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Bu calisma ileseptoria yaprak leke hastaligi etmeni Zymoseptoria tritici (Desm. Quaedvlieg &
Crous)’ye ait 4 izolatin farkh sicakhk kosullarinda (4-, 15-, 25-, 30-, 35°C) fizyolojik (birim
alandaki spor yogunlugu, miselyal gelisim ve birim hacimdeki spor sayisi) ve biyokimyasal
(protein, prolin, proteaz, melanin ve malonadialdehit) degisimleri incelenmistir. Sicakhk
degerleri optimum (25°C) degerden uzaklastikca patojenin fizyolojik ve biyokimyasal
degerlerinde degisimler tespit edilmistir. Birim alandaki spor yogunlugu, ortalama blyiime
¢ap! ve birim hacimdeki spor sayisinda azalma olmustur(P<0.05). Yuksek sicaklikta (30-, 35°C)
patojene ait protein miktari azalmis, prolin, proteaz, melanin ve malonadialdehit (MDA)
degerlerinde ise artis gorlUlmustir. Buna bagl olarak fungus izolatlari arasinda gelisme
olustugu saptanmistir. Patojenin CU100StA4 nolu izolati birim alandaki spor yogunlugu,
ortalama buyime c¢apl, birim hacimdeki spor sayisi ve Urettigi proteaz miktari itibari ile diger
izolatlardan pozitif olarak ayrismistir. Patojenin CU107StH110 nolu izolatinin prolin, melanin
ve malonadialdehit degerleri, diger izolatlardan daha yiksek ¢ikmistir. Yiksek sicaklikta (30-,
35°C) proteaz enziminin Uretilmesi ile uygun nem kosullarinda fungusun virllensliginin devam
edebilecegi gozlemlenmistir. Fungusun proteaz enzim Uretimi ile misel uzunlugu, protein ve
prolin miktarlari arasinda pozitif bir iliski oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler:Zymoseptoria tritici, Sicaklk, Proteaz, Melanin, Malonadialdehit (MDA)

ABSTRACT

In this study, 4 isolates belonging to septoria leaf spot disease [Zymoseptoria tritici (Desm.
Quaedvlieg & Crous)] fungus and physiological (spore density per unit area) under different
temperature conditions (4-, 15-, 25-, 30-, 35 ° C) micellar growth and the number of spores
per unit volume) and biochemical (protein, proline, protease, melanin and malonadialdehyde)
changes were investigated. Spore density per unit area, average growth diameter and number
of spores per unit volume decreased. Proline, protease, melanin and malonadialdehyde (MDA)
values increased, while protein content of the pathogen decreased at high temperature (30-,
35°C).Accordingly, it has been determined that there are differences in growth among the
fungus isolates. The isolate numbered CU100StA4 of the pathogen was found to be higher
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than the other isolates in terms of spore density per unit area, average growth, diameter, number of spores per unit volume

and the amount of protease produced. Proline, melanin and malonadialdehyde values of the isolate of the pathogen no.

CU107StH110 were higher than the other isolates. It was observed that the presence of protease enzyme at high

temperature (30-, 35°C) and the virulence of the fungus could continue under suitable humidity conditions. It has been

evaluated that there is a positive relationship between fungus protease enzyme production and micelle length, protein and

proline values.

Key Words:Zymoseptoria tritici, Temperature, Protease, Melanin, Malondialdehyde (MDA)

Giris

Bugdaylarda riin kayiplarina neden olan
septoria yaprak lekesi etmeninin (Zymoseptoria
Afrika, Yakin
Avustralya ve Orta Amerika'da yaygin oldugu ve

tritici) Avrupa, Dogu, Asya,
zaman zaman epidemi yaptig bildirilmektedir
(Goodwin ve ark., 2011). Z. tritici, bugday verim
oranini % 30 ila 50 azaltmakta, bu nedenle,
kiresel gida guvenligi icin bir tehdit olarak
gorilmektedir (Sidhu ve ark., 2015). Z. tritici‘nin
neden oldugu hastaligin Turkiye'de yaygin oldugu,
Bremer ve ark. (1948), iren (1962) tarafindan
aciklanmistir.  Ulkemizin  biitiin
yaygin
cesitlerde dnemli kayiplar yapabilecek potansiyele

sahip oldugu bildirilmistir (Bora ve Karacal970;

bolgelerinde

oldugu, uygun kosullarda, duyarh

Egerci ve ark., 2020). Son yillarda ulkemiz ve

diinyada, yabanci kokenli bugday c¢esitlerinin
uretimi ile hastalik 6énemini daha da arttirmis
kislik bugdaylarda %40'lara varan diizeylerde lirlin
kayiplarina neden olmustur(Zhan ve ark., 2016).

Bu hastalik ile micadelede bir¢ok koruyucu
fungisit onerilmesine karsin, pratikte ekonomik
degildir. Bu nedenle kiltiirel énlemlerin yani sira
dayanikli cesitlerinde yetistirilmesi gerekmektedir
(Torriani ve ark., 2009). Hastalik etmeni, asiri
glibreleme vyapilan ve genis yaprak olusturan
cesitlerin  yetistirildigi yerlerde 6nemli {riin
kayiplarina neden olmaktadir. Ana konukgusu
bugday olmakla beraber arpa ve cayir bitkilerinde
de gorilmekte, aniz, tohum, kendigelen bugday
ve bugdaygiller bu fungal etmenin inokulum
kaynaklarini olusturmaktadir (Kurt, 2016).

Guo ve Verreet (2008), Z. tritici’'nin izolatlarn
Uzerine ortam, i1stk ve pH’nin etkilerini in vitro
kosullarda test etmisler, test edilen izolatlarin

konidi Uretiminde farklh karakterler sergiledigini,
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malt-maya 06ziti ortamindan 1.82x10° konidi
plakal dretildigini ve karanhk kosullarda konidi
olusumun 6nemli 6lglide azaldigini bildirmislerdir.
Konidinin ¢gimlenme ve ¢im tlpu blylmesinin ise
30°C'de azaldigini belirlemislerdir. Saidi ve ark.
(2012), kati ortam (YMDA, maya 0zl, malt 6z,
dextros, agar) ve sivi ortamlarda (YMB, maya 6z,
malt o6zl, glukoz, 1 litre saf su)Z tritici'nin
olusturdugu spor miktarini verimlilik acisindan
kaltar

ortamlarini 18 ve 20°C’de 12’ser saat karanlik/isik

degerlendirmisler,  inokule  edilmis
ortaminda 4-6 gin bulundurulduktan sonra sivi
ortamin 2 kat daha fazla spor Urettigini rapor
etmislerdir. Bu durum fungus etmeninin uygun
nem ve sicaklik durumunda c¢ok daha fazla
gelisebilecegini ortaya koymustur. Zhan ve ark.
(2016), ise koloni ve miselyal gelisimin viriilenslik
ile uyumlu oldugunu aralarinda pozitif bir
korelasyon oldugunu ispat etmislerdir. Mustafa
(2020), Z. tritici patojeninin Turkiye'de eseyli
olarak Ureme ve yagmur sicramasiyla dagilan
asekstiel sporlarla yayihmin yani sira askosporlarla
da yayildigl
dogrulamaktadir. Eseyli genetik rekombinasyon,
Z

cikarici potansiyeline sahip oldugunu bildirmistir.

hava yoluyla hipotezini

tritici'nin daha virllentpatotiplerini ortaya

Materyal ve Metod

Adana,
illerinden

Kahramanmaras, Hatay ve Mersin

elde edilen Zymoseptoria tritici
patojenine ait izolatlar, Cukurova Universitesi
Ziraat Faklltesi Bitki Koruma BoOlUimi 6gretim
Uyesi Prof. Dr. Mukaddes KAYIM ve Zir. Yiik. Mih.
Gulsim UNAL'In kiltir koleksiyonlarindan temin
edilmistir. Patojen izolatlarinin tanisi mikroskobik
ve molekiler analiz yéntemleri kullanilarak Unal

ve ark., (2017) tarafindan yapilmistir. PDA Petri
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ortaminda gelistirilen izolatlar izole edildikleri
illere gore, Adana: CU10StA4, K.Maras:
CU112StK239, Hatay: CU107StH110 ve Mersin:
CU1025tM34 olarak adlandirilmistir. izolatlar Petri
kaplarinda inokule edildikten sonra sirasi ile A4,
K239, H110 ve M34 olarak kisaltiimistir. izolatlar 4
tekerriir olacak sekilde farkh sicakliklarda (4-, 15-,
25-,30 ve 35°C) tesadif bloklari deneme desenine
gore inkiibatorde inklibasyona birakilmislardir.

Fungal sporulasyon
Farkl
fungus izolatlarinda spor sayimi icin, 10-, 20 ve 30.

sicaklhklarda inkubasyona birakilan
glinlerde fungus kolonilerinden birer adet fungal
disk (5 mm c¢apinda) alinarak (3 tekerrr) tiplere
konmus ve 1 ml su iginde sporlar ayristirildiktan
sonra tlpler vibratorde c¢alkalanarak sporlarin
homojen bir sekilde suda dagiimasi saglanmistir.
Elde edilen spor sispansiyonundan 10 pl’lik bir
hacim alinarak heamocytometreizerinde g1k
mikroskobu (SOIF B203, 10x40 bilyitme) altinda
fungal sporlar sayilarak spor yogunlugu birim

alanda (mm?) spor ml* olarak ifade edilmistir.

Fungaletmenin protein igeriginin belirlenmesi
Petri
ortaminda gelismeye birakilan fungal kiltirlerden

Cozunebilir  protein  o6lcimd  icin
Petri kaplarina dokiilen 10 ml steril su ile miseller
yuzeyden kazinarak yaklasik 0.1 g agirhginda misel
elde edilmis, bu kiitle fosfat buffer ¢ozeltisinde
(pH 7.0) havan ve havaneli ile homojenize
edilerek, 10000 g de 10 dakika sire ile 4°C'de
santriftj edilmistir (Dikilitas ve ark., 2010). Elde
edilen supernatant’tan Bradford (1976)'a gore
protein okumasi yapilmistir. Bu metoda goére, 100
mg Coomassie Brilliant Blue G-250, 50 ml 95%'lik
etanol icinde ¢ozlindikten sonra solusyon 100 mi
85% lik w/v fosforik asit ile (H3POa4) karistirilip, saf
su ile 1 litreye tamamlanmistir. Daha sonra 10-
100 ug arasinda protein iceren érnekler (100 pul), 5
ml hacminde Coomassie Brilliant Blue reagent ile
karistirilarak 10 dakika ile 1 saat arasinda degisen
sire icinde Olcllmistir. Protein 06lgiminde
Bovine Serum Albumin (BSA) Fraction V standart
protein olarak kullanilmis ve 10-100 pg arasinda

degisen protein konsantrasyonlari (stok solusyon,
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1 mg ml?) 595 nm’de 6lgllerek elde edilen linear

grafise gbre Orneklerin  protein degerleri
belirlenmistir. Ornek okumalari
spektrofotometrede (Shimadzu: UV-1800)

gerceklestirilip, sonuglar mg protein mg?! misel
agirhk olarak ifade edilmistir.

Proteazaktivitesi

Proteaz enzim 6lciimi icin hicre disi protease
aktivitesi azocasein tabanli amino asitlerin ve
kiigik peptitlerin fungal kiltirde agiga ¢ikmasi
esasina dayanarak yapilmistir. Bunun igin, PDA
ortaminda gelistirilen funguslardan alinan 3 mm
¢apinda bir fungal disk, ortamdan bir cork-borer
yardimi ile kesilerek bir pipet ucu ile alinmis, 1.5
ml hacmindeki Eppendorf tiplere yerlestirilmistir.
Bu tiplere 120 ul hacimde 50 mM Tris-HCl (pH
8.8) icinde hazirlanan, 1% lik (w/v) azocasein ilave
edilmistir. Azocaseinin pargalanmasi igin, tlpler
oda sicakhiginda 1 saat inkube edilmis, reaksiyon
300ul (10%, w/v) soguk trichloro acetik asit (TCA)
ilavesi ile sonlandirilmistir. Daha sonra 15000g de
10 dakika santriflj isleminden sonra, 350 upl
alinarak 300ul 1M NaOH
karistinllip ve bir kez daha yukarida bahsedildigi

supernatant ile
gibi santrifuj islemi yapilmis, proteaz aktivitesi 440
nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Shimadzu: UV-1800) 6lcilmistir. Sonuclar, A440
dak! mg protein™? olarak ifade edilmistir (Girard
ve Michaud, 2001;Dikilitas ve ark., 2018).

Prolin él¢iimi

Prolin icerigi kismen modifiye edilerek Bates ve
ark.,(1973) yontemine gore belirlenmistir. Protein
asamasinda elde edilen sollisyon, prolin analizi
icin de kullanilmistir. Elde edilen supernatant, 2
ml ninhidrin(1.25 g Ninhidrin, 30 ml Glacial asetik
asit, 20 ml 6 mol L* fosforik asit) test tipiinde
100°C'de 1
ortama alinip 5 ml toluen eklenerek tupler
calkalanmis (15-20 sn), 20 dakika bekletildikten
sonra tlplerdeki karisimin iki tabakaya ayrilmasi

saat kaynatilmistir. Sonra buzlu

saglanmistir ve 515 nm toluen kontroliine karsi
Standart
hazirlanmis olan L-prolin soltisyonu kullaniimistir.

okutulmustur. olarak Onceden
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Malonadialdehit (MDA) analizi

Malonadialdehit analizi igin modifiye edilmis
Karakas Dikilitas(2013); Sariam ve Saxena (2000),
yontemleri kullanilmigtir. Buna gore 3 adet fungal
disk (5 mm) PDA ortamindan alinip, 2 ml trichloro
asetik asit (TCA) icinde homojenize edilmis 12000
g’de 10dakika santriflij edilmistir. Elde edilen
supernatant(l ml), 4 ml %0.5 thiobarbutonik

MDA(nmolgmisel)=

ekstrakt hacmi(mi)x f{As32-Ae00)/(155mM’? Cm_l)]xl 03

asetik asit iceren %20’lik TCA ile 95°C’'de 30 dakika
kaynatilmistir. Daha sonra hizla buz banyosu
yapilarak sogutulmustur. MDA konsantrasyonu
532 ve 600 nm’de spektrofotometre (Shimadzu:
UV-1800)
yapilarak asagidaki formile goére hesaplanmistir.
Blank kontrol olarak % 0.5 TBA kullaniimistir.

cihazinda absorbans okumalarn

Ornek miktari(g)

Melaninanalizi

Melanin ekstraksiyonu ve analizi Gadd (1982)’a
gore yapilmistir. Yaklasik 1 gram miselyum, Petri
kaplarindan kazinarak, 5 ml saf su icinde 5 dakika
kaynatilip santriflj edilmistir (5 000 g, 5 dakika).
Daha sonra miseller yikanip, tekrar santrifQj
edildikten sonra 120°C'de 20 dakika sireyle 3 ml
(1 mol L) NaOH ile otoklav edilmistir. Bunu
takiben, alkalin pigment ekstraktinin konsantre
HCl ile asitlendirilmesi ile melanin ¢oékertilmistir.
Cokelti damitilmis suda Ug¢ kez yikanip daha ileri
analiz icin nemden arindirilmis kosulda bir gece
20°C'de
Spektrofotometrik analiz igin kurutulmus pellet 1
ml (1mol L) NaOH icerisinde 80°C'de 2 saat
slreyle ¢ozlindirdlip ardindan 12,000 g'de 10
dakika
tiplere aktarilmis ve absorbans 405 nm'de

boyunca kurutulmustur.

santrifiij edilmistir. Slpernatant vyeni

Olgllmustdr.

Verilerin degerlendirilmesi ve analizlerin yapilmasi

Veriler tek yonli varyans analiz yontemi
(ANOVA) kullanarak Tukey’s Test Yontemi ile
analiz edilmistir. Gruplar arasindaki farklar P <
0.050 den
bulunmustur. Veriler ayrica Ortalama + Standart

disik oldugu zaman Onemli
hata (SH) olarak ifade edilmis, istatistik analizler
SPSS veri analiz paket programi (2013 IBM Statics

for Windows Version 22.0) yardimi ile yapilmustir.

Aragtirma Bulgularn ve Tartisma

Spor sayisi
Fungal izolatlarin gelisimi, sicaklik artisindan

olumsuz etkilenmis spor (Uretiminde azalma
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(1)

meydana gelmistir. En ylksek spor verimi 15 ve
25°C’ de elde edilmistir. DUstk sicakhktaki (4°C)
spor uretimi ylksek sicakliktaki (30-, 35°C) spor
Uretiminden daha fazla bulunmustur. Spor Uretimi
(15-, 25 °C)
uzaklastik¢a olumsuz etkilenmekle beraber yliksek

optimum sicaklik kosullarindan
sicakhktaki etkileri daha fazla olmustur. Hatta
fungal gelisim 35°C’den sonra tamamen inhibe
edilmistir.

Fungal izolatlar karsilastirildiginda, bdtin
izolatlarin 1 ay icinde (35°C harig) test edilen tim
sicakliklarda gelisme gosterdigi tespit edilmis, 1
spor artis

gortlmisttr. Bitln izolatlar 4-, 15°C arasinda

aylik stire zarfinda Uretiminde

birim hacimde (mm3) vyiksek sporulasyon
vermislerdir (2.8x10° -, 13.8x10° spor ml*mm3).
Bu izolatlardan CU100SA4 izolati 4°C’de en yiksek
sporulasyona ulasan izolat (13.8x10° spor mlI*mm-
3) olarak kaydedilmistir (Sekil 1). Genel itibari ile
izolatlar arasinda en dislik sporulasyon
kapasitesine sahip CU112SK239 ve CU107StH110
izolatlari hem dusik (4,-15°C) hemde yiiksek
(30°C) sicakliklarda dislik sporulasyon vermis
olmasina olusturabilecek

ragmen enfeksiyon

Uretiminde  bulunmuslardir.
15°C (zerindeki
disuk
fungal

kapasitede spor
Genel olarak batin izolatlar,
sicakliklarda  sporulasyon  agisindan
bu

etmenin serin kosullarda daha etkin olabileceginin

performans sergilemisler durum
kriteri olarak degerlendirilmistir.

Benzer sonuglar Saidi ve ark. (2012),tarafindan
da rapor edilmistir. YMDA (maya 06zi, malt 6zQ,
dextrose agar) ortamindaZ. triticisporlarinin 18°C
20°C'de
belirlemislerdir. Chungu ve ark. (2001), ise nemli

ve yiksek oranda dretildiklerini
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periyot siuresini uzatip sicakliklari 18°C’den
20°C'ye  g¢ikardiklarinda ettikleri  spor
miktarini 1x10® spor mlYden 1x107 spor ml¥ye
Kaltir katki

maddeleri Z. tritici’'de spor Uretimi lizerinde etkili

elde

cikarmiglardir. ortamlarindaki
bir faktordar. Kiltir ortamlarinin sporulasyon
verimini sicaklik, 151k ve pH gibi diger faktorlerde
etkilemektedir 2008). Patojen
izolatlarinin sicakliklara farkh tepkiler verebilmesi,

(Guo ve ark.,

patojene karsi alinacak kiltiirel 6nlemler icin
onemlidir. Ayrica gelistirilecek dayanikli bugday
cesitleri, agisindan yulksek sicaklik ya da distk
sicakliklar patojenin enfeksiyon kabiliyeti Gzerinde
blylik o6nem arz ettiginden, ortam sicakhginin
artmasinin tek basina etkili olamayacagi, ortamda
nem oldugu durumlarda spor Uretiminin artarak
devam edecegi rapor edilmistir.

izolat CU 1075tH110 izolat CU 1125K239
solate CU 107 StH110 fsolate CU 112 5tK239
14
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Sekil 1. Z tiritici izolatlarinin spor Gretimi
Figure 1. Spor production of Z.tritici isolates

Fungal etmenin protein iceriginin belirlenmesi
Z. tritici izolatlarinin protein icerikleri sicakhk

kosullarina  bagh olarak yine sporulasyon

asamasinda oldugu gibi degisim gostermistir.
Serin kosullarda (4°C’de, 0.59-0.85mg glyas misel
agirlik; 15°C’de 0.75-0.87 mg glyas misel agirlk)
Z. triticiizolatlari sirasi ile sporulasyon verilerinde
oldugu gibi en vyiksek protein sentezini
gerceklestirmislerdir. Ancak sicakhigin artisi ile

protein sentezinde duslis gortlmustir. Bitin
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izolatlar ortam sicakligi 20 ve 30°C’'ye ulastiginda
protein sentezi serin kosullara gbére 6nemli oranda
dismus(25°C’de 0.57-0.63mg glyas misel agirlik),
sicaklik artisinin 30°C’ye ulasmasi ile bu degerler
onemli Olcide (p < 0.05) dusmustir (Cizelge 1).
Fungal bulunan

proteinlerin stres altinda savunma mekanizmasi

patojenlerin  yapisinda
bir rol
oynadigl bilinmektedir (Paper ve ark., 2007).
Patojen funguslarin proteinleri, enzim sentezi ve

ve virllenslik derecesi Uzerinde etkili
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benzer metabolizma faaliyetleri icin onemli
oldugundan, enfeksiyon sireglerinin baslatiimasi,
hastalik siddetinin belirlenmesinde ve olusan
bircok reksiyonda anahtar rol oynamaktadir
(Wawra ve ark., 2013).
sicakliklarda (15°C ve 25°C) nemli periyotlarin

Patojenin  dusuk

uzun sirmesi durumunda yuksek Grtin kayiplarina

neden oldugu bildirilmistir (Chungu ve ark., 2001).
Yiksek sicakliklarda (25°C ve 30°C) patojenin
protein icerigi azalmakla beraber in vitro ortamda
gelisimini slrdirdtGga gorulmugstir. Kurakhk ve
sicakhga karsi gelistirilecek dayanikl gesitler igin
patojenin bu yoninin dikkate alinmasi blylk
Onem arz etmektedir.

Cizelge 1. Farkh sicakliklara maruz kalan Zymoseptoria tritici patojeninin protein verileri
Table 1. Protein contens of Zymoseptoria triticipathogen exposed to different temparatures

mg Protein ( g Misel agirhgr?)

Z.tritici izolatlar 4c° 15C° 25C° 30cC° 35C°
Z.tritici isolates

CU112StK239 0.60 + 001c 0.83 + 006a 0.6 +0.04a 0.56 £ 0.02b 0
CU102S5tM34 0.89 + 001b 0.87 £ 0.06a 0.57 £ 0.04a 0.53 +£0.02b 0
CU107StH110 0.71£0.01b 0.75 £ 0.06a 0.59 £ 0.04a 0.55 £ 0.02b 0
CU100StA4 0.8 5+ 001a 0.75 £ 0.06a 0.63 £ 0.04a 0.59 £ 0.02a 0

Proteazaktivitesinin belirlenmesi

Patojen funguslar enfeksiyon stratejisi olarak
bitkinin hicre duvarlarini tahrip edebilen enzimler
salgilamaktadir.  Yalnizca canlilar tarafindan
sentezlenebilen protein yapisinda olan enzimler,
hiicre igerisinde meydana gelen tepkimeleri
diizenleyen biyolojik katalizérlerdir (Dikilitas ve
ark., 2018). Funguslarin gelisimi ve savunma
mekanizmalari  lzerinde 6nemli bir etkiye
sahiptirler (Poussereau ve ark., 2001). Bu
enzimlerden bazilari, selllazlar, pektin liyaz, B-
galaktosidaz ve proteaz gibi enzimlerdir. Patojen
salgiladigi bu enzimler sayesinde bitki dokulari
arasinda gelisimini kolaylastirir (Hegedus ve
Rimmer, 2005).

etkilesiminde 6nemli bir konuma sahiptir. Birgok

Proteazlar bitki-patojen
enfekteli bitki dokularinda proteaz enzimleri
tespit edilmistir (Ocvirk ve ark., 2020). Proteazlar
ile virllenslik arasinda pozitif dnemli bir iliski
oldugu ortaya konmustur (Dikilitas ve ark., 2018).

Bu bakimdan normal degerlerinin altinda ya da
Ustlinde elde edilen degerler fungusun savunma
ve virllenslik mekanizmasi hakkinda énemli bir
yere sahiptir (Rollins, 2003; Dikilitas ve ark.,
2010).

Z. tritici izolatlarinin (35°C hari¢) maruz
birakilan butin sicakliklarda proteaz enzimini
sentezlendigi gorulmustir (Cizelge 2). Genel
olarak patojen funguslarin proteaz seviyesi
onlarin virllenslik durumlari ve patojenisite
durumlari ilgili bulunmustur (Cotton ve ark., 2002;
Dikilitas ve ark., 2018). Dolayisi ile test edilen
bitln sicakliklarda patojenin proteaz aktivitesinin
tespit edilmis olmasi, patojenin izolatlarinin
ylksek sicakliklarda da virtlenslik
gosterebilecegini ortaya koymustur. Bu durum
irklarin sicakliga adaptasyon yetenegi gostererek
bitkileri enfekte edebilme potansiyeline sahip

oldugunu gostermektedir (Dikilitas ve ark., 2010).

Cizelge 2. Farkli sicakliklara maruz birakilan Zymoseptoria tritici izolatlarinin proteaz aktivitesi
Table 2. Protease activity of Zymoseptoria tritici isolates exposed to different temperatures

A440 dak mg protein?

Z.tritici izolatlar! 4°C 15°C 25°C 30°C 35°C
Z.tritici isolates

CU112StK239 0.13+0.02 a 0.15+0.02a 0.11 +0.02a 0.12+0.02 a 0
CU102StM34 0.15+0.02 a 0.1210.03a 0.124+0.02 a 0.14+0.03 a 0
CU107StH110 0.12+0.02 a 0.1110.03a 0.10+0.03 a 0.14+0.03 a 0
CU100StA4 0.12+0.02 a 0.15+0.03 a 0.14+0.03 a 0.15+0.02 a 0
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Prolindegerlerinin él¢timii

Fungal izolatlarin virllenslik derecesini tespit
etmek igin kullanilan proteaz aktivitesi yaninda,
etmenlerin stres durumunu belirlemek igin prolin
ve melonadialdehid olgcimleri de yapilmistir.Bir
amino asit olan prolin, fungusun etkisinde kaldigi
sicaklik  faktérine karsi

dogrudan belirleyici

olmasa bile stresin seviyesi hakkinda 6nemli

ipuclari vermektedir (Karakas ve Dikilitag, 2013).
Z. tritici izolatlari genel itibari ile 30°C'de diger

sicaklik  degerlerine  gore  yiksek prolin

sentezlemisler, izolatlar arasinda o6nemli fark

tespit edilmemistir(Cizelge 3). Fungal

izolatlarin30°C’ye kadar herhangi bir stres amino
asidi sentezlemeden protein ve enzim sentezini
gerceklestirdigi tespit edilmistir.

Serbest bir amino asit olan prolin, stress
kosullarinda NAD/NADH oraninin diizenlenmesini
sagladigindan fungal patojenler ozmotik dengeyi
ve NAD/NADH oranini saglayabilmek igin daha
fazla prolin biriktirirler (Kishor ve ark., 2005; Zhu
2010).
saglayarak hicresel zari sicaklik stresine karsi

ve ark., Prolin osmotik ayarlamalar

koruyabilir. Hucresel asitligi azaltip disik

sicakliklarin verdigi hasari azaltabilir (Sharma ve
Dietz, 2006).

Cizelge 3. Farkli sicakliklara maruz kalan Zymoseptoria triticipatojeninin prolin degerleri
Table 3. Proline values of Zymoseptoria triticipathogen exposed to different temperatures

umol gt yas misel agirhg

Z. tritici 4°C 15°C 25°C 30°C 35°C
CU112S5tK239 5.40+£0.02a 5.58+0.03 a 5.22+0.04a 7.74+0.03 a 0
CU1025tM34 7.02+0.034a 5.04+0.024a 540+0.034a 7.56+£0.04 a 0
CU1075tH110 6.5+ 0.04a 4.68+0.03 a 5.40+0.024a 8.86+0.034a 0
CU100StA4 5.04+0.04 a 4.95+0.03 a 4.50+0.02a 7.66+0.03a 0

Malonadialdehit (MDA) dederlerinin 6l¢timii

Z. tritici izolatlari MDA degerlerine yine prolin
en ylksek 30°C’ de
izolatlar,

verilerinde oldugu gibi
ulasmistir.
MDA
farklihklar gostermemistir. Goreceli olarak 15-

Fungal diger sicakhklarda

acisindan  istatistiksel olarak  6nemli
25°C arasinda MDA degerleri diger sicakliklara
gore dislik bulunmus, genel olarak 30°C’'de stres
metaboliti sentezlemisler, ancak izolatlar arasinda
onemli fark tespit edilmemisgtir.
Lipidperoksidasyonu sonucunda olusan MDA,
yaglarin bilesimlerindeki doymamis molekdillerin

oksijenle ylkseltgenmesi ile olusan aldehit, keton,

hidroksi asitler, keto asitler, alkoller gibi nihai bir
2004). Lipid
peroksidasyonu sicaklk, i1sik, nem gibi faktorler

Urinddr (Mittova ve ark,,
tarafindan tetiklenebildigi gibi serbest radikaller
de bu siireci baslatabilir (Thakur ve Sarhma,
2005). Bu faktorlerin etkisinin artmasi daha fazla
MDA sentezlenmesine neden olur (Yakit ve Tuna,
2006; ShamsPeykani ve Sephr,2018). Dolayisiyla
MDA seviyesi genellikle bir stres gostergesi olarak
kabul
stresinin etkisini tolere edebilmek ve ozmotik

edilmektedir. MDA seviyesinin sicaklk
dengeyi saglamak icin Uretildigi disinilmektedir

(Cizelge 4).

Cizelge 4. Farkh sicakhklara maruz birakilan Zymoseptotia tritici patojeninin MDA degerleri
Table 4. MDA values of Zymoseptotia triticipathogen exposed to different temperatures

nmol g

Z.tritici 4°C 15°C 25°C 30°C 35°C
CU1125tK239 6.28 £ 0.04b 3.61 £ 0.04b 1.68+0.01a 11.14+0.01b 0
CU102s5tM34 10.80 £ 0.03a 2.37£0.01a 1.85+0.02a 12.25+0.01b 0
CU107StH110 5.72+0.03b 2.77 £0.02a 1.44 £ 0.03a 13.40 +0.02b 0
CU100StA4 10.52 £ 0.02a 1.56 £0.02a 2.02 £0.02a 8.74 £ 0.03a 0

Zymoseptotia tritici’nin melanin degerleri
Bircok organizmada oOnemli koruyucu roller
ustlenen melanin normal ve stres kosullarinda

fungal etmenin hiicre duvarinda sentezlenen bir
pigment olarak bilinmesine karsin son vyillarda
strese karsi olusturulan dayanikhlk, virtlenslik ve
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enerji nakli gibi konular ile de
iliskilendirilmistir(Zhu ve ark., 2010). Birgok
fungus, fenolik bilesiklerin oksidatif

polimerizasyonu ile olusan koyu kahverengi ve

siyah pigmentlerden olusan
melaninlerilretir(Heidrich  ve ark.,, 2019).
Melaninler bir ortli gorevi goérerek organizmayi
sicak-soguk ve kurakhk stresi gibi c¢evresel

faktorlere karsi korumada rol oynayabilen énemli
bir karbonhidrattir(Pacelli ve ark., 2017). Ayrica
serbest radikaller, UV ve solar radyasyon gibi
fiziksel etkilere karsi koruyucu bir gérev Ustlendigi
bilinmektedir (Geng ve ark., 2008).

Kubo ve Furusawa (1991) bitkilerde antraknoza
Colletotrichum tirlerinde

neden olan

appressorium olusumu ve penetrasyonu Uzerine

niifuz edemedigini bildirmislerdir.

Howard ve Valent (1996) piring bitkisinde
hastaliga neden olan Magnaporthe grisea’nin
bitkiye penetrasyonu ile ilgili yaptiklari ¢alismada
appressoryumun asekstiel sporun bir ¢imlenme
tiptinden tek bir hiicre olarak olustugunu
konukgu bitkiye temasi saglayan ug¢ kismi harig
geriye kalan hiflerin tamamen melanize bir yapida
oldugunu bildirmislerdir. Tsuji ve ark. (2003),
patojenik funguslarin sentezledigi melaninin
konukgu dokusunu istila etmek igin gerekli olan
turgor basincin olusmasina katkida bulundugunu
ifade etmislerdir.

Patojenin  yiksek sicakliklarda  melanin
sentezleyerek, sicaklik degisimlerine karsi tolerans

gelistirerek ve hatta bu kosullara adaptasyon

yaptiklari  ¢alismada  aprressorial  melanin saglayarak virllenslik siddetini koruyabilecegi

sentezleyen irklarin daha dayanikh oldugunu ve  goérilmustir. Patojenin  ¢ok daha ylksek

peneterasyon olusturabildigini  bildirmislerdir. sicakliklarda uygun nem kosullarinda melanin

Ayni arastirmacilar C. lagenarium'un albino sentezleyebilme potansiyeli abiyotik stres altinda

mutantlariyla  yaptiklari  ¢alismada  melanin bulunan  bitkiler i¢cin  potansiyel tehlike

icermeyen appressoryumun konukgu bitkiye olusturacagi ortaya konmustur.

Cizelge 5.Zymoseptoria tritici Patojeninin melanin degerleri

Table 5. Melanin values of Zymoseptoria tritici pathogen

A Absorbans

Absorbance

Z.tritici 4°C 15°C 25°C 30°C 35°C

CU112StK239 0.382 £ 0.06 0.354 +£0.08 0.345+0.01 0.441 +0.09 0

CU1025tM34 0.502 +0.06 0.462 +0.08 0.334+0.01 0.592 +0.09 0

CU107StH110 0.480 £ 0.06 0.403 £ 0.08 0.548 £ 0.01 0.598 £ 0.09 0

CU100StA4 0.392 £0.06 0.265 £ 0.08 0.331+0.01 0.453 £0.09 0
izolatlarin prolin miktarlarinda artis meydana

Sonuglar ve Oneriler gelmistir.  Sicakliklarin  ylkselmesi  patojenin
protein iceriginde azalmaya neden olmustur.

Z. tiritici izolatlarindan hi¢ biri 35°C'de Fungus en vyiksek proteinicerigine 15°C’de

gelisememis olup inkubasyonun 10. gininden  ylasmistir. En diisiik protein miktari ise 30°C’de

itibaren  geligmeleri  tamamen  durmustur.  sentezlenmistir. Buna karsin prolin  miktari

Denemelerde kullanilan sicaklik degerleri diger optimum  kosullardan  uzaklastikca  artmistir

arastirmacilarin verileri ile paralellik
gostermektedir. Ancak, fungal izolatlar 35°C’'den
(20-25°C)

alindiginda miselyal gelisme géstermeyen fungal

sonra yeniden oda sicakligina
izolatlar tekrar gelismeye baslamistir. Gorsele
bagl bir calisma oldugu icin rakamsal bir veri
sicakhk

degerlerinden (25°C) uzaklastikca s6z konusu

verilmemistir.  Patojenin, optimum
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(4°C’de,7.02 mgglyas misel agirhk; 30°C, 8.86mgg"
lyas misel agirhk ). Bu durum fungal etmenin
proteinlerinin parcalanarak proline donlsmesi
sonucu olusmustur. Buna karsin prolin seviyesinin
katkida da
sentezlenen

artisina bulundugunu gostermis

prolinin  yaninda  proteinlerin
parcalanmasindan dolayi agiga cikan prolinin de

devreye girdigi gorulmustir. Fungus en yuksek
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MDA degerine 30°C ulasmis, daha sonraki en
yuksek degere 4°C’de ulagmistir. En disik MDA
degeri ise 25°C'deelde edilmistir.
gelisimi icin uygun olan sicakliklarda MDA duslk

Patojenin

cikarken sicaklik degerlerinin optimal degerlerden
uzaklasmasi ile MDA degerlerinde ylkselme
gorilmustur.

Patojenin proteaz miktari sicakhk
genel
ortamin sicakhigl arttikga proteaz seviyesi de
35°C'de
Patojenlerden salgilanan proteaz miktari in vitro
pH
degerlerine gore degisiklik gostermektedir (Zhan
ve ark., 2013).

Yine melanin agisindan bakildiginda en yuksek
Dusuk
gercgeklestirilmistir.

degisimlerinden anlamda etkilenmis,

artmis  fakat tamamen durmustur.

kosullarda ortam icerigine ve sicaklik

melanin sentezi 30°C’'de olusmustur.
15°C'de

Fungus kendisi icin uygun sicaklik degerlerinden

melanin  sentezi
uzaklastikca olusan sicaklik stresinden korunmak
icin yapisindaki melanin miktarini arttirma yoluna
giderek stresi tolere edebildigi degerlendirilmistir.

Elde edilen bulgular sunucunda, Z tritici’'nin
farkli
biyokimyasal olarak belirlenmis, molekiiler olarak

sicakhk degerlerine gosterdigi tepkiler

ayni olan ozellikleri sentezleyen izolatlarin
biyokimyasal  davranislarinda  farkliik  elde
edilmesi bu izolatlarin bulunduklarifarkli iklim

kosullarina adaptasyon gelistirebildiklerini ortaya

koymustur. Stres kosullarinda patojenin

gOsterecegi biyokimyasal davranislar
belirlendiginde, bu patojene karsi daha etkili
koruma metotlarinin  gelistirilmesi  muimkin
olacaktir. Dolayisi ile kiiresel isinmadan dolayi kisa
sureli sicaklik dalgalanmasi bu tip fungal etmenleri
kisa slreli olarak inhibe etmesi beklense de
sicakhgin dismesi ile yeniden enfeksiyon yapma
kapasitesine ulasabilecegi degerlendirilmistir.

Z. tirici izolatlarinin yiksek sicakliklarda da
proteaz enzim sentezleyebilmesi veya izolatlar
arasinda enzimsel agidan farklihk bulunmasi,
fakl

kabiliyetlerine de sahip olabilecegi

patojen izolatlarinin adaptasyon
anlamina
gelmektedir. Dolayisi ile ilerleyen zaman icinde
ayni bolgelerden tekrar yapraktan izole edilerek

izolatlarin enzimal performanslarinin tekrar teyit
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edilmeleri ile patojen izolatlarinin adaptasyon
kabiliyeti de belirlenmis olacaktir.

Ekler

Bu makale yazarin ayni adli tez ¢alismasindan
tiretilmistir.
Cikar aralarinda
herhangi bir c¢ikar c¢atismasi olmadigini beyan

catismasi:“Makale vyazarlari,

eder”.

Yazar Katkisi: Nevzat KILINC, calismayi tasarlayarak

denemeyi kurmustur, Nevzat KILING ve Murat
DIKILITAS ¢ahsmayi yiriitmis, verileri analiz
etmistir.Mukaddes KAYIM ve GULSUM UNAL

izolatlarin elde edilmesi ve hastalik etmeninin

teshisini yapmistir.
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