsal
iiretimden tiiketim asamasina kadar gecen siirecte ¢evresel bulasmalardan da
kaynaklanabilir. Gidalarda bulunan bu mikroorganizmalar etkilerine gore yararl,
saprofit, etkisiz ve patojen olarak 4 grupta adlandirilir’> (Ayhan, 2000). Meyve ve
sebzelerin hasat sonrasi depo siiresini azaltan 6nemli nedenlerin basinda fungal
etmenler gelmektedir. Hasattan sonra ortaya ¢ikan hastalik ve ¢iiriimelerin nedenleri
arasinda biyotik ve abiyotik faktorler 6nemli rol almaktadir. Biyotik faktorlerin biiyiik
kismin1 fungus ve bakteriler olusturmaktadir. Bunun yaninda abiyotik faktorler; hasat
sonrast Uriiniin bozulmasina neden olan metabolitlerin eksikligi ya da fazlaligi,

ortamin nem ve sicaklik degerleri, kimyasal ve fiziksel yaralanmalardir.

Fungal etmenlerin tiremesini etkileyen faktorlerin basinda pH, kuraklik, sicaklik,
agir metal, hava kirliligi, diislik oksijen gelmektedir. Funguslar genis pH ve sicaklik

araligina sahip olmakla birlikte, bitkilerin vejetatif gelisimini tamamlamakta
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zorlandig1 kurak kosullarda sporulasyon yapabilmektedirler. Saprofit funguslarda bu

oran daha genis bir araliga sahiptir (Temur, 2012).

Genel olarak diinya iizerinde besin maddelerinde olusan hastaliklarin sebebi
patojen olarak faaliyet gosteren funguslardan kaynaklanmaktadir. FAO’ya gore
tiretilen iirlinlerin %50’si hasat sonrasinda kaybolmaktadir. Hasat sonrasi ortaya ¢ikan
hastaliklar depolama siiresi ve meyvenin pazar degerini de etkilemektedir. Domates,
elma ve turunggillerde Penicillium expansum, P. italicum, P. digitatum ve Alternaria
alternata gibi bazi fungus tiirleri olumsuz etkilere yol agmaktadirlar. Penicillium
expansum’un iirettigi enzimler sebze ve meyvelerde 6nemli kayiplara yol agmaktadir

(Dukare ve ark., 2019; Wang, 2021).

Rhizopus, aspergillus ve Penicillium spp. meyve ve sebzelerin hasattan sonra
hizli bir sekilde bozulmalarina yol acip kalite ve kantitelerinin azalmasina ayni

zamanda raf 6mriinii kaybetmesine neden olmaktadirlar (Vidal ve ark., 2019).

Penicillium, su, toprak, hava, bitki ve hemen hemen tiim ortamlardan izole
edilmesi kolay, havadan yayilmasi daha kolay olup, bilinen saprofitik funguslarimn ilk
sirasinda bulunmaktadir (Visagie ve ark., 2014).

Gerekli sartlar saglandiginda olusan uygun ortamlarda ortalama 2.5 cm
genigliginde Penicillium kolonileri bir giinde 400 milyon adet spor hiicresi
tiretebilmektedir (Tikvesli, 2013).

P. expansum ¢ok genis konuk¢u agina sahip olup, depolanan iiriinler agisindan
yiiksek oranlarda kayiplara sebebiyet veren 6nemli bir kiif hastalig1 etmenidir. Saprofit
Penicillium tiirleri yaralanan dokular tizerinden meyve igerisine giris yaparak
depolanan firtinlerde ¢iiriimelere sebebiyet vermektedir. Bu patojenlerin onciileri;
Penicillium spp., Rhizopus spp., Botrytis spp., Alternaria spp., Aspergillus spp.ve
Geotrichum spp.’dur. Bu funguslar ile enfekteli olan tiriinleri hastalandirmalarinin
disinda bazen de saglam {irinler lizerinde hastaliga sebep olabilmektedirler (Kohn ve

ark., 2018; Naets ve ark., 2018).


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10408398.2021.1978384?casa_token=5KfiukC6tHgAAAAA%3ANuIsuNi3UvIkSCwddXNnUwuI55X2hAdB7QjDb_h_G8tIYyWe8nYD878yjMndHPoywwLUhcDxtAcG9i0F
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/10408398.2021.1978384?casa_token=5KfiukC6tHgAAAAA%3ANuIsuNi3UvIkSCwddXNnUwuI55X2hAdB7QjDb_h_G8tIYyWe8nYD878yjMndHPoywwLUhcDxtAcG9i0F
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Mikolog botanik¢i olan John H.F. Link 1809 yilinda ilk defa Penicillium
tirtinden bahsetmistir. Link yaptig1 ¢alismada Penicillium cinsine ait 3 ayri tiirden
bilgi vermistir. Bu tiirler; Penicillium expansum (Link), Penicillium candidum (Link)
ve Penicillium glaucum (Link)’dur. Bahsi gegen tiirlerin ortak ozelikleri ise firga
tipinde olup konidiofor iiretmeleridir. 1809 yilinda Link aracilig1 ile giin yiiziine ¢ikan
Penicillium tiirii, bilim insanlarinin merak konusu haline gelmis ve bu tiir ile alakali
cesitli arastirmalar yapmislardir. Morfolojik karakteristik ve konidiofor kollarindaki
yapilara gore Penicillium tiriindeki funguslarin siiflandirmalari  yapilmustir.
Konidioforlar, yogun fir¢a gibi konidiofor tasiyan yapilardir. Konidioforlar tek yapiya
sahip ya da bircok kola ayrilan yapida da olabilirler, ayrica sise seklinde fiyalid
demetleri ile ¢evrelenirler. Fiyalidlerin u¢ bolgelerinde ve zincirde geng yapiya sahip

koklerde genellikle yesil renkli olarak konidiler tiretilir (Link, 1809).

Hasat edilen iirlinlerde 6nemli Olclide kalite ve iirlinlerin dayanma giiciini
olumsuz yonde etkileyen unsurlarin en 6nemlisi funguslardir. Hasad1 yapilan tiriinler
blinyesindeki besinler ve su miktarindan dolayr funguslarin hedefi haline
gelmektedirler. Hastalikli iirlinlerde etilen hormonu sayesinde iiriinlerdeki 1s1 ve
solunum faaliyetlerinden dolay1 daha hizli bir sekilde olgunlasirlar. Hastalikli
tirtinlerde etkili olan funguslar saglam triinlere de olumsuz etki yapabilmektedirler
(Wang ve ark., 2021).

Hasat edilmis iiriinlerde koruyucu etki olusturan biyolojik, fiziksel ve kimyasal
yontemler, hastalik olusturan etmenlerin gelisiminde yavaslama olmasi i¢in onemli
derecede engelleyici 6zellikte olup, tirlinlerin kalitelerinin arttirilmasi amaciyla da bu
yontemlere bagvurulmaktadir. Organik iiriinlerin yetistirilme asamasinda pestisit
kullaniminin 6niine gegebilmek i¢in bazi fiziksel yontemler (hasad: yapilan iiriinlere
sicak su uygulamasi yapilmasi, bitki ekstraktlarinin kullanilmas1 ya da tuz
bilesiklerinin uygulanmasi) 6n plandadir. Fakat, kullanilan bu metodlar tam olarak
patojenlerin gelismesini durduramayip bazen de diisiik dozajlarda kullanildiginda
patojenlerin gelismesi yoniinde etki etmektedir. Ornek olarak, vitamin ya da

¢oziinebilir kat1 madde orani yiiksek olan meyveler, kalite yoniinden 6neme sahipken
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hastalik etmenleri i¢in de 6nemli enfeksiyon kaynagi durumunda bulunabilirler.
Domates yetistiriciliginin revagta oldugu son yillarda yiiksek EC icerigine sahip olan
tirlinlerde biinyesindeki ¢ozlinebilir maddeler, damak tadina uygunluk ve daha yiiksek
ve kaliteli aromaya sahip iirlinler elde edilmektedir. Bu nedenlerden dolay1 bu sekilde
tiretilen meyveler de patojenler i¢in 6nemli inokulum kaynagina doniismislerdir

(Dikilitag ve Karakas, 2014).

Fungusit uygulamasinin hasat 6ncesinde yapilmasinin P. expansum’un hem
gelisimini durdurdugunu hem de popiilasyonunda azalmaya sebep oldugu yapilan
aragtirmalar sonucu ortaya ¢ikmigtir. Hasat dncesinde yapilan fungusit uygulamasi ile
tiriinlerin iizerinde kalan fungusit kalintilar1 enfeksiyonlarin kontrol altina alindigini

gostermektedir (Xiao ve ark., 2011).

Penicillium cinsi igerisinde bulunan tiirler Ascomycota subesi igerisinde
sistematik olarak gruplandirilmaktadir. P. expansum fungusunun yirmi bir bitki
cinsinde hastaliga sebebiyet verdigi yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir (Tannous ve
ark., 2018).

Patulin adi verilen mikotoksin P. expansum aracilig: ile iiretildigi bilinen,
insanlarda zamanla kroniklesmeye sebep olup saglik sorunlart meydana getirdigi

arastirtlmistir (Gongalves ve ark., 2019).

Yapilan arastirmalar neticesinde P. expansum’a ait olan 225 tiir tespit edilmis
olup, gida sektorii ve ilag endiistrisinde onemli yere sahiptir. Penicillium adi verilen

antibiyotik bazi tiirleri tarafindan tiretilmektedir (Pitt ve ark., 2000; Visagie, 2008).

Arastirmacilar tarafindan yapilan son siniflandirmada, Penicillium’a ait

siiflandirma Cizelge 1.1. de belirtilmistir (Pitt ve ark.,2000).


https://www.tandfonline.com/author/Gon%C3%A7alves%2C+Bruna+Leonel
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Cizelge 1.1. Penicillium expansum fungusunun siniflandiriimasi

Alem: Funguslar
Sube: Ascomycota
Dizi: Eurotiales
Siif: Eurotiomycetes
Aile: Trichocomaeate
Cins: Penicillium
Alt cins: Penicillium

Grup: Expansa

Tir: Expansum

Penicillium expansum faaliyetleri neticesinde dokularda tretilmesi ile mavi
renkte olan konidilere bagli olarak olusan bu hastalik ‘‘mavi ciiriiklik’” olarak
isimlendirilmektedir. Hastaliga sebep olan etmen Oncelikle seffaf goriiniim alip
sonrasinda ¢iiriiyen dokularda yumusak ¢iiriikliikkler olusturmaktadir (Luciano Rosario
ve ark., 2020). Fungusa ait konidioforlar ile konidilerin goriiniimleri el sekline

benzemekte ayrica bu yapilarin uglarinda konidioforlar bulunmaktadir (Sekil 1.1).

Sekil 1.1. Penicillium expansum’un mikroskop goériintiisii
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Agir metal kavrami atomik 6zgiil agirlik olarak genellikle 5 g/cm®’ten daha
fazla olan metaloitler ve metal olarak adlandirilan yapilar1 kapsar. Genel olarak ¢evre
kirliligine ve toksisiteye sebep olup Cr, Cu, Cd, Hg, Ni, Zn ve Pb elementlerinin
tanimlanmasinda kullanilmaktadirlar. Yapilan ¢alismalarla 60°tan fazla metal oldugu
tespit edilmis olup dogal olmalar1 araciliiyla karbonat, siilfiir ve silikat formlarinda
sabit olarak veya silikatlar icerisinde bagli bir bicimde mevcut olarak bulunurlar

(Kahvecioglu ve ark, 2007).

Bitkiler; yeralt1 sular1, toprak ve atmosfer iicgeninde en 6nemli gorevi iistelenen
yapidir. Bitkiler genel olarak yasamlar1 boyunca farkli stres kosullari ile karsilagirlar.
Gelisimleri i¢in gerekli olan mikro elementlerin (¢inko (Zn), demir (Fe), bakir (Cu)
vb.) yani sira toprak bilinyesinde mevcut olan agir metaller (kursun (Pb), kobalt (Co),
kadmiyum (Cd) vb.) belli oranlardan fazla olmalari durumunda ve ¢6ziinebilme
durumlarina gore fitotoksik etki yapabilirler. Bitkilerin beslenmesinde énemli role
sahip olan kimi agir metaller asir1 dozlarda ise fitotoksik etki yapmaktadirlar. Pb, Hg,
Cr ve Cd agir metalleri farkli yollar ile tarimsal ekosistem igerisinde bulunurlar. Bu
agir metaller yogunluklar1 ve ¢oziinebilirlikleri agisindan bitkilerin biinyelerinde

bulunabilirler.

Insanlar, hayvanlar ve bitkiler i¢in temel mikro besin maddeleri olan bazi agir
metaller; belirli konsantrasyonlarin {izerinde fitotoksik etki yaratmakta ve biyolojik
acidan ayrismas1 miimkiin olmayan yapisi sebebiyle insan saglig1 acisindan zararlidir.
Bu sebepten dolay1 canli organizmalarda ve dokularda basit bir sekilde birikebilirler.
Bitkiler agisindan daha toksik etkiye sahip olan agir metaller olarak Ni, Co, Cu ve Zn
olup; hayvanlar acisindan daha toksik etkiye sahip olan agir metaller ise Cd, As, Cr,
Hg ve Pb olarak belirlenmistir (Asati ve ark., 2016; Rodriguez Eugenio ve ark., 2018).

Dogal olarak yeryiiziinde bulunan agir metaller, beseri faaliyetler sonucunda
yogunlastirilmis duruma gelirler. Insanlar havadan, sudan ve yiyeceklerden az da olsa
agir metallere maruz kalabilirler. Agir metallerin ana kaynaklar1 sanayi bolgeleri,

kursun icerikli benzin tiirleri ve boya iiriinleri, madensel atiklar, giibre kullanimlari,
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hayvansal giibreler, yogun metal igerikli atiklarin yok edilmesi, atik ¢amurlar,
pestisitler, atik sular ile tarimsal sulamalarin yapilmasi, kdmiirlerin yanma sirasinda
ve sonrasinda olusturduklari artiklardan kaynakli birikmelerdir (Sherameti ve Varma,

2010; Alloway, 2013).

Kentlesme ve sanayilesmenin giliniimiizde yogun olarak artis gostermesiyle
birlikte ¢evre kirliligi sorunlar1 da paralel olarak artis gostermektedir. Agir metaller
cevresel kirlilik sorunlar1 olarak karasal yasami, sucul yasami ve atmosferik ¢evreyi
olumsuz etkilemekte ve canlilarin yasamlarinda riskler meydana getirmektedirler.
Bilim insanlar1 yillar siiren arastirmalar ile agir metallerin ¢evreye verdikleri zararli
etkiler iizerinde calismislardir. Carpik kentlesme, niifusun artmasi, dogal olarak
ayrisan kayaglar, volkanik faaliyetler, madencilik faaliyetleri ve endiistriyel calismalar
sebepleriyle atmosfer siirekli agir metallere maruz kalmakta ayrica su ve toprak
kalitesi biiyiik oranda bozulmaktadir. Aralarinda Tiirkiye’nin de bulundugu diinyada
bir¢ok tilkede topraklarin kirlilik sebebi ¢inko, bakir ve kursun metalleri ile alakalidir.
2015 yilinda ABD’de Toksik Madde ve Hastalik Kayit Ajans1 (ATSDR) biinyesinde
yayimlanmig 275 adet 6nemli sorun teskil eden agir metaller arasinda Pb, Cd ve Zn

siralamasi ile 2., 7., ve 118. sirada bulunmaktadirlar (ATSDR, 2017).

Topraklarda var olup ve kirlilige sebep olan agir metallerin kullanildig1 sanayi
dallarini kisaca belirtmek gerekirse; Zn (kimyasal sanayi tiriinleri ve bunlara bagl yan
tiriinler), Cd (termik santraller, tarim ilaclamalari, boya sanayisi, pil sanayisi), Ni (pil
tiretimi, kimyasal sanayi tirtinleri ve bunlara bagli yan tirtinler), Hg (pil tiretimi, termik
santraller, tibbi olan atiklar, elektrik ve elektronik {iriinlerin iiretimi, dogal kaynaklar),
Pb (egzozlardan salinan gazlar, otomotiv sanayi, petrol rafinerileri, termik santraller),
Cr (termik santraller, demir-gelik sanayileri, madencilik ile ilgili sanayi kuruluslart).
Genel kullanim alanlar1 verilen metaller dogada dogal olarak birikip ¢ok toksik 6zellik

gostermektedirler.

Bitkilerdeki eser element yogunluklarina (azlik veya c¢okluk) bagli olarak
gerceklesen kimyasal stres kaynakli reaksiyonlar net bir sekilde agiklanamamustir.

Bitkiler yasam siireleri boyunca kimyasal yap1 olarak dengesi saglanmis ortamlara
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adapte olup farkli biyokimyasal mekanizmalar olusturmuslardir. Bitkiler, agir
metallerin biinyelerine aliminda farkli sekilde yonelimler olusturup bunlar 3 sekilde
aciklanabilir. 1- bitki biinyesinde birikme, 2- bitkideki belirtiler, 3- bitkilerin harig
tutulmasi. Bitkilerin bu farkli yonelimlerden hangisini veya hangilerini segmesi, genel
anlamda o bitkinin 6zel yetenegine ve tiirler arasi metallerin alimlarinda olusan
ozelliklere baghdir. Ote yandan yapilan arastirmalarda bitkilerin metal alimlarinda

ayni tlirlerin genotip yapilar1 arasinda bile yiliksek oranda farkliliklar belirlenmistir

(Kabata Pendias, 2011).

Toprak ve c¢evrenin kirlenmesine etkide giibreler, pestisitler ve hormonlar da

bulunmaktadirlar (Karaca ve Turgay 2012).

Meyvelerin igerdigi vitamin, protein ve karbonhidrat igerikleri meyvelerin
kalitesinde ve funguslara kars1 dayaniklilik mekanizmasi iizerinde onemli etkilere
sahip oldugu ve meyve iceriklerinin fungal etmenlerde virulenslik ile alakali enzimler
lizerinde etkilere sahip oldugu éngoriilmektedir. Ornek olarak, proteaz enzimi fungal
etmenlerin virulenslikleri iizerinde etkiye sahip oldugu kanitlanmis olan enzimdir

(Dikilitas ve ark., 2018).

Funguslar ve bakterilerin de i¢inde bulundugu cok sayida proteaz iireten
mikroorganizma bulunmaktadir (Manjeet ve ark., 1998). Proteazlar etlerin
yumusatilmasinda gilibre ve peynir yapiminda, buzagilarin mide mukozasinin
kullanilmasiyla ve derilerin tabaklanmasinda kullanildigini bildirmistir. (D’Reaumur
1752). Proteazlar, canli organizmalarin fizyolojisinde ve metabolizmalarinda bunun
yaninda peptitler ve proteinlerin sindirimi {izerinde biiyiik rol sahibidir. Protein
sentezlenmesi, proteinlerin  aktivasyonu-inaktivasyonu, protein dongisii  ve
sinyallesme gibi birden fazla asamada kontrol mercii olan bu enzimler fizyolojik
stireclerin de diizenlenmesi gibi 6nemli roller istlenmektedirler (Bond, 2019).
Bitkilerin savunma mekanizmalarinda ve virulensliklerinde etkili olan proteaz
enzimleri; konuk¢u dokularin proteinlerini etkisiz hale getirip bitkilerin savunma
mekanizmalarinda sorunlarin ortaya cikmasinda 6nemli etkiye sahiptirler (Kilig,

2019).


https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-021-02928-z#ref-CR33
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Karbonhidratlar funguslara genel olarak enerji saglamalarinin yaninda bununla
birlikte yapisal bir degisiklige ugrayarak melanin olarak adlandirilan pigmentlerin
yapisinda da bulundugu yapilan aragtirmalar sonucunda gozlemlenmistir. Melanin,
insanlarda renk koyuluguna etki ettigi gibi funguslarda da aym etkiyi gosteren
pigmenttir. Funguslarin i¢erdigi melanin pigmenti hiicrelerin koyu bir renk almasina
neden olup ug sicaklik dereceleri seklinde adlandirilan ekstrem sicak veya soguk ortam
kosullarina kars1 koruyucu gorev yapmaktadir ve bu pigment insanlar i¢in de gilines
1sinlara kars1 dayanikliligi arttirdign bilinmektedir. Ayrica funguslarin virtilensligi
tizerinde ve pestisit direnci {lizerinde de melaninin etkili oldugu goézlemlenmistir
(Wang ve ark., 2021). Bitkiler ve insanlar i¢in 6neme sahip olan patojenlerin bir¢ogu
melanin lretebilmektedir. Stres kosullarinda gelisebilen funguslarin hayatta kalma
yeteneklerinin arttirllmasint da melanin gerceklestirir. Funguslarin bir¢ogunun
kahverengi veya siyah pigmentlerden olugan melaninleri iiretmesinin sebebi fenolojik
bilesiklerin oksidatif polimerizasyonu sonucunda ger¢eklesmektedir. Yapilan
arastirmalar ve calismalar sonucunda melaninlerin funguslarin ila¢ direncini
arttirmasinin yaninda ayrica viriilensligini de arttirdigini ortaya ¢ikarmistir (Zhdanova

ve ark., 2000; Rosa ve ark., 2010).

Mavikiif olusmasina sebep olan P. expansum diinya genelinde meyveler
acisindan ¢ok riskli durumlar ortaya ¢ikarmaktadir ve bundan dolay1 diinya genelinde
giin gegtikge dnemli ekonomik zararlara sebep olmaktadir. P. expansum meyvelerin
sahip oldugu kalite standartlarinin kaybina sebep olmasiyla birlikte insan sagligi
tizerinde etkili olan zararli mikotoksinlerin olusmasina neden olmaktadirlar. P.
expansum ile miicadelede fungusitler ya yeterli olamamakta ya da kullanimlarinda
birtakim kisitlamalar uygulanmakta olmasindan kaynakli yeni miicadele
yontemlerinin gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir (Luciano Rosario ve ark.,
2020). Ayrica, ilk olarak hastalik etmeninin hangi sartlarda daha c¢ok etki
gosterebilecegi degisen depolama ve iklim sartlarinda uzun siire boyunca muhafazasi
saglanan meyvelerde goriilebilecek biyokimyasal degisimlerin veya organik tarim
uygulamalarinda tarimsal ilaglar ve suni giibreler kullanilmadan gergeklestirilen

tarimsal faaliyetler neticesinde zengin iceriklere sahip meyvelerin gosterdikleri


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-011-3777-2#ref-CR100
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-011-3777-2#ref-CR72
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tepkileri arastirllmak istenmistir. Bu amagla P. expansum fungusunun in vitro
kosullarda farkli konsantrasyonlarda nikel siilfat, kursun stilfat, kursun nitrat ve
kadmiyum nitrat igeriklerine sahip olan fungal gelisim ortaminda yetistirilmesi
saglanmistir. BOylece fungusun miselyal gelisimi, sporulasyonu ve virulenslikleri
izerinde Onemli etkilere sahip olan biyokimyasal enzimlerin seviyelerinin

belirlenmesi amaglanmustir.

1.1. Agir Metaller ve Ozellikleri

1.1.1. Kadmiyum

Insanlar, hayvanlar ve bitkiler iizerinde en zehirli olan agir metallerden biri
kadmiyumdur. Bundan dolay1 sebze-meyvelerin kalitesi ve ¢evresel kosullar tizerinde
olumsuz etkiler yaratmaktadir. Cogunlukla ¢inko rezervlerinin maden igleme islemleri
sirasinda saf olarak degil de yan {iriin olarak meydana gelmektedir bundan dolay1
kadmiyum isteginden daha fazla ¢inko igerikli {iriinlerin yogunlasmasindan kaynakli
kadmiyum {iretiminde dolayli olarak fazlalasma goriilmiistiir. Kadmiyum cesitli
kullanim alanlarina sahiptir. Bunlar arag akiilerini elde etmek i¢in Ni-Cd ve Ag-Cd
seklinde kullanilirlar bunun disinda ise Zn-Cd igerikli bataryalarin geri

doniistiiriilmesinden de kadmiyum agiga ¢ikartilmaktadir (Kabata Pendias, 2011).

Kadmiyum besin maddelerinde asir1 miktarlarda var olmasi ve bu besinler ile
insan viicuduna aliniminda toksik etki gosterirler. Kadmiyum ile bulasik su i¢ilmesine
bagl olarak insanlarda istifra etme, karin sancilar1 ve halsizlik gibi belirtiler ortaya
cikmaktadir. Kadmiyum agir metalinin solunum yolu ile viicuda alinmasinda ise akut
olarak zature, akcigerlerde 6dem olusmasi, nefes darligi, viicut sicakliginin diismesi,
akciger hacminde artig gibi ciddi sorunlar yaratir. Bu etkilerinin yaninda idrar
iceriginde kadmiyum oraninin artmasina bagl olarak; idrarda aminoasit, glikoz ve

proteinin anormal bir bigimde artmasina sebep olmaktadir (Kostekci, 2017).

Kadmiyum c¢esitli sebeplerden dolayr (fosfat icerikli giibreler, ¢imento

fabrikalarinin faaliyetleri, 1sitma faaliyetleri, metal isleme sanayisinden kaynakli
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cevreye aktarilan atiklar) tarimsal topraklarda yogun bir sekilde bulunup en kuvvetli

cevre Kirleticisidir (Jibril ve ark., 2017).

Bitki biinyesi igerisinde farklt miktarlarda dagilimi olan kadmiyum, bitki
icerisinde kokten yapraklara siiratli bir sekilde aktarilmasi gereklidir. 16 mg/kg
kadmiyum igerigine sahip topraklarda misir bitkisi ile yapilan aragtirmada topraktan
bitki bilinyesine asagidan yukariya dogru olacak sekilde yaprak, kok, bogum, siirgiin,
govde, cicek olacak sekilde kokten cigeklere dogru kadmiyum alim miktar
azalmaktadir. Bitkiler agisindan zehirli etkiye sahip olan kadmiyumun zehirliliginin
en Onemli sebebi bitkilerin enzimsel isleyislerini tahribata ugratmasindan

kaynaklanmaktadir (Kabata Pendias, 2011).

Kadmiyumun topraktan alinmasinda ¢esitli faktorler etkili olurken, kimi tiirler
kadmiyuma adapte konusunda ve bitkide kadmiyumun iist tarafta bulunan aksamlarina
iletilmesinde daha farkli 6zellikler meydana getirmektedirler. Toprakta bulunan
kadmiyumun uzaklastirilip temizlenmesi ig¢in kuduzotu (Alyssum murale), tiitiin
(Nicotiana tabacum), misir (Zea mays), sepetci sogiidii (Salix viminalis) ve aygicegi
(Helianthus annuus) gibi bazi bitkiler kullanilmaktadir (Kabata Pendias, 2011).

Kadmiyum emilimini azaltan toprak kireglenmesi, topragin pH oranin1 arttirdigi
belirlenmis olup her toprak ve bitki ayni 6zelligi gostermeyebilir. Topragin icerdigi
kadmiyum miktar1 genellikle toprak pH 6zellikleri ile ilgilidir (Kabata Pendias, 2011).

Killi topraklarda bulunan kadmiyum igerigi kumlu topraklarda bulunan
kadmiyum iceriginden daha fazladir. 7.5 ve tizeri pH igerigine sahip olan topraklarda
rahatga hareket edemeyen kadmiyum, alkali topraklarda durgundur. Asidik 6zellikli
topraklarda bulunan kadmiyum ise 4.0 ile 5.5 arasinda bulunan degerlerde oldukca
hareketlidir (Kabata Pendias, 2011).

Kadmiyum emilmesi ¢ok kisa siirede gerceklesmektedir. Emilimi yapilan

kadmiyumun % 95 i 10 dakikada tamamlanirken, 60. dakikada dengeye ulasir ayni
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zamanda pH icerigi 6 olan topraklarda ise yiliksek oranda baglanma olusturdugu

gozlemlenmistir (Kabata Pendias, 2011).

Toprak icerisinde hareket kabiliyetine sahip olan kadmiyum, topraktan bitki
biinyesine taginimi ve bitkide dagilimi oldukga rahattir. Bitki blinyesindeki normal
deger olarak 0.2 ile 0.9 mg kg™ olan kadmiyum, normal degerlerin iizerinde (5-30 mg
kg™) bulunmasi durumunda ise zehirlenme etkisi yapmaktadir (Schulze ve ark., 2005;

Kabata Pendias, 2010).

Soudek ve ark. (2014) sorgum adl1 bitki iizerinde yaptiklari ¢alismalarda bitkiyi
farkli dozlarda (0-2000 uM) kadmiyuma maruz birakmislardir. Sorgum bitkisinin
koklerinde kadmiyumun yogun olarak biriktigini gézlemleyen bilim insanlari, diisiik
yogunluklarda bitkiye verilen kadmiyumun toksik etkisinin kok kismina yaptig: etki
stirglinlere yaptig1 etkiden daha fazla olup; yiiksek yogunluklarda uygulandiginda ise
kadmiyumun yapraklara iletilmesiyle bliylimede gerileme, klorofil azalmasi ve kloroz

gibi sorunlara sebep oldugunu aciklamislardir.

Zhang ve ark. (2014) tiitinde kadmiyumun sebep oldugu sorunlara ¢oziimler
bulabilmek amaciyla etilen uygulamasi iizerinde yapilan arastirmada, kadmiyum
stresine tabii tutulan tiitlinde bitkinin gelismesini kontrol altina almislardir.
Kadmiyumun sebep oldugu sorunlarla ilgili olarak tiitiinde; yapraklarda sararmalar ve
koklerde kiigiilmelere, bitkinin gelismesini engelledigine, yeni olusan siirgiinlerin ve
koklerin agriliklarint ve kok uzunluklarini olumsuz yonde etkiledikleri tespit

edilmistir.

Kadmiyum ile bulasik topraklarda iiretilen bitkilerin koklerinde kadmiyum daha
cok birikir. Bitki biinyesinde biriken kadmiyum, bitkiler ile beslenmeden kaynakli
canlt viicuduna alinmas1 durumunda saglik sorunlar1 ortaya ¢ikartmaktadir. Bu sebeple
bitki, gidalar ve yem bitkilerinin biinyelerinde bulunan kadmiyum seviyeleri siirekli

olarak arastirtlmistir (Kabata Pendias, 2011).
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Hatay ili Cilvegozii yoluna yakin olan tarimsal alanlarda yola belirli mesafelerde
bulunan topraklarda ve bitkilerde agir metallerin yogunluklarin1 belirlemek igin
birtakim calismalar yapilmistir. Alinan toprak ve bitki o6rneklerinin Cd, Cr ve Ni
igerdikleri yapilan analizler sonucunda gézlemlenmistir. Yapilan bu ¢alismada ortaya
ciktig1 belirlenen agir metal miktarlarinin Diinya’da ve Tiirkiye’de belirlenen sinir
degerlerini ge¢medigini fakat agir metal seviyesinin artmasinin sebebinin ise

karayolundan kaynaklandigin1 bildirmislerdir (Ozkan, 2017).

1.1.2. Nikel

Topraklarin pH igerikleri ile nikelin topraktaki hareketlenmesi ters orantili
oldugundan topragin yilizeye yakin olan katmanlarinda genellikle metallerin
yarayisliligini arttiran yani selatlanma formuna doniiserek toprakta birikir. Nikelin
topraktaki hareketliligini etkileyen onemli faktor ise organik maddelere baglanarak
kompleks bir yapr olusturmasidir. Topraklardaki kil tabakasi, igerdikleri organik
maddeler ve pH seviyesi nikel agir metalinin topraklardaki hareketlenmesinin kontrol

altina aliabilmesinde faydalanilir (Kabata Pendias, 2011).

Kirlerden ari toprakta {iretilen bitkilerin biinyesinde bulunan nikel miktari,
yetistirildigi ortamin 6zellikleri hakkinda genel bilgiler aktarabildigi i¢in biiylik oranda
farklilik gosterebilir. Nikelin ¢evreyi maruz biraktigr kirlilikten dolayi, bitkilerin
biinyelerine aldiklar1 nikel miktar1 tizerinde etkili olup, bu bitkilerde yapraklarda ve
tepe kisimlarina dogru daha fazla miktarda birikmesine sebep olmaktadir. Atik sularin
sebep oldugu c¢amurlasmalarda da olusan nikel Kkirliligi bitkiler igin sorun
olusturmaktadirlar (Kabata Pendias, 2011).

Agir metallerden olan nikelin baz1 degisik formlar1 toksik etki yapan mekanizma
ve biyolojik yapilari ile alakalidir. Bitkiler nikeli Ni*? formunda aldiklar1 zaman
emilim olarak daha kolay fakat toksik agidan daha zararlidirlar. Bitkilerin nikel
alimlar1, ¢ozelti igeriklerinde bulunan nikel miktarlar1 ile dogrudan alakali ve alim
miktarlar1 oldukga yiiksektir. Gerek bitkiler gerek baska etkenler nikel alimini etkiler

ve bunlarin en Onemlisi toprak igeriginde bulunan pH’tir. Nikel zehirliliginin

13



1.GIRIS Ahmet Sidar YAVUZ

olusturdugu mekanizma net bir sekilde belirlenememistir fakat nikelin asir1 olmasi
durumunda bitki biliylimeleri belli bir degerde stabil olarak uzunca siire incelenmistir

(Kabata Pendias, 2011).

Nikel stresine maruz kalan bitkilerde bitki gelisim mekanizmasi, kok gelisimi ve
besinlerin bitki blinyesine alinmasi olumsuz yonde etkilenir. Bitki blinyesinde asir1
miktarda bulunan nikelin fotosentez olaymi ve bitkinin terleme yoluyla su
kaybetmesini durdurmasi genel olarak nikel toksisitesi olusmadan ger¢eklesmektedir

(Kabata Pendias, 2011).

Sorghum bicolor ile yapilan aragtirmada Pb, Ni ve Zn agir metallerinin 5-100
ppm araligindaki farkli dozlarda yapilan ¢aligmada hidroponik ve hoagland gibi iki
farkli ortamda yetistirilmeleri gergeklestirilmistir. Yetistirilen bitkilerin nikel, kursun
ve ¢inko agir metallerini biinyelerine aldiklar1 ayrica bitki koklerinin bu agir metalleri
govde ve slirglinlerden daha ¢ok miktarda biriktirdikleri gézlemlenmistir. Nikel’in
¢inko ve kursuna gore bir miktar daha zehir etkisinin oldugu ayrica 11 ppm ve iizeri
nikel igerikli ortamlarda gelisemedigi bununla birlikte bitki agirliginda kayiplar
yasandigr gozlemlenmistir. Nikelin ¢inkodan, ¢inkonun ise kursundan daha fazla

toksik etkiye sebep oldugu yapilan ¢alisma ile belirlenmistir (Chami ve ark., 2015).

1.1.3. Kursun

Onemli ¢evre Kkirleticilerinden olan kursun, motorlu araglarda benzin
kullanimina bagli egzozlarindan tetra etil kursun olarak salindig i¢in kirlilige sebep
olmaktadir. Biiylik ¢apli endiistri kuruluglarinin atiklarinin denizlere karismasindan
dolay1 deniz canlilarinda da kursun agir metaline rastlanmaktadir. Insan viicudunda
doku ve kanda belli bir seviyeye ulasmasi durumunda zehir etkisi yaratmaktadir.
Zehirlenme belirtileri yas, beslenme durumu ve viicut direncine bagli olup bunun
yaninda ¢ocuklar 35-85 pug Pb/100 mL toksisiteye sebep olurken bu deger 85 pug Pb/

100 mL tizerinde oldugu zaman zehir etkisi gostermektedir (Vural, 1993).
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Kursundan kaynaklanan zehirlenmelerde insanlarin viicutlarinda meydana gelen
zehirlenmeler neticesinde beyin hasar1 ve 6liimler, bebek ve ¢cocuklarda zeka geriligi,
olaylar1 yavas algilama, yiiksek kan basinci, kansizlik ve sinirsel rahatsizliklar ortaya

¢ikmaktadir (Ozbolat ve Tuli, 2016).

1.1.4. Bakir

Giindelik hayatta faydalanilmasi nedeniyle insan ve hayvanlarda zehirlenmeler
ortaya ¢cikmasina neden olmaktadir. Eser element halinde canli viicutlarinda bulunan

bakir 6nemli elementlerdendir (Jenkins, 1989).

Bakirin etkisi canlinin biiyiikliigiine gore degisiklik gosterir. Kiigiik canlilarda
toksik etkiye sebep olurken, biiyiikk canlilarda ise alinmasi gerekli olan metaldir.
Bundan dolay1r pestisit, fungusit, dezenfektan olarak tarimsal zararlilar ve
yumusakealar ile miicadelede siirekli kullanilirlar. El temasinin ¢ok oldugu yerlerde
ozellikle hastane odalarinda bulunan kapilarin kollar1 bakir igerikli malzemelerden
yapilip, bakirin antiseptik yoniinden faydalanilarak hastalik yayici zararlilarin olumsuz
etkilerinden korunma saglanir. Bakir yiyeceklerde (6zellikle sebze ve meyve) bulunup,
elmada 0.1-2.2 mg/kg, ay ¢ekirdeginde 14.2-18 mg/kg, kuru erik igeriginde ise 3.5-4.9
mg/kg oranlarinda bulunur. Giiglii antioksidan olan anne siitii 250-500 pg/L bakir
igermektedir. Insan ve hayvanlarda biiyiime gerilikleri, nefes alip vermede aksamalar,
kemik erimesine bagl rahatsizliklar, kansizlik, sa¢ ve deride renk degisimi gibi

hastaliklarin olusmasini saglar (Grace ve Lee, 1990).

1.1.5. Mangan

Genel olarak canlilarin yasadiklar1 tiim alanlarda mangan bulunabilmektedir.
Bundan dolay1 insan viicuduna mangan alimi ¢esitli bitkisel iiriinlerle daha kolay bir
bicimde gecebilmektedir. Bu liriinlerin basinda tahillar, ¢ay, piring, ¢esitli baharatlar,
yumurta, 1spanak, findik, zeytinyagi, yesil fasulye ve soya fasulyesidir. Manganin
insan viicudunda az ya da fazla miktarda bulunmasi ¢ok 6nemli hastaliklara sebebiyet

verebilmektedir. Uriinler ile insan viicuduna alinan mangan kana karisarak viicuda
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dagilir ve hastaliklara sebep olurlar. Manganin viicutta gosterdigi etkilerin baginda;
sinirsel hastaliklar, solunum yetmezligi, bas agris1 ve halsizlik, bronsit, kan
pihtilasmasi, deri hastaliklari, uykusuzluk, saglarin renk degistirmesi, parkinson

hastaliklari, kaslarm giigsiizlesmesidir (Ipek, 2016).

Mangan zehirlilik orami1 diisiik olan metallerden biri oldugundan, denizlerde
alabaliklarin mangan alabilme sinir degeri 75 mg/L, sazan baliklar1 i¢in bu deger 600

mg/L olarak tespit edilmistir (Kostekci, 2017).

1.1.6. Cinko

Insanlarda ¢inko agir metalinden kaynaklanan zehirlenme belirtilerine fazla bir
sekilde rastlanilmamaktadir. Galvaniz kaplamali iiriinlerde ¢ok fazla muhafaza edilen
gidalardan kaynakli mide ve bagirsak rahatsizliklar1 ve ishal gibi olumsuzluklar
olusturmaktadirlar. Iki giin siire ile alinan 10 gr ¢inko b&brek rahatsizliklarinin yaninda
hepatit gibi olumsuzluklara da maruziyet yaratmaktadir. Sanayi bolgelerinde ¢inko
kaynakli dumanin solunmasinda ciddi derecede sorunlar ortaya ¢ikarip, solumadan
sonraki ilk 4 ile 8 saatlik siire zarfinda lislime, soguk ter atma ve ateslenme gibi ani
etkiler olusturabilirler. Sularda bulunan ¢inko agir metali suda yasayan canlilart
olumsuz etkileyip bu oran baliklarda 0.3 mg/L olarak belirlenmistir. 5 mg/L sinir1 ise
icme sularinda zararli etki yapmadigi yapilan caligmalarla belirlenmistir. Deniz
suyunda c¢inko siilfiir forumunda bulunup, bu oran denizlerde 1 ile 21 mg/L
araligindadir. Baliklarda ve denizlerde bulunan kabuklu canlilarda ¢inkonun zehirlilik
orani 10 ppm (midyelerde 100 ppm) olup, insanlarin bunlar1 yemeleri halinde sinirsel

ve sindirim sistemi bozukluklarina sebep olmaktadirlar (Kostekci, 2017).

1.1.7. Krom

Cr tabiatta hemen hemen her bolgede var olan metaldir. Insan viicudunda
insiilinin dolagmasina katkida bulunup su, protein ve karbonhidrat metabolizmasi

tizerinde etkilidir. Kirli olmayan sularda 1ug/L ve havada 0.1pg/m? Cr bulunur. Bazi
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toprak c¢esitleri 2-60 mg/kg Cr icerigine sahipken, kirden ari topraklarin bazi
cesitlerinde ise 4 g/kg oraninda bulunurlar. Ilk defa Fransiz L. N. Vauquelin tarafindan
tiretilen krom, renk oraninin fazla olmasi nedeniyle Yunan dilinde renkleri ifade eden
krom olarak isimlendirilmistir. Alasim elementi seklinde tanimlanan krom, genis ve
yaygin kullanim alanlarina sahiptir. Bu kullanim alanlarindan bazilar1 sunlardir; kimya
sanayisi, metal isleme sanayileri ve doklimhaneler, kagit endiistrisi ve deri
tabaklamadir. Islenebilir tarim topraklari icin maksimum krom seviyesi 100 mg/kg
olup ekstrakte edilebilir krom seviyesi de 1 mg/kg civarindadir. Bitki biinyesinde Cr
oraninin yiiksek miktarda biriktigi yapilan calismalar ile belirlenmistir. Toprak
igerisinde hareketsiz olarak bulunan krom, bu hareketsizliginden dolay1 su igerisinde
¢oziinlirliik orani yiiksek olan Cr tuzlarmmin kullanilmasinda da genel olarak zarar
verici etki gozlemlenmemistir. Bitki biinyesinde de hareket kabiliyeti sinirli olan
krom, asir1  konsantrasyonlarda bitkilere uygulandiginda ise toksik etki

olusturabilmektedirler (Seven ve ark., 2018).

Yer kabugu igeriginde genel olarak bulunma oran1 100 mg kg™ olan Cr, genel
kullanim alan1 metaliirji, refrakter ve kimyasal endiistriler olmasinin yaninda icerdigi
sar1 renk pigmenti ile boya, vernik ve miirekkeplerde kullanilmak iizere yesil tonlarinin
tretilmesinde sik¢a kullanilmaktadir. Cr, kimya endiistrisinde pigmentlerde, metal
kaplama islerinde, ahsap koruyucularinda, ¢elik kaplamada ve kromat kaplama isleri
i¢in kullanilir. Cr kirliliginin ana sorunu olan deri tabaklama iglemi ve kagit tiretiminde
cesitli evrelerde ciddi bir sekilde Cr igerikli bilesiklerden faydalanilir. Konut ve
endiistriyel isletmelerden atik sulari aritma amaciyla yapilan atik su artima tesisleri
ciddi seviyelerde Cr emisyonu yapmaktadirlar. Kimi bolgeler i¢in kromit cevheri
isleme kalintisi (COPR) ciddi anlamda gevresel sorun olusturur (Kabata Pendias,
2011).

Bitkilerin iist kisimlarinda solmalar meydana gelmesi, kok yaralanmalari, geng
yapraklarda goriilen kloroz, tahillarda etkili olan klorotik bantlagmalar ve kahverengi
kirmizi yapraklar bitkilerdeki Cr toksisitesine ait genel belirtilerdir (Kabata Pendias,
2011).
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1.1.8. Kobalt

Agir metal olan kobalt 0.2 ile 0.8 mg/L araliginda dogal bir derisime sahiptir. Bu
degerler canlilar icin zehirleyici etki yapabilmektedirler (Kostekei, 2017).

1.1.9. Demir

Insan viicudunda enzim ve proteinleri tamamlama gorevinde bulunan demir,
metabolik faaliyetler i¢in gereklidir. Ayrica solunum gazlarinin taginiminda gérev
almalarinin yaninda proteinlerde mecburi yapidir. Viicutta eksik miktarda demir alimi
hiicrelere oksijenin yeterli miktarda ulastirilmasini etkilerken, bagisiklik sistemi
zayifliklar1 ve halsizlik gibi etkilere sebep olmaktadir. Demir alimin fazla olmasi
durumunda ise zehirlenmelere ve hatta Sliime bile yol agmaktadir. insan viicudundaki
demir miktarmin 2/3’li kanda var olan hemoglobinin yapisinda bulunup, alyuvar
hiicrelerindeki proteinler oksijeni dokulara iletmektedir. Mikro elementlerden biri olan
demir yeryliziinde en fazla var olan elementler i¢inde 4. siradadir. Bitkilerin klorofil
sentezi yapabilmeleri i¢in minimum diizeyde de olsa demir almalar1 mutlak gereklidir.
Bitkiler tarafindan eksik miktarda alinan demir, klorofilin iyi bir sekilde olugmasini
engelledigi gibi kloroz hastaligina sebep olur. Demir eksikligi bitkilerin geng
yapraklarinda daha fazla goriiliip, yapraklarin agik sar1 renk almasina sebep olur.
Insanlarin yiyeceklerden aldiklari demir, dldiiriicii etki yapabilmesi igin insanin viicut
agirliginin 200 ile 250 mg/kg olmas1 gerekir. Zehirlenme semptomlar viicutsal agirlik

olarak 20 ile 60 mg/kg esigine ulagtiginda ortaya ¢ikmaktadir (Seven ve ark., 2018).
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2. ONCEKI CALISMALAR

Penicillium spp. oldukca kiigiik yapili ve agirliklarinin az olmasi sebebiyle
ortamlar aras1 gegisleri hava sirkiilasyonu ile gerceklesmektedirler. Buna bagh olarak
belli bir ortamda mevcut olan sporlar iklim, hava kaynakli faktorler ve ¢cevresel etkilere

bagl olarak farklilik gostermektedirler (Yilmaz, 2010).

Hasat edilen tiriinlere yaralardan ve dogal agikliklardan giris yapan Penicillium
expansum’un zararl etkilerinden korunmak i¢in liriinlerin muhafaza edilme sartlar1 ve
sevkiyatlar1 esnasinda yaralanmalara sebep olacak etkilerden kaginmak Onemli
derecede koruyucu etki yapmaktadir. Muhafaza edilmek {izere depolanmasi yapilan
tiriinlerde bozulmalar meydana getirdiklerinden hasat sonrasi organizmalar olarak ta

adlandirilmaktadirlar (Tiwari ve ark., 2011; HemaMoorthy ve Prakasam, 2013).

Agir metaller onemli cevre kirleticiler olup toksik etkileri sebebiyle artis
gosteren onemli ¢evresel sorunlarin basinda gelmektedir. Nikel (Ni), kadmiyum (Cd),
kursun (Pb), ¢inko (Zn), kobalt (Co), demir (Fe), krom (Cr), arsenik (As), glimiis (Ag)
ve platinden olusan agir metallerdeki yogunluklar kimyasal 6zelliklerine gore en

onemli etkendir (Nagajyoti ve ark., 2010).

Agir metaller dogada pargalanmis olan kayaclarin olugsmasinda bulunup, hizla
gelisen kentlesme orani ve sanayi sektorii agir metallerin atmosferdeki oranlarinda

artisa sebep olmustur (Asati ve ark., 2016).

Demir, kobalt ve ¢inko gibi agir metaller insanlarin sagliklari agisindan 6nemli
yere sahiptirler fakat asir1 miktarlarda alinmalar1 toksik etki olusturabilmektedir. insan
saglig1 i¢in gerekli olan agir metallerin (Mo, Mn, Cu, Zn ve Fe) hayvanlarin ve
bitkilerin biinyelerinde farkli fiziksel ve biyokimyasal olaylar1 gerceklestirdikleri
gozlemlenmistir (Chibuike ve Obiora, 2014; Rodriguez Eugenio ve ark., 2018).
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Kirlenmig topraklarda bulunan farkli agir metaller degisik tepkiler
gosterebildiklerinden  bitkilerin ~ karakteristik  yapilart  degerlendirildiginde
blinyelerindeki biriktirme kapasitelerine gore bitkilerde siniflandirma Ross (1994)
tarafinca yapilmistir (Sacristan ve ark., 2015). Diinya genelinde yetistirilebilen ve agir
metallerin biriktirilmesi konusunda Onciiliik eden bitkilerin basinda gelen marul (L.
sativa L.) bitkisi, sulardaki kirliligin yaninda toprak kirliliginin de ortaya
cikarilmasinda en O6nemli bitkisel indikatorler olarak kullanildiklart belirlenmistir

(Wolf ve ark., 2017; Priac ve ark., 2017).

Topraklarin kirlenmesi hususunda sanayi endiistrisinden kaynakli atiklar,
madensel atiklar, metal orani fazla olan benzin tiirleri ve boya maddeleri, tarim
arazilerinin yanlis yapilandirilmasi, kimyevi ve hayvansal giibrelemeler, bilingsizce
kullanilan pestisitler, atik sularin topraga karigmasi gibi farkli alanlarda yapilan
calismalar neticesinde agir metallerin 6nemli kirleticilerden biri oldugu anlasilmigtir

(Zhang ve ark., 2010).

Kursun, krom, c¢inko, arsenik, kadmiyum, civa ve nikel gibi agir metaller
lizerinde yapilan bazi calismalarda toprak tekstiiriinde asir1 miktarda bulunmalari
neticesinde metal kirliligine neden olmalarinin yaninda, fiziksel ve kimyasal olarak

zarar olusturabilecekleri gozlemlenmistir (Wuana ve Okieimen, 2011).

Atmosferden sularin biinyesine gecen agir metaller asir1 oranda seyrelmeye
ugramakta ve kismi olarak siilfat, siilfiir ve karbonat olarak kat1 bilesikler seklinde su
tabanina ¢okiip birikmektedirler. Ulkemizin énemli tuz rezervi olan Tuz Golii ve
civarlarinda bulunan kapali havzalarda gereken tedbirlerin alinmamasindan ve
diizensiz bir sekilde gdl havzalarinin oldugu bolgelerde yapilanmaya baslayan biiytik
capta sanayi isletmelerinden dolayr agir metal oranlar1 siirekli artmaya devam

etmektedir (Kahvecioglu ve ark., 2017).
Agir metaller, organik atiklar gibi olmayip biyolojik olarak parcalanamaz ve

canlilarin viicutlarinda birikime ugrayabilirler. Yapilan arastirmalarda agir metallerin

farkli yollar ile insan metabolizmasina gecebildikleri ve zehirli etkilerinin yaninda
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kanser hastaliginin da aralarinda bulundugu bircok hastalia sebep olduklari

belirlenmistir (Devi ve ark., 2011; Fu ve Wang, 2011).

Sanayi isletmelerinin ve niifus oraninin hizla artmasi hava kirliligine sebep
olmakla birlikte, bunun yaninda bir¢ok kentte saglik acisindan insanlar1 tehdit edici
durum haline gelmistir. Agir metallerden kaynaklanan hava kirliligi bilimsel acidan
onem kazanmis ve birgok arastirmaya konu olmustur. Yeryiiziinde bozulmaya
ugramadan yillar boyunca bulunabilen agir metallerin var olduklar1 ortamlarda
konsantrasyonlariin yillar igerisinde artmasi, varliklarini siirdiirdiikleri ortamlarin
risk oranlarinin tespit edilebilmesi yoniinden Onemli etkilere sahiptirler. Hava
kirliligine sebep olan agir metallerin atmosferde bulunma yogunluklarinin tespit
edilmesindeki en ©Onemli etken biyolojik indikatorlerdir. Trafik kalabaligindan
kaynaklanan egzoz gazlarindan ¢ikan agir metallerin igerik bakimindan
arastirtlmasinda Sarigcam (Pinus sylvestris) bitkisinin biyolojik indikatér olarak bu

calismada kullanilmasi planlanmistir (Cometen, 2019).

Fitoekstraksiyon olarak adlandirilan yapi, agir metaller nedeni ile bulasik olan
topraklarin, su birikintilerinin temizlenmesinde faydalanilan en 6nemli ve etkin olan
teknik fitoremediasyondur. Yaygin olarak ticari uygulamalarda kullanilabilecek en

onemli tekniktir (Sun ve ark., 2011; Mili¢ ve ark., 2012).

Gelisme ve biiyiimesi hizli olan bitkiler, kok yapis1 bakimindan agir1 yayilma ve
sacaklanma gosteren bitikler, koklerde biriken agir metallerin bitkinin iist kistmlaria
dogru iletilmesi, olumsuz hava sartlar1 ve gevre 6zelliklerine kolay adapte olabilen
bitikler, patojenlere ve zararl organizmalara karsi savunma mekanizmasi olan bitkiler,
ekilmeleri ve hasat edilmeleri kolay olan bitkiler fitoekstraksyon teknigine uygun

ozellikler barindiran bitkilerdir (Sakakibara ve ark., 2011; Shabani ve Sayadi, 2012).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez calismasindaki deneyler, Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesinde Bitki
Koruma Boliimii laboratuvarlarinda yapilmistir. Yapilan bu galisma igin fungal etmen
olan Penicillium expansum patojeni Dog. Dr. Murat DIKILITAS m stok kiiltiir
koleksiyonundan alinarak kullanilmigtir. Fungal patojen olan P. expansum
gelisebilmesi i¢cin PDA ortaminda kiiltiire alinmis olup yeterli miktarlarda elde

edilerek +4°C’de saklanmustir.

Hastalik etmeninin fizyolojik, morfolojik ve biyokimyasal yapisi s6z konusu
patojen i¢in fakli konsantrasyonlarda agir metallerden olan (nikel siilfat, kursun siilfat,
kursun nitrat, kadmiyum nitrat) igeriklerinin hastalik etmenin yayilisi lizerine etkileri

stv1 patates gelisme (PDB) ortami igerisinde arastirilmistir.

g0 4

Sekil 3.1. Penicillium expansum fungal etmeninin PDA ortam1 igerisinde gelismesi

Laboratuvar ¢alismalarinda faydalanilan nikel stilfat, kadmiyum nitrat, kursun
stilfat ve kursun nitrat i¢in (Negatif)-, PDB-, 50-, 100-, 150-, 200-, 250-, 400-, ve 500
ppm hacminde konsantrasyonlar olusturulmus ve bunlarin her biri ayr1 olacak sekilde

PDB ortamina aktarilip, elde edilen her konsantrasyon i¢in 3 tekerriir hazirlanmis olup
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negatif kontrol grubu i¢in saf su kullanilmistir. Ayrica pozitif kontrol grubu i¢in de
PDB igerigine sahip fakat calisma ile alakali kimyasal madde igerigi olmayan ortam
seklinde olusturulmustur. Calisma i¢in arastirilan fiziksel parametreler; fungusun
miselyal gelisim degerleri, toplam spor sayisi, pH degeri, EC degeri ve sivi hacmi
seklinde Olglimleri yapilmistir. Biyokimyasal parametreler ise melanin, proteaz ve

protein olup tesadiif parselleri deneme desenine gore 3 tekerriirlii olarak 6lgiilmistiir.

3.2. Yontem

Fungusun gelismesi amaci ile hazirlanan PDB (s1v1 besi ortami) oda sicakliginda
sabit tutulmustur. Boylece sivi ortama aktarilan fungusun fungal olarak gelisimi i¢in
olusturulan PDB ortami hazirlanmistir. Genel olarak 3 mm c¢apinda Penicillium
expansum’a ait fungal disk cork barer ile alindiktan sonra 50 ml patates dextrose broth
(PDB) igeren Petri kaplarina ortam sterilizasyonu saglandiktan sonra aktarilip karanlik

ortamda 8 giin boyunca inkubasyona tabi tutulmustur. Sekiller 3.2 ve 3.3.

Sekil 3.3. PDB ortamina gelismesi i¢in birakilan fungal etmen
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Cizelge 3.1. Patates dekstroz Broth (PDB)

icerik Konsantrasyon (g/L)
Kabugu alinip, dogranan patates 200
Glukoz 20

200 g agirhiginda olan patatesin kabuklar1t soyulup ve kiigiik parcgalara
ayrildiktan sonra, 1 litrelik saf su ile yarim saat boyunca kaynatilarak elde edilen
plire mira bezinden (Calbiochem) siizdiiriilmiis ve daha sonra 1000 ml olacak sekilde
saf su ilave edilerek igerisine 20 g glukoz eklenip 15 dakika boyunca 121.5°C’de
otoklavlanip sterilize islemi gergeklestirilmistir, Cizelge 3.1. Ortam igerisine
eklenen glukoz ile fungusun enerji almasmna yardimci olunmus ve farkli

konsantarsyonlarda bulunan agir metallerin fungal patojene etkileri gézlemlenmistir.

3.2.1. Toplam spor sayisi

Fungusun gelismesi icin inkiibasyonda bekletilmesinin ardindan spor
sayimlarin1 yapabilmek i¢in, her bir kiiltiirde bulunan fungusun koloni kiitlesi alinip
tipler igerisine aktarilmis misellerin homojen bir sekilde yayilmasini
gerceklestirmek i¢in tiiplerin vortex’te calkalanmasiyla spor hiicrelerinin 100 ml
soliisyon igerisinde homojen olacak bir bi¢imde dagitilmasi saglanmistir. Buradan
elde edilen spor siispansiyonundan 0.01 mm’lik hacimde koloni sayimlari
heamocytometer (Thoma) ile yapilmistir. Elde edilen sonuglar, 100 ml igerisinde

bulunan toplam spor olarak belirtilmistir.

3.2.2. Misel agirhg

Deneme sonucunda inkubasyonda 8. giinde sivi kiiltiirlerden elde edilen
misellere ait agirliklarin belirlenip, fungusa ait gilinliik orantili biiyiime oran1 (RGR)

asagida belirtilen formiil kullanilarak hesaplanmistir (Bakar ve Leblebici, 2021).
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RGR (Gun?) = [In (Misel yas adirhdi 8. glin) — in (Misel Yas adirlidi 0. giin)]
GUN

Misel yas agirligt 0. giin: 1n}<ﬁbasyonun 0. giiniinde hesaplanan misele ait yas agirlik
Miselin yas agirligi 8. giin: Inkiibasyonun 8. giiniinde hesaplanan misele ait yas agirhik

Sekil 3.4. Fungusun misel agirhigimin belirlenmesi agamalari (a) Sivi kiiltiirlerden elde edilen
misellerin siizdiiriilmesi (b) Fungusun misel agirliginin hesaplanmasi

3.2.3. Fungusun pH degerinin 6l¢iilmesi

PDB ortaminda farkli yogunluklarda (nikel siilfat, kursun siilfat, kursun nitrat,
kadmiyum nitrat) gelismesi i¢in bekletilen fungusun gelisme gosterdigi ortama ait pH
degerleri pH metre ile belirlenip, ortam igine eklenen kimyasallarin, ortamin pH’sina
etkisini ve fungal gelisim yOniinden degisiklik meydana getirip getirmeyecegi

hesaplanmustir.
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Sekil 3.5. PDB ortaminda pH 6lgiimlerinin yapilmasi

3.2.4. Funguslarda elektriksel iletkenlik (EC) degerlerinin belirlenmesi

Sivi ortamda (PDB ortaminda) degisik ortam yogunluklarinda (nikel siilfat,
kursun siilfat, kursun nitrat, kadmiyum nitrat) gelisime birakilan patojenin gelisim
gosterdigi ortama ait EC degerleri, EC metre (AD 31 EC/TDS) ile dlgiiliip elde edilen

Ol¢tim sonuglar ms/cm olarak belirtilmistir.

Sekil 3.6. PDB ortaminda EC 6l¢iimii

26



3. MATERYAL ve YONTEM Ahmet Sidar YAVUZ

3.2.5. Fungal etmenin gelisim gosterdigi ortamin protein iceriginin belirlenmesi

Cozilinebilir protein Olglimii; sivi ortam (PDB) igerisinde gelisim gdsteren
patojenlerden elde edilen supernatantlar (500 ul) sodyum fosfat ¢ozeltisiyle (1.0 ml,
pH 7.0) pestel ve mortar ile homojenize edilerek karistirilmis olup ve ekstrakt 10 000
g’de 10 dakika boyunca +4 °C’de santrifiijlenmesinden sonra olusan supernatanttan

Bradford (1976) metoduna gore protein okuma islemi gergeklestirilmistir.

Yapilan protein Olgtimii, Coomassie Brilliant Blue G-250 boya maddesi
kullanilip Bradford (1976) metoduna gore gergeklestirilmistir. Bu metoda istinaden,
20 mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 10 ml 95%lik ethanol icerisinde ¢oziindiikten
sonra solusyon 20 ml 85%’lik w/v fosforik asit ile (H3POs4) karistirildiktan sonra
tizerine saf su eklenerek 200 ml’ye tamamlanmuistir. Protein iceren drnekler (300 pl),
5 ml hacminde Coomassie Brilliant Blue reagent ile karistirilip 10 dakika ile 60 dakika
arasinda degisen siire zarfinda 595 nm’de spektrofotometre (Epoch spektrofotometre)

ile ol¢iilerek belirlenmistir.

Calismada yapilan protein 6l¢timii igin Bovine Serum Albumin (BSA) fraction
V standart protein olacak sekilde kullanilip ve 10-100 pg arasinda degisen protein
konsantrasyonlar1 (stok solusyon, 1 mg/ml) 595 nm’de Olgiilerek belirlenen linear
grafige gore Orneklerin protein degerleri hesaplandiktan sonra elde edilen 6l¢iim

sonuglar1 ise mg protein g misel agirlik seklinde agiklanmistir.
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Sekil 3.7. Protein igeriginin 6l¢iilmesi igin supernatantlara Coomassie Brilliant Blue eklenmesi

3.2.6. Proteaz aktivitesinin belirlenmesi

Calismada proteaz enzim Olg¢iimii; hiicre dis1 protease aktivitesi azocasein
tabanli amino asitlerin ve kiiglik peptitlerin fungal kiiltiirde agiga ¢ikmasi esasina
dayanarak caligilmistir. Bu ¢alisma i¢in, PDB ortaminda gelismesi saglanan
funguslardan alinan 20 pl supernatant, 1.5 ml hacmindeki Eppendorf tiiplerine
yerlestirilerek bu tiiplerin icerisine 150 ul Tris-HCI (pH 8.8) icerisinde hazirlanan, 1%
lik (w/v) azocasein eklenmistir (hacim, 120 pl). Daha sonra fungal gelisim ve
azocasein hidrolizi, tiiplerin oda sicakliginda (+ 23 °C) 60 dakika boyunca inkubasyon
islemine tabii tutulmasi ve proteolysis (hidrolize ugrayan protein) evresi, ortama 300ul
(10%, w/v) soguk trichloro acetik asit (TCA) eklenmesiyle bitirilmistir. Bu asamadan
sonra tiipler 15 000 g’de 10 dakika boyunca santrifujlenmesinin ardindan, 350 ul
supernatant alintp 30 pl 1 mol L NaOH ile karistirilarak ve yukarida anlatilan
santrifujleme isleminin bir defa daha yapilmasinin ardindan proteaz aktivitesi 440 nm
spektrofotometrede (Epoch spektrofotometre) 6l¢iiliip; elde edilen sonuglar, A440
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dakika™ mg protein olarak belirtilmistir (Girard ve Michaud, 2002; Dikilitas ve ark.,
2018).

Sekil 3.8. Proteaz aktivitesi analizine hazirlik asamalari (2) Proteaz 6l¢limiiniin yapilabilmesi igin
supernatantlar igerisine TCA (Trichloro acetik asit) eklenmesi (b) Supernatantlar i¢erisine azocasein
eklenmis son hali

3.2.7. Melanin Analizi

Melanin analizi ve oziitlenmesi Gadd (1982)’¢ gore yapilmaktadir. Gadd
(1982)’a gore melanin ekstraksiyonu ve analizi yapilmistir. Calismada belirtilen
fungusun besi ortamindan 300 pl alinarak Eppendorf tiipler icerisine aktarilan karigim
15 dakika boyunca 120 °C’de otoklav islemine tabii tutulmustur. Bununla birlikte,
alkalin pigment ekstrakti konsantre halde bulunan HCL1 ile asitlendirilmesi (pH) ile
melanin ¢okertilerek, olusan bu ¢okelti nemden ari ortamda 20°C'de bir gece boyunca
kurutulmaya birakilmistir. Melanin analizinin Spektrofotometrede okumasi amaciyla
kurumasi saglanan pelletler 1 ml NaOH (1 mol L?) igcinde 80 °C'de 180 dakika
boyunca ¢oziindiiriildiikten sonra 12 000 g'da 10 dakika boyunca santriflij islemi
yapildiktan sonra Supernatant yeni tiipler igerisine aktarilmis ve daha sonra absorbans

405 nm'de okunmustur.
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Sekil 3.9. Melanin analizi (a) Supernatantlara NaOH ve HCL eklenip hazirlanmasi (b) Olgiim igin
eppendorf tiiplerinin gece boyu bekletilme agamasi

Sekil 3.9. Supernatantlarin spektrofotometrede okutulmasi

3.2.8. istatistiksel Analiz

Yapilan caligmalarin istatiksel analizleri SPSS No. 23 ile varyans analiz (One-
way ANOVA) metodu ile belirlenmistir. Ortalamalar arasinda olusan farkliliklar
Duncan’s Multiple Range Test ile elde edilmistir. Istatiksel agidan 0.05 (p<0.05) olan

degerler 6nemli olarak kabul gérmiistiir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Fiziksel Parametreler

4.1.1. Fungusun miselyal agirhigi ve toplam spor sayisi

Penicillium expansum fungusunun farkli agir metal konsantrasyonlari igeren
ortamlardaki reaksiyonlarini belirlemek amaciyla inkiibasyonun 8. giinlinde spor
sayimi ve miselyal agirligi hesaplanmistir. Sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir. Bu
sonuglara gore P. expansum fungusu 0-500 ppm arasi artan agir metal
konsantrasyonlarina maruz kaldiginda hem miselyal agirligini hem de iiretilen spor
sayisin1 olumsuz yonde etkiledigi goriilmistiir. Bu belirgin etki hem spor hem de
miselyal agirlikta 100 ppm’den sonra kendini gostermistir. 100 ppm ve iizeri
konsantrasyonlarda misel agirlik minimal diizeyde gerg¢eklesmistir. Ortamda hi¢ besin
elementi olmadan gelisen fungus grubu (N= Negatif kontrol, saf su) gibi gelisim
gostermis bu durum yiiksek agir metal konsantrasyonlarinda fungal etmenin besin
elementini alamadig1 seklinde yorumlanmistir. Benzer sonuglar Levinskaite (2021),
tarafindan P. funiculosum fungusunda da tespit edilmistir. Fungal etmenin gelisim
geriligi gostermesini besin elementinin yeterli diizeyde alinamamasi ve asimile

edilememesine baglamistir.

Yine spor sayisina bakildiginda 100 ppm ve iizerindeki konsantrasyonlarda
fungal sporulasyon minimal diizeyde gerceklesmis ya da hi¢ gerceklesmemistir.
Benzer durum fungal sporulasyonun saf su ortamindaki sporulasyon gibi goriilmiistiir.
Yani ortamda besin igerigi olmadan birakilan fungal sporulasyonunun gelisememesi
ve ¢ogalmamasi gibi yiiksek agir metal konsantrasyonlarinda da fungal sporulasyon
herhangi bir gelisim gostermemistir. Fungal sporulasyonu miselyal agirlik ile gelisimi
paralel seyretmis hatta sporulasyonun agir metal konsantrasyonlarindan daha fazla
etkilendigi goriilmistiir. Benzer ifadeler Da Silva Junior (2018), tarafindan
Chaetomium aureum fungusunda miselyal agirlik ve sporulasyon karsilastirildiginda

da goriilmiistiir. Genel olarak sporulasyon kismi generatif ¢ogalma ile ilgili
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oldugundan en diisiik stres faktorlerinin generatif periyodu vejatatif periyottan daha

fazla etkiledigi bilinmektedir.

Agir metaller agisindan kiyaslama yapildiginda ise ¢alismada kullanilan agir
metallerin benzer toksik etkiye sahip oldugu sporulasyon ve miselyal agirlig1 benzer

etki mekanizmasi ile olumsuz yonde etkiledigi goriilmiistiir.

4.1.2. Fungusun EC ve pH degerleri

Fungusun agir metal i¢eren ortamlarda pH ve EC degerleri 6l¢iilmiis ve sonuglar
Cizelge 4.2°de verilmistir. P. expansum fungusunun pH ve EC degerleri farkli agir
metal konsantrasyonlar: incelendiginde pH degeri asidik bir yapiya doniligmiis ancak
artan konsantrasyonlarda agir metallerin pH degerini ciddi oranda degistirmedigi
goriilmiistiir. Ortamin pH’s1 artan konsantrasyonlarla birlikte hemen hemen aym
diizeyde asidik olarak kalmistir. Fungal etmen PDB icerisinde gelisim gosterdigi
ortami hafif asidik yapidan (pH= 6.4 - 5.4) asidik yapiya (pH= 4) donistirdigi
bilinmektedir. Bu durum, Capa (2022) tarafindan da ifade edilmis, fungal etmenin
gelisim periyodu boyunca bulundugu ortami kademeli olarak asidik yapiya
doniistiirdiigii tespit edilmistir. Capa (2022), asidik yapiya doniismede P. expansum’un
miselyal yapisi tarafindan ortama birakilan H* iyonunun pH’in asidik yapiya

donitismesinde etkili oldugunu ifade etmistir (Huang ve ark., 2021).

EC degeri de artan agir metal konsantrasyonlarda incelenmis ancak 50 ppm ve
tizeri konsantrasyonlarda ortamin elektriksel iletkenligini hemen artirdigi tespit
edilmistir. Artan agir metal konsantrasyonunun EC metrenin deger araliginin disinda
olmasindan dolayr 6l¢iim sonuglart 50 ppm’lik agir metal degerleri ile aym
bulunmustur. Dolayisi ile daha yiiksek orandaki EC degerleri 6l¢iilememistir. Burada
sunu ifade etmek Onemlidir; 50 ppm ve {izeri agir metal konsantrasyonlarinin
bulundugu PDB solusyonu seyreltilerek EC okumasi1 gergeklestirilebilirdi ancak bu
durumun elde edilen seyreltilme katsayisi ile EC degeri teorik olarak hesaplanabilir ve

¢ok daha yiiksek EC degerleri elde edilebilirdi. Ancak bu durum pratikte herhangi bir
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fayda saglamayacagi gibi fungusun EC degerlerinin diisiik dozdaki metal
konsantrasyonunda bile iist sinira ulastigr goriildiigiinden seyreltme yolu ile EC
belirlemesi yapilmamistir. Yani agir metal konsantrasyonu fungal miselyal yapinin
elektron dengesini bozmus ve elektriksel iletkenligini olumsuz yonde geri
doniilemeyecek sekilde etkilemistir. Bu konsantrasyonlarin miselyal gelisim sirasinda
fungal misellerinden ¢ikan H* iyonunu da etkiledigi gortildiigiinden yine ortam benzer
sekilde minimal pH seviyesi ile devam etmistir. Dolayisi ile dlgiilebilinen degerdeki
pH ile oOl¢iim araligi disindaki elektriksel iletkenlik fungal gelisimi diisiik
konsantrasyonlarda bile etkilemis ve minimal diizeyde fungal gelisim ger¢eklesmistir
(Joo, 2012).
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cizelge 4.1. Farkli ortamlarda (nikel siilfat, kursun siilfat, kursun nitrat, kadmiyum nitrat) gelisen P.

expansum ’un fizyolojik parametreleri
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cizelge 4.2. Farkli ortamlarda (nikel siilfat, kursun siilfat, kursun nitrat, kadmiyum nitrat) gelisme

gosteren P. expansum "un fizyolojik parametreleri
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4.2. Biyokimyasal Parametreler

4.2.1. Fungusun gelistigi ortamin protein icerigi ve protez aktivitesinin

belirlenmesi

Farkli agir metal konsantrasyonlarindaki P. expansum fungusunun proteaz ve
protein igerigi incelenmistir. Sonuglar Cizelge 4.3’te ifade edilmistir. Kursun siilfat ve
kursun nitrat ile ilgili veriler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ancak
kadmiyum nitrat ile ilgili yapilan ¢aligmalarda proteaz enzim igerigi nikel siilfat igeren
ortamlarda 100 ppm’den sonra ciddi diisiis gerceklesmis, kadmiyum nitratta ise 50
ppm’den sonra Onemli bir disiis goézlemlenmistir. Madhi (2022), tarafindan
funguslarda yapilan ¢alisgmada Pb ve Cd agir metallerinin proteaz enzim aktivitesinin
agir metal konsantrasyonlarindan etkilendigini ve enzim aktivitesinde diisiise neden

oldugu gozlemlenmistir.

Protein igerikleri agisindan bakildiginda ise biitiin ortamlarda fungal etmenler
protein iretme yetenegine sahip olmuslar ancak protein igerigi istatistiksel olarak
anlamli  bulunmamigtir. Chakraborty (2014), tarafindan Aspergillus foetidus
fungusunda yapilan ¢alismada protein igeriginde azalma tespit edilmistir. Bizim
calismamizda ortama verilen protein igeriginin fungal etmen tarafindan sentezlenen
protein oldugu bilinmekte ancak bu proteinin savunma proteini mi yoksa miselyal
proteininin toplam proteini mi oldugu tespit edilmemistir. Yani fungal proteinin yapist
hakkinda bir ¢alisma yapilmamistir ancak metabolit sentezinden proteinlerin stres
altinda da aktif oldugu fakat yiiksek konsantrasyonlarda sadece proteinin varligi

belirlenmis ancak bunun canlilikla ilgisi tespit edilememistir.

Buradaki enzim olgtimleri miseller tarafindan ortama verilen hiicre dis1 enzim
oldugu i¢in minimal diizeyde gerceklesen miselyal gelisimin yeterli diizeyde
olmamasindan dolayr 100 ppm’den sonra miselyal gelisim olmadig: i¢in enzimsel

gelisim de olmamustir.
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4.2.2. Fungal etmenin melanin degerleri

Fungusun melanin igerigi farkli agir metal konsantrasyonlarinda Slgiilmiistiir.
Ortama birakilan melanin igerigi 50 ppm seviyesinde biitiin agir metal
konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak 6nemli bir artig gdstermistir. Bu artis 150 ppm
seviyesine kadar yiiksek derecede devam etmistir. Daha sonra melanin sentezi minimal
diizeyde gerceklesmistir (Cizelge 4.4). Gadd (2021), tarafindan Aureobasidium
pullulans ve Cladosporium resinae funguslari iizerine yapilan bir ¢alismada bakir
igeren kiiltiirlere melanin eklenmesi toksisitede bir miktar azalmaya neden oldugu

tespit edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA
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gosteren P. expansum *un gelistigi ortamin protein igerigi (fungusun ortama biraktigi

protein igerigi) ve proteaz seviyeleri
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Cizelge 4.4. Farkli ortamlarda (nikel siilfat, kursun siilfat, kursun nitrat, kadmiyum nitrat) gelisme

gosteren P. expansum “un gelistigi ortamdaki ortama birakilan melanin seviyeleri
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Penicillium expansum fungusu agir metal konsantrasyonlarindan olumsuz yonde
etkilenmis, artan agir metal konsantrasyonlarinda P. expansum’un miselyal agirligi ve
sporulasyonu minimal diizeyde gergeklesmistir. Calismada kullanilan agir metaller
acisindan (etki mekanizmasi) herhangi bir fark goriilmemis, biitiin agir metaller benzer
toksik etkiye sahip olmustur. Fungusun agir metal konsantrasyonlarinda strese girdigi
ve toksik etki belirgin bir sekilde goriilmiistiir. Ancak 100 ppm ve iizeri agir metal
konsantrasyonlarindan sonra tolerans yetenegini Kaybettigi goriilmiistiir. Hatta elde
edilen sonuglara gore 100 ppm’e kadar ki konsantrasyonlarda sporulasyona devam
ettigi bilindiginden g¢evre kirliligi ve agir metal toksisitesini belirli bir diizeye kadar
tolere edebilecegi hatta bu konsantrasyonlarda adapte kabiliyetini gelistirebilecegi 6n

gOriilmiistiir.

Fungusun geligimi ile birlikte ortam pH’sinin diistiigli agir metallerin pH’sinin
diismesine ciddi katki sagladig ve elektriksel iletkenligin arttig1 goriilmiistiir. Yine bu
sartlarda 100 ppm’e kadar gelisim gostermistir. Fungusun asidik sartlarda da
enfeksiyon yapabilecegi degerlendirilmistir. Agir metal konsantrasyonlarinda protein
icerigi anlamsiz bulunmustur. Proteaz enzimi ve melanin ise 100 ppm’den sonra diisiis
gostermis bu durum fungusun hem enzim hem de stres metabolitlerini daha fazla
sentezleyemedigi anlamina gelmistir. Bu veriler ile fungusun 100 ppm’e kadar

rahatlikla tolere edebilecegi saptanmistir.
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