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Patates birgok abiotik ve biotik stres faktorlerine maruz kalmaktadir. Asir1 sicaklik ve fazla sulama ile
toprakta tuz birikimi artmakta, bu nedenle biotik stres faktdrlerinin yikici etkisi daha siddetli olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Bu arastirmada, patates tarlasindan izole edilen Alternaria altarnata etmeni yapay
olarak bulastirilan patates bitkilerinin tepkisi suni olarak olusturulmus NaCl stresi altinda
incelenmistir. Calisma Alternaria etmeni ile bulastirilan bitkilerde tesadiif parselleri deneme desenine
gore dort grupta alt1 tekerriirlii olacak sekilde yiiriitiilmistiir. Bu gruplar; a) kontrol, b) Alternaria ile
infekteli bitkiler, ¢) 100 mmol L™ NaCI uygulamas: yapilan saglikh bitkiler, d) 100 mmol L™ NaCl
uygulanan Alternaria ile infekteli bitkilerden olusmustur. Her grupta yer alan bitkiler bes hafta
boyunca 2-3 giin ara ile su ve tuz ¢ozeltisi iceren suyla ihtiyaca gore sulanmistir. Uygulamalar
sonucunda yapraklardan alman 6rneklerden klorofil, katalaz (CAT), jasmonik asit (JA), salisilik asit
(SA), protein ve peroksidaz (POX) analizleri yapilmistir. 100 mmol L' NaCl uygulanan bitkilere
kiyasla Alternaria ile enfekteli patates yapraklarinda JA, SA, CAT ve POX enzim igerikleri azalis
gosterirken protein ve klorofil icerikleri yiiksek bulunmustur (P<0.05). Bu calisma, tuz stresi ve
Alternaria enfeksiyonunun patates bitkisinde klorofil icerigi ile antioksidan enzim diizeylerinde
meydana getirdigi degisimleri birlikte ele alan ilk arastirmalardan biridir. Elde edilen bulgular, tuz
uygulamasinin bitkideki patojenik baskiy1 artirdigini ortaya koymaktadir. Tuz stresi kosullarinda
Alternaria etmenine karsi bitkinin gosterdigi biyokimyasal yanitlarin anlasilmasi, patatesin
hastaliklara kars1 dayaniklilik mekanizmalarmin aydmlatiimasina ve etkili miicadele stratejilerinin
gelistirilmesine 6nemli katkilar saglayacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Salisilik asit, Patates, Alternaria, Tuz, Jasmonik asit



ABSTRACT

MASTER THESIS

BIOCHEMICAL REACTIONS OF POTATO PLANTS INFECTED WITH ALTERNARIA
UNDER NaCl STRESS

SEVDE GULDUR
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Potato is exposed to many abiotic and biotic stress factors. With excessive temperature and excessive
irrigation, salt accumulation in the soil increases, therefore the destructive effects of biotic stress
factors become more severe. In this study, the response of potato plants artificially infected with
Alternaria altarnata agent isolated from potato fields was investigated under artificially induced NaCl
stress. The study was carried out in four groups with six replications according to the randomized plot
design in plants infected with Alternaria agent. These groups consisted of; a) control, b) Alternaria
infected plants, ¢) healthy plants to which 100 mmol L™ NaCl was applied, d) Alternaria infected
plants to which 100 mmol L™ NaCI was applied. The plants in each group were watered with water
and salt solution at 2-3 day intervals for five weeks according to the need. As a result of the
applications, chlorophyll, catalase (CAT), jasmonic acid (JA), salicylic acid (SA), protein and
peroxidase (POX) analyses were performed from the samples taken from the leaves. While JA, SA,
CAT and POX enzyme contents decreased in potato leaves infected with Alternaria compared to
plants treated with 100 mmol L' NaCl, protein and chlorophyll contents were found to be higher
(P<0.05). This study is one of the first to examine the changes in chlorophyll content and antioxidant
enzyme levels in potato plants caused by salt stress and Alternaria infection. The findings obtained
reveal that salt application increases pathogenic pressure in the plant. Understanding the biochemical
responses of the plant to Alternaria under salt stress conditions will contribute significantly to the
elucidation of the resistance mechanisms of potato to diseases and the development of effective
control strategies.

KEYWORDS: Salicylic acid, Potato, Alternaria, Salt, Jasmonic acid
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1. GIRIS

Patates bitkisinin (Solanum tuberosum L.) anavatan1 Giiney Amerika olarak
bilinmektedir. Patates; farkli iklim bolgelerine hizli bir sekilde uyum saglayabilmesi,
diger iiriinlere bakilarak daha az maliyetli olmasi, birim alandan alinan iirtiniin daha
cok olmasi, diinyanin hemen her bolgesinde basariyla yetistirilebilmesi, yiiksek besin
degerleri icermesi gibi avantajlara sahip bir iirlindiir (Arioglu vd., 2006; Kolsarici,
2011). Patates; yumrular1 direkt olarak veya fabrika artiklar1 seklinde hayvan
beslenmesinde, taze veya islenmis olarak insan beslenmesinde, bitkisel {iretiminin
devamliligin1 saglamak i¢in tohumluk olarak ve ¢esitli sekillerde gida sanayinde
islenerek kullanilan 6nemli bir endiistri bitkisidir. Diinya niifusunun artmasi ve buna
bagli olarak temel gida {iriinii olan patatesin kullanim alanlarmin yayginlagmasi
patatese olan talebi ve tiikketimini hizli bir sekilde arttirmaktadir. Bu nedenle diinyada
en c¢ok iiretimi yapilan bitkisel iirlinler siralamasinda seker kamisi, misir, piring ve
bugdaydan sonra patates besinci sirada gelmektedir. 2023 yili FAO verilerine gore
16.8 milyon hektar alanda 383 milyon ton patates iiretimi gergeklesmis olup toplam
bitkisel tiretim icerisindeki pay1 %3.8’dir (FAO, 2025).

Diinya patates tiretimi 1990-1992 dénemi ortalamasi 267 milyon ton iken,
1.43 kat artis gostererek 2023 yilinda 383 milyon tona yiikselmistir. FAO 2023 yili
iiretim verilerine gore dilinya patates tiretimindeki lider {ilkeler sirasyla, Cin (%24.4),
Hindistan (%15.7), Ukrayna (%35.5), Amerika Birlesik Devletleri (%5.2) ve Rusya
(% 5.1) dir. Diinya patates lretiminin %55.49’u bu 5 iilkede yapilmaktadir.
Tiirkiye’nin diinya tretimindeki pay1 %1.24 tiir ve patates iireten lilkeler arasinda 19.

sirada yer almaktadir (Singha ve Maezawa, 2019).

Tiirkiye’de 2023 yili verilerine gore patates ekim alani bakimindan Nigde
%12.07 pay ile birinci sirada, Afyonkarahisar %10.08 ikinci sirada, Konya % 8.7 pay
ile pay ile iiglincii sirada yeralmaktadir. Patates liretim miktar1 bakimindan Nigde
757480 ton ile birinci sirada, Afyonkarahisar 581850 ton ile ikinci sirada ve Konya
462545 ton ile tiglincii sirada yer almaktadir. Patates veriminin Tiirkiye ortalamasi
3.777 kg/da’dir. izmir ilinde patates denilince Odemis ilgesi akla gelmektedir.
Odemis ilgesi iiretim bakimindan diger iiretim bdlgelerine gére avantajh
konumdadir. Ciinkii bu ilgede ayni iiretim sezonunda ayni arazide iki defa patates
iiretimi yapilabilmektedir (TUIK, 2025)

Alternaria tiirleri, genis bir yayilim gdsteren ve yikici etkilere sahip olabilen

onemli bitki patojenleri arasinda yer almaktadir. Alternaria solani Sorauer ve
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Alternaria alternata (Fr.) Keissler, ekonomik agidan biiylik 6neme sahip bazi bitki
hastaliklarinin etmenleri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Alternaria solani, A. alternata, A.
arborescens Simmons ve A. tenuissima (Kunze) Wiltshire, askomiset sinifina ait
mantar patojenleri olup, bu tiirlerin higbirinde simdiye kadar teleomorf evreye
rastlanmamistir (van der Waals vd., 2004). Bununla birlikte, parasekstiel aktivitenin
varligina bagh olarak bu tiirlerde yliksek diizeyde genetik cesitliligin meydana
geldigi one stiriilmektedir (van der Waals vd., 2004). Ayrica, mutasyonlarin da bu
genetik ¢esitlilige onemli Olclide katki sagladigi diistintilmektedir. A. solani ve kiigiik
sporlu Alternaria tiirleri, hizli ¢cogalma yetenekleri sayesinde kisa silirede yiiksek

miktarda spor tiretimi ger¢eklestirebilmektedir. (Petrunak ve Christ, 1992).

Alternaria alternata’nin 380°den fazla konukc¢u bitkide tanimlandigi
bildirilmistir (Farr ve Rossman, 2015). A. alternata’nin neden oldugu hastaliklar,
enfekte ettigi konukgu bitkiye bagli olarak farkli adlarla anilmaktadir. Patates,
domates ve turunggillerde meydana gelen enfeksiyonlar genellikle "kahverengi leke"
olarak tanimlanirken, nar bitkisinde goriilen enfeksiyon "siyah nokta" olarak
adlandirilmaktadir. Muz, sorgum ve ceviz bitkilerinde ise bu patojenin neden oldugu
hastaliklar "yaprak lekesi" ya da "yaprak yaniklig1" olarak bilinmektedir. A.
alternata, domateste %20’ye kadar verim kaybina yol agabilmekte; patates iiretim
alanlarinda ise bu oran %70-80’e kadar ¢ikabilmektedir (Fairchild, 2013; Soleimani
ve Kirk, 2012; Van der Waals, 2001). Ayrica, patates yumrularinda "siyah ¢ukur"
olarak adlandirilan hastalik etmeninin 4. alternata oldugu ve depolarda bu patojenin

yaklasik %10 oraninda bulasik oldugu rapor edilmistir (Boyd, 1972).

Diinya genelinde ve Tiirkiye’de kiiresel 1sinma, hizla artan niifus, su
kaynaklarindaki azalma ve hatali tarim uygulamalar1 gibi etkenler nedeniyle kurak ve
yar1 kurak bolgelerde topraklarin tuz igerigi onemli Ol¢lide artmakta ve bu durum

bitki gelisimi agisindan ciddi bir sorun teskil etmektedir (Gorji vd., 2017).

Topraklarda tuz birikiminin zararli seviyelere ulagmasinda, ¢oziinebilir
tuzlarin yer alt1 su seviyesinin yiikselmesiyle birlikte buharlasma yoluyla toprak
ylizeyine tasmmmasi etkili olmakta; bu siireg, topraklarin tuzlulagsmasina neden
olmaktadir (Okur ve Orgen, 2020).

Tuzluluk, bitkilerde kok ve govde gelisiminin zayiflamasina, yaprak alaninin
kii¢iilmesine, doku ve organlarda morfolojik farklilasmalara ve bunun sonucunda

meyve verimi ile kalite diizeyinde azalmaya neden olmaktadir (Arif vd., 2020).
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Yiiksek tuz stresi altinda bulunan bitkiler, ozmotik basincin artmasiyla
birlikte su aliminda giigliik yasar ve bu durum bitki beslenmesini olumsuz etkiler.
Na* ve CI iyonlarinin bitki dokularinda birikmesi, besin elementlerinin hiicrelere
tasinmasini engelleyerek bitki metabolizmasinin bozulmasina neden olur. Bu siirecte
hiicre i¢i stvinin mineral bilesimi ile birlikte 6zellikle Ca?*" dengesinde bozulmalar
meydana gelir (Tanveer vd., 2020). S6z konusu stres kosullar1 genellikle stomalarin
kapanmasina ve fotosentez oraninin azalmasina yol agar. Tuz stresinin devam etmesi
halinde ise bitki biiyiimesi ve gelisimi tamamen durma noktasina gelebilir (Byrt vd.,
2018).

Toprakta bulunan yiiksek tuz konsantrasyonu, tohum c¢imlenmesi, enzim
aktivasyonu, fide gelisimi ve protein sentezi gibi temel metabolik siirecleri olumsuz
yonde etkileyerek bitki gelisimini ve biiylimesini 6nemli Slgiide kisitlamaktadir
(Masonda vd., 2018).

Tuz stresi, enzim sentezini baskilayarak protein iiretimini azaltmakta; bu
durum bitkinin genel metabolik faaliyetlerine dogrudan yansimaktadir (Shah vd.,
2021).

Yapraklarda meydana gelen klorofil miktarindaki degisim, tuz stresinin
siddeti ve siiresine bagl olarak farklilik gostermekte olup, ayn1 zamanda bitki tiiriine
gore de degismektedir. Ancak genel olarak stres kosullar1 altinda klorofil i¢eriginde

azalma egilimi gézlemlenmektedir (Najar vd., 2019).

Tuz stresi altindaki bitki hiicrelerinde en yaygin olarak Olgiilen
metabolitlerden biri prolindir. Prolin, hiicre iginde hidroksil radikallerinin
diizenlenmesinde ve sitozolik pH'nin dengelenmesinde ozmolit olarak gorev yapan
onemli bir organik bilesiktir (Shafi vd., 2019).

Ayrica, tuzluluk genellikle bitki yapraklarinda erken yaslanmayi
tetiklemektedir (Yeo vd., 1991). Yaprak yaslanmasi ise ¢ogunlukla klorofil ya da
protein eksikligi ile hiicre zarmmin gegirgenliginde artisa bagli olarak ortaya
cikmaktadir (Asad vd., 2019).

Tuz stresi sonucunda bitki yapraklarinda meydana gelen erken yaslanma,
malondialdehit (MDA) birikimi ile yakindan iligkilidir. Bitki dokularinda iyon
birikiminin artmasi, MDA diizeylerinde de belirgin bir artisa neden olmaktadir.
Celtik bitkisi iizerinde yapilan bir calismada, tuza dayanikli ¢esitlerde MDA
diizeyleri diisiik bulunurken, tuza duyarli g¢esitlerde bu degerlerin oldukca yiiksek

3
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oldugu belirlenmistir (Lutts vd., 1996). MDA molekiilleri, membranlardaki
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuyla olusmakta ve stres kosullar1 altinda
birikimleri artmaktadir. Bu nedenle, MDA diizeylerinin belirlenmesi, bitkilerin tuz
stresine karsi tolerans diizeyinin degerlendirilmesinde O6nemli bir biyokimyasal
gosterge olarak kabul edilmektedir (Dolatabadian vd., 2008).

Bortilce bitkisine eszamanli olarak uygulanan abiyotik (tuz stresi) ve biyotik
(Cowpea severe mosaic virus — CPSMYV) stres faktorleri, bitki tiirti, patojen tipi ve
stres yogunluguna bagli olarak patojenlere karsi artan ya da azalan duyarlilikla
sonuglanabilmekte; bu stresler sinerjistik (katki saglayici) ya da antagonistik
etkilesim gosterebilmektedir. Ancak Varela vd. (2019) tarafindan yiiriitiilen
calismada, tuz stresinin CPSMV enfeksiyonuna karst duyarliligr artirdigi

belirlenmistir.

Akkurak vd. (2022), ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ ile enfekte edilmis
marul (Lactuca sativa) bitkilerinde fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerde
meydana gelen degisimleri incelemislerdir. Arastirma sonucunda enfekte bitkilerde
protein ve toplam klorofil miktarinin azaldigi; buna karsilik MDA birikimi ile
birlikte prolin, peroksidaz (POX) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinde saglikli

kontrol bitkilerine kiyasla artis egilimi gozlendigi rapor edilmistir.

Benzer sekilde, Ayvaci vd. (2022), ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’
etmeni ile enfekte edilmis yonca (Medicago sativa) bitkisinde meydana gelen
fizyolojik ve biyokimyasal degisimleri arastirmiglardir. Caligma bulgularina gore,
enfekte bitkilerde protein ve toplam klorofil miktarinin azaldigi; MDA birikiminin
yani sira prolin, CAT, POX, fenol, salisilik asit ve jasmonik asit i¢eriklerinin enfekte

bireylerde 6nemli olgiide arttig1 belirlenmistir.

Sanlrfa ilinde 2023 patates yetistirilme sezozununda yaptifimiz arazi
gozlemlerinde patates yetistirilen tiim alanlarda Alternaria sp. hastalik etmeni
goriilmiistir. Bu duruma iklim sartlari, ¢esit duyarhigi ve fazla giibrelemden
kaynaklanan tuzlanmanin neden oldugu diisiiniilmiistiir. Bu nedenle arastirma
hastalig1 tanilamak ve hastalikla enfektelenmis Agria patates ¢esidinde 100 mM tuz
sevyesinin biyokimyasal parametrelerde olusturdugu degisikligi belirlemek icin

yapilmistir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Patates (Solanum tuberosum L.), diinya genelinde temel gida maddelerinden
biri olup, karbonhidratlar, proteinler, diyet lifi, askorbik asit, riboflavin ve mineraller
acisindan zengin bir besin kaynagidir (Chourasia vd., 2021). Birlesmis Milletler Gida
ve Tarim Orgiitii (FAO) tarafindan gida giivenligini saglamada gelecek vadeden bir
iirtin olarak kabul edilen patates, abiyotik ve biyotik stres faktorlerinden onemli
Olciide etkilenmektedir. Bu stres faktorleri arasinda tuzluluk ve fungal patojenler,

patates liretimini ve verimliligini sinirlayan baglica etmenlerdir.

Tuz stresi, kiiresel dlcekte tarimsal liretimi tehdit eden en onemli abiyotik
stres faktorlerinden biri olarak degerlendirilmektedir. Diinya genelinde yaklagik 1128
milyon hektarlhik alanin tuzluluk ve sodiklik nedeniyle olumsuz etkilendigi
bildirilmektedir (Chourasia vd., 2021). Tuz stresi, bitkilerde ozmotik strese baglh
iyon toksisitesine yol agmakta; bu durum biiyiimenin inhibisyonu, besin
dengesizlikleri, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) detoksifikasyonunda bozulma, hiicre
zarlarinda hasar ve fotosentetik aktivitelerde azalma gibi ¢esitli fizyolojik

degisikliklerle sonuglanmaktadir.

Alternaria alternata, patates bitkisinde kahverengi yaprak lekesi hastaligina
neden olan nekrotrofik bir fungal patojendir. Bu patojen, konak-secici toksinler
sentezleyerek bitki dokularinda hizli lipid peroksidasyonu, hidrojen peroksit (H20:2)
birikimi ve programli hiicre O6liimiine neden olmaktadir (Chung, 2012). A.
alternata’nin  patojenitesi biiylik Olclide bu toksinlerin iiretimine bagli olup,

toksinlerin yoklugunda konakc¢iya saldirma kapasitesi anlamli diizeyde azalmaktadir.

Tuz stresi ile A. alternata enfeksiyonu arasindaki etkilesimler, patates
bitkisinin savunma mekanizmalarin1 ve genel fizyolojik siireclerini ¢ok yonlii ve
karmasik bigcimde etkilemektedir. Bu ¢alismada, s6z konusu iki stres faktorii
arasindaki pozitif ve negatif iligkiler giincel bilimsel calismalar dogrultusunda ele

alinmistir.

Alternaria alternata, tuz stresinin neden oldugu oksidatif strese karsi ¢esitli
savunma sistemleri gelistirmistir. Bu savunma mekanizmalar1 arasinda, redoks-
duyarl transkripsiyon faktorleri olan YAP1 ve SKN7’nin aktivasyonu énemli bir rol
oynamaktadir (Chung, 2012). YAPI, oksidatif stres kosullarinda sitoplazmadan
cekirdege transloke olarak, katalaz, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi

antioksidan enzimlerin ekspresyonunu diizenlemektedir. SKN7 ise, hiicre duvari
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biyosentezi ve oksidatif stres yanitinda gorev alan genlerin ekspresyonunu kontrol

etmektedir.

Chung (2012) tarafindan yiiriitilen calismada, A. alternata’daki YAPI
homologunun oksidatif stres toleransi agisindan kritik bir 6neme sahip oldugu
gosterilmistir. YAP1 geninin inaktivasyonu, fungusun hidrojen peroksit, menadion
ve diger oksidatif stres etmenlerine karsi duyarhiligimi artirmakta; dolayisiyla
patojenitesini énemli Gl¢iide azaltmaktadir. Bu bulgular, 4. alternata’nin tuz stresi
kosullarinda yasamini siirdiirebilmesi ve patojenitesini devam ettirebilmesi igin

YAPI1 aracili oksidatif stres toleransinin gerekli oldugunu gostermektedir.

A. alternata, tuz stresi kosullarinda siderofora bagli demir alimi yoluyla da
ROS detoksifikasyonunda etkin rol oynamaktadir. Sideroforlar, mikroorganizmalar
tarafindan sentezlenen, diisilk molekiiler agirlikli ve demir baglama kapasitesine
sahip bilesiklerdir. Demir, basta katalaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) olmak {izere
bircok antioksidan enzimin aktivitesi i¢in gereklidir. Bu nedenle siderofor aracili

demir alimi, oksidatif stresle miicadelede kritik bir 6neme sahiptir (Chung, 2012).

A. alternata’da NADPH oksidaz (NOX) kompleksi araciligiyla diisiik
diizeyde hidrojen peroksit (H20:) iiretimi, ROS direncinin modiilasyonunda ve
konidiyasyon siirecinin tetiklenmesinde rol oynamaktadir. NOX kompleksi
tarafindan tretilen H20., YAP1 ve SKN7 gibi redoks-duyarli diizenleyicileri ve
mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolaklarindan HOG1 iizerinden
isleyen sinyal iletim sistemlerini aktive ederek, siderofor biyosentezinde gorev alan
genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (Yang ve Chung, 2012). Bu mekanizma, A.
alternata’nin tuz stresine karsi hayatta kalma ve patojenitesini siirdiirme kapasitesini

artiran 6nemli bir adaptasyon stratejisi olarak degerlendirilmektedir.

Bununla birlikte, yiiksek tuz konsantrasyonlarinin A. alternata’nin gelisimi ve
virlilans1 iizerinde olumsuz etkileri olabilmektedir. Uranbeyi vd. (2017) tarafindan
yapilan c¢alismada, yiiksek NaCl konsantrasyonlarinin bazi fungal patojenlerin
gelisimini engelleyebildigi gosterilmistir. Tuz stresi, fungal hiicre zarinda osmotik
dengesizlik yaratarak hiicre i¢i iyon dengesini bozmakta, bu da metabolik
aktivitelerin aksamasina yol ag¢maktadir. Ayrica, bu kosullarda A. alternata
tarafindan {iretilen konak-secici toksinlerin miktar1 da azalabilmektedir. Toksin
liretimi, patojenin konakgiya saldir1 kapasitesi acisindan hayati Oneme sahip
oldugundan, tuz stresinin toksin sentezini sinirlamasi viriilans iizerinde ciddi bir

diisiise neden olabilir.
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Tuz stresinin etkileri yalnizca hiicresel diizeyle sinirli kalmamakta; ayni
zamanda fungal yapinin genel biitiinliiglinii de etkilemektedir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlari, fungal hiicrelerde su kaybina ve plazmolize neden olarak hiicre
boliinmesini ve biiylimesini engellemektedir. Osmotik stres, ayrica hiicre duvari
biitlinliigiinli bozarak 4. alternata’nin konak¢1 bitkiye penetrasyon yetenegini
azaltmaktadir. Bu durum, hem bitki hem de fungal patojenin osmotik dengeyi
kaybetmesi  sonucu, enfeksiyon siirecinin  basarisint  olumsuz  yoOnde

etkileyebilmektedir.

Tuz stresi, patates bitkisinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini
artirarak A4. alternata'ya karst savunma mekanizmalarmin giigclenmesine katki
saglayabilmektedir. Chourasia vd. (2021) tarafindan yapilan ¢alismada, tuz stresinin
patates bitkisinde antioksidan enzim aktiviteleri katalaz, siliperoksit dismutaz ve
peroksidaz gibi artirdigi gosterilmistir. Bu enzimlerin aktivasyonu, bitki hiicrelerinde
ROS seviyelerinin diizenlenmesine olanak taniyarak oksidatif hasarin azaltilmasini
saglamis ve fungal patojenlere karsi direnci artirmistir. Ayrica, tuz stresi altinda
patates bitkisinde patogenezle iliskili proteinler (PR proteinleri), fitoaleksinler ve
hiicre duvarmi giiclendiren enzimler gibi ¢esitli savunma ile iliskili genlerin
ekspresyonunda artis gozlenmektedir. Bu savunma molekiillerinin sentezi, A.
alternata’min enfeksiyon kapasitesini smirlandirabilmektedir. Ote yandan, uzun
stireli tuz stresi patates bitkisinin savunma mekanizmalarini zayiflatarak A. alternata
enfeksiyonuna kars1 duyarlilig artirabilmektedir. Kronik tuz stresi, bitki hiicrelerinde
enerji  tilketimini ve metabolik dengeyi olumsuz etkileyerek savunma
mekanizmalarinin etkinligini azaltmaktadir. Ayrica, tuz stresinin neden oldugu
membran hasar1 ve 1iyon sizintisi, fungal patojenin enfeksiyon siirecini

kolaylastirabilmektedir.

Tuz stresi ile A. alternata enfeksiyonu arasindaki etkilesimler, patates
bitkisinin fizyolojik ve biyokimyasal yanitlarin1 karmasik ve c¢ok yonlii bigimde
etkilemektedir. Uranbeyi vd. (2017) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada, tuz
stresinin  patates Dbitkisinde mikroyumru olusumunu etkiledigi ve karbon
kaynaklariin kullaniminda degisikliklere yol actig1 gosterilmistir. Bu degisiklikler,
bitkinin enerji metabolizmasi ile savunma mekanizmalarinmi etkileyerek A. alternata
enfeksiyonuna karsi duyarliligimi degistirebilmektedir. Ayrica, tuz stresi ve fungal
enfeksiyon, patates bitkisinde Ozellikle absisik asit (ABA), jasmonik asit (JA) ve
salisilik asit (SA) gibi hormonlarin seviyelerinde degisimlere neden olmaktadir. Bu

hormonlar, bitki savunma mekanizmalarinin diizenlenmesinde kritik rol
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oynadigindan, hormon dengesindeki bu degisiklikler bitkinin A. alternata'ya karsi

direncini 6nemli dlgiide etkileyebilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gere¢
3.1.1. Arastimanin yiiriitilldiigii yer ve bitkisel materyaller

Bu c¢alisma, Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma

Boliimii Fitopatoloji Laboratuvarlarinda yiiriitiilmiistiir.

Calismanin  bitkisel materyalini 'Agria’ patates ¢esidi olusturmustur.
Denemede kullanilacak hastalik etmenini patates yetistirilen alanlardan elde edilen

ve tanilamasi yapilacak Alternaria izolat1 olusturmustur.

3.1.2. Hastahkh bitki orneklerinin toplanmasi ve izolasyonu icin kullamilan
materyaller

Orneklerin toplanmasi icin, polyetilen torba, icebox, buz kaliplari, kese
kagidi, etiketler, mantar delici (cork borer), disk/diskler, 6ze, yiizey sterilizasyonu
icin sodyum hipokloriir (NaCl), ethil alchool, petri kutulari, parafilm, fungal
patojenin saklanmasi i¢in gliserol, distile su, saf su ayrica %0.25 NaCl, -20 °C, steril

kurutma kagitlar1 ve peceteler kullanilmistir.

3.1.3. Patojenisite testleri icin kullanilan materyaller

Patateste hastalik belirtileri gosteren hastalikli bitki 6rneklerinden izole edilen
Alternaria sp. ve inokulumunu hazirlamak igin, Patates Dekstroz Agari (PDA)
(Difco), Eppendorf tiip, antibiyotik (tetrasycline), mikropipetler, kurutma kagitlari,
gliserin, patates yumrulari, mikrogiivenlik kabini, binokiileer mikroskopotoklav,
steril petriler, inkiibator, otoklav poseti, patatesin yetismesi icin biiyiik boy saksilar,

otoklav edilmis ithal torf, perlit ethanol, hypoklorit kullanilmistir.

3.1.4. Molekiiler DNA analizinde kullanilan materyaller

Alternaria sp.’nin DNA izolasyonunda kullanilan kimyasallara ilaveten PCR
analizinde, ITS (ITS1/ITS4), tef-la (EF1-728F/EF1-986R) ve LSU (NL1/NL4)

primerleri kullanilmistir.

3.1.5. Calismada kullanilan diger kimyasallar

Calismada kullanilan %95°lik etil alkol (Sigma), glasial asetik asit (Sigma),
izoamil alkol (Merck), EDTA (Sigma), izopropanol (Sigma), 6X yiikleme boyasi
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(Fermentas), agaroz (Bioshop), etidyum bromid (Merck), 1000 bp’lik DNA
markirlar1  (Fermentas) Taq DNA polimeraz (Thermo) ve dNTP (Sigma)

olusturmustur.

3.1.6. Calismada kullanilan diger aletler ve cihazlar

Deney tiipii, 500 ml’lik sise (ISOLab, Almanya), Buzdolabi1 (Profilo,
Tiirkiye), hassas terazi (Dikomsan, NE-TB), beher, bunsen ocagi, makas, pens,
bistiiri, parafilm (BeMis, Tiirkiye), 6ze, Ependorf tiipii (Eppendorf, Almanya), su
banyosu, DNA konsantrasyon cihazi (Nanodrop, Maestronano, whatman filtre kagidi
(Sigma, ABD), -20 °C’lik Derin dondurucu (Arcelik, Tiirkiye), Termo shaker
(Niive), mikrodalga firin (Argelik, Tiirkiye), havan ve dibek, santrifiij (Hettich,
Almanya), ABD), whatman kagidi no 3 (Sigma, ABD), vorteks (Ike, Genius 3,
Almanya), 1000 pL, 100 pL, 10 pL ve 1 pL’lik pipetler ve mikropipet uglari
(Eppndorf, Germany), PCR cihaz1 (ProFlex, USA), elektroforez (Cleaver, Ingiltere),
jel goriintileme aygiti (WilberLourmat, Fransa), OLYPUS BXS5 arastirma

mikroskobu (Ingiltere) calismada kullanilan diger alet ve ekipmanlar1 olusturmustur.

3.2. Yontem
3.2.1. Laboratuvar calismalari
3.2.1.1. Alternaria sp.’nin izolasyonu ve morfolojik karakterizasyonu

Patatesten hastalik belirtisi gosteren yapraklardan Ornekler alinarak
izolasyonlar yapilmistir Bu amagla oncelikle izolasyon yapmada kullanilan besi
ortam1 hazirlanmistir. Bunun i¢in 39 gr PDA (Patates Dekstroz Agar) hassas terazide
tartilmis ve 1L’°lik cam sise igerisinde lizeri 1L’ye tamamlanacak sekilde distile saf
su eklenmistir. Hazirlanan PDA karisimi 1sitic1 lizerinde homojenize olana kadar
karistirllmis ve 121 ° C* de 20 dk. otoklav edilmistir. Otoklav edilen besi ortami
45-50 C 1siya erisince, bakteri gelisimini Onlemek icin antibiyotik (tetrasycline
12mg/L) eklenmistir. Tekrar homojen bir karisim haline gelinceye kadar PDA ortami
tyice karistirilmistir. Ortam steril Petri kaplarina esit miktarlarda dokiiliip katilagmasi
i¢cin yarim saat beklenmistir. Izolasyon igin alinan yaprak rnekleri kiigiik pargaciklar
(2-4mm) halinde kesilmistir. Daha sonra % 1’lik NaOCI soliisyonu igerisinde 1 dk
ylizey sterilizasyonu yapilacaktir. Sterilize edilen bu dokular steril saf sudan 3 kez
gecirildikten sonra %70’lik ethanol igerisine de birka¢ kez daldirilip 3 saf sudan
gecirilerek steril kurutma kagitlart tizerinde kurutulmak tizere 25-30 dk brakilmustir.
Kuruyan dokular, antibiyotik eklenmis olan Patates Dextroz Agar besi ortami igeren
Petri kaplarina alinmistir (Michaillides vd., 1992). Daha sonra Petri kaplar1 25 oC
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sicaklikta 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Saf kiiltiir elde edebilmek igin
kolonilerden tek sporlar, otoklavlanan PDA’l1 Petri kaplarina aktarilmistir. izolatlar
daha sonra +4°C’de 3-4 ay alt kiiltiirde saklanmistir. Uzun siireli patojen kiiltiirlerini
saklamak icin %15’lik gliserol stogundan 500ul almip eppendorf tiiplere aktarilmis
ve etmenden bir parca hif veya spor alnip tiiplere ilave edilmistir. Tipler

etiketlenerek -20° C’de saklanmustir.

3.2.1.2. Patojenisite testi ve re-izolasyon

Patojenisite testleri icin patates yapraklarindan elde edilen saf olarak gelisen
izolatlardan bir tane segilerek kullanilmigtir. 10¢ spor/ml yogunlugunda spor
siispansiyonu hazirlanarak sera kosullarinda 6nceden yetistirilen patates yapraklarina
puskiirtme yontemi ile verilmistir. Bitkiler 24 °C’de %80 nem iceren iklimlendirme
odasinda simptom belirtileri gosterinceye kadar bekletilmistir. Olusan yaprak

lezyonlardan geri izolasyonlar yapilarak etmenin varligi kontrol edilmistir.

3.2.2. Alternaria sp.’nin molekiiler karakterizasyonu

3.2.2.1. DNA izolasyonu

Elde edilen saf fungus kiiltiirlerinden total DNA izolasyonu Ahrens ve
Seemiiller (1992) ve Tiirkdlmez vd. (2015)’in izolasyon ydnteminde bazi kiiclik
modifikasyonlar yapilarak Total Niikleik Asit (TNA) izolasyon protokoliine gore
asagida belirtildigi sekilde yapilmastir.

1. Saf olarak gelistirilmis misellerden 200 mg olacak sekilde 1.5 ml’lik
eppendorf tiiplere konulmustir. Eppendorf tiiplerin iginde bulunan fungus miselleri
tizerine 200 pul DNA extraksiyon buffer eklenerek hizli bir bigimde steril plastik mavi
cubuk yardimiyla iyice ezilmistir. Daha sonra iizerine 800 ul daha DNA extraksiyon

buffer1 ilave edilmistir.

2. Fungus ekstraktini igeren eppendorf tiipler 500 rpm’de 5 dk santrifiij

edilmistir.

3. Santrifiijden ¢ikartilan tliplerinsiipernatantindan 600ul almarak temiz
eppendorflara aktarilmistir. Daha sonra sicak su banyosunda 65 °C’de 30 dak.
Inkiibe edilmistir. Bu esnada en az 3 defa belirli siirelerle tiipler yukar1 asag

dondiirerek karistirilmistir.

11



GEREC VE YONTEM Sevde GULDUR

4. Sicak su banyosundan ¢ikartilan fungus DNA soliisyonu igeren her bir tiipe
600ul kloroform izoamil (24:1) alkol karigimi ilave edilmis ve 1dk vortex ile
karistirilmistir. Bu siire sonunda 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir.

5. Santrifiijden sonra tekrar siipernatant kismindan 500ul alinarak yeni
eppendorflara aktarilmistir. Eppendorf tiiplerine 500ul kloroform izoamil alkol
eklenmis ve 1 dk kanstirilmistir. Daha sonra 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij

edilmistir.

6. Santrifiijden c¢ikan tiiplerden tekrardan siipernatant kismindan 300ul
alinmistir. Eppendorf tiiplerin {izerine 300ul isopropanol alkol ilave edilmis ve 1dk

vortexlenmistir. Daha sonra -20 °C’de 1 saat bekletilmistir.

7. -20 °C’den ¢ikartilan eppendorflar 12.000rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiijden ¢ikartilan tiiplerin sivi katmani1 tamamen dokiilerek atilmistir.

8. Eppendorflara 1.000ul Etanol eklenmistir. Ardindan 15 rpm’de 5 dk
santrifiij edilmistir. Santrifiijden ¢ikan tiiplerin siv1 kism1 dokiilmiistiir. Eppendorflar

daha sonra kurutma kagidinin iistlinde ters ¢evirerek 1 saat kurutulmustur.

9. Kurutma isleminden sonra 50ul Steril saf su veya TE tamponu tiiplere
eklenmistir. Ornekler +4°C’de 1 gece bekletilerek, daha sonra kullanim icin -20

°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

Alternaria altarnata izolatlar ITS (ITS1/ITS4), TEF-1a
(EF1-728F/EF1-986R) ve LSU (NL1/NL4) ITS (Internal Transcribed spacer) gen
bolgesi i¢in ITS1 - ITS4 primerleri (White vd., 1990), LSU (Long Sub Unit) gen
bolgesi icin NL1-NL4 (O’Donnell 1993) ve TEF-1 (Smoll Sub Unit) gen bdlgesi i¢in
EF1-728F - EF1-986R (Carbone vd., 1999) primerleri kullanilarak PCR analizleri
yapilmistir (Cizelge 3.1). Adi gegen primerlerden ITS primer ¢ifti yaklasik 700
bp'lik, ACT primerleri, yaklasik 280 bp'lik, LSU primerleri ise yaklasik 600-700
bp’lik DNA fragmentini amplifiye etmektedir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. PCR calismalarinda kullanilan primerlerin sekanslari, gen bolgeleri,
primer baglanma sicakliklari, amplikon boyutlar1 (bp) ve referanslar
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Gen Ad1 | Primer Ada Primer Dizilimi Boyut Literatiir

ITS ITS-1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ 700 bp White vd.
ITS-4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3' (1990)

tef-1a EF1-728F 5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3' 350 bp Carbone vd.
EF1-986R 5'-TACTTGAAGGAACCCTTACC-3’ (1999)

LSU NL1 5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3' 600-700bp | O’Donnell
NL4 5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3' 1993

Cizelge 3.1°de adlar1 gecen primerler kullanilarak PCR kosullar1 ve programi,
Camele vd. (2005)’na gore gergeklestirilmistir. DNA amplifikasyonunda; her bir
reaksiyon i¢in 10pul 10% enzim buffer 1pul 10mM dNTP (di niikleotid trifosfat),
50mM MgCl12, 1ul primer, 0,25 pl Tag DNA polimeraz ve 1 pl (ng) DNA ve iizerine
35.75 ul steril saf su ilave edilerek toplam mix hacmi 50ul olacak sekilde

hazirlanmis ve PCR uygulama programi Cizelge 3.2°deki gibi ayarlanmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerlerin PCR kosullar1

Primerler
PCR ITS1-ITS4 | NLL1-NL.4 | EF1-728F EF1-986R
kosullar:
Ik denatiirasyon 95°C-3dk | 95°C-3dk 95°C-3 dk
Denatiirasyon 95°C-1dk 95°C-1dk 95°C-1dk
35 dongii 35 dongii 35 dongii

Primer baglanmasi | 55°C-1dk 52°C-1dk 52°C-1dk

52°C-1dk 52°C-1dk
Uzama 72°C-1dk | 72°C-1dk 72°C-1dk
Son uzama 72°C-10dk | 72°C-10dk | 72°C-10dk

3.2.2.3. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz Jel Elektroforezi caligmasi Galitelli ve Minafra, (1994)’ya gore
gerceklestirilmistir. Agaroz jel elektroforezi igin, %1 oraninda hazirlanmis olan
agaroz jel, 1X TAE (40 mM Tris, 20 mM glasiyel asetik asit, ImM EDTA)
sollisyonu igerisinde 1sitilarak eritilmistir. Daha sonra sogumasi i¢in 30 dakika

bekletilmeye birakilmistir. Soguduktan sonra tarak tanka yerlestirilmis ¢ozelti jel
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tankina dokiilmiis ve jel polimerizasyonu sonrasi taraklar dikkatli bir bigimde
cikarilarak jel 1XxTAE tamponu iceren elektroforez tankina alinmistir. DNA
maklirlar1 ve ornekler yiiklendikten sonra 80-100 voltta 50-60 dakika siiresince
elektroforez yapilmistir. Bu islemden sonra agaroz jel elektroforez siireci
bitirilmigtir. DNA'min UV 151k altinda goriilebilmesi i¢in elde edilen jel, oda
sicakliginda 1L H20+50ul Etidyumbromiir (10mg/ml) karisiminda 10 dakika siire
beklenerek boyanmustir. Jeldeki EtBr fazlaligindan arindirmak i¢in 10 dakika distile
su icerisinde bekletilmistir. Sonuclar transilluminator ile kontrol edilip ITS, ACT,

LSU ve SSU gen bolgelerine ait bant boyutlar1 ve goriintiileri sirasiyla edilmistir.

3.2.2.4. Ornek dizilemesi, sekans analizi ve filogenetik analiz

PCR ve elektroforez calismalarindan sonra fungus tiirii acisindan pozitif
olarak saptanan O6rneklerinden bir adet ITS1/ITS4, EF1-728F/EF1-986R ve NL1/NL4
ITS primerleri ile ¢ogaltilan iirlinler sekans analizi icin MEDSANTEK firmasina
gonderilmistir. Diziden gelen Orneklerin Forward ve Reverse dizileri Bioedit
programi (Hall, 1999) yardimiyla birlestirilmis ve tek bir dizi elde edilmigstir. Gerekli
diizenlemeler yapildiktan sonra MEGAX (Kumar vd., 2016) programi kullanilarak
dizi hizalamasi (ClustalW) yapilmistir. Diziler gen bankasinda kayithi olan diziler ile
BLAST yapilmistir. Daha sonra elde edilen dizilerin gen bankasindaki izolatlarla
benzerlik karsilastirilmasi yapilmistir. Son olarak elde edilen diziler ile filogenik aga¢
olusturularak diinyadaki diger A. altarnata tiirleriyle olan benzerlikler ve farkliliklar

analiz edilmistir.

3.2.3. NaCl uygulamalar

Denemeler Harran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii’ne ait
seralarda 1:1 oraninda tofiperlit igeren saksilarda yiiriitiilecektir. Deneme
Alterneria etmeni ile bulastirllan ve saglikli kontrol bitkileri iizerinde tesadiif
parselleri deneme desenine gore dort grupta alti tekerriirlii olacak sekilde
yuritiilmistiir. Bu gruplar; a) kontrol, b) Alterneria ile infekteli bitkiler, ¢) 100 mmol
L-1 NaCI uygulamas1 yapilan saglikli bitkiler, d) 100 mmol L-1 NaCI uygulanan
Alterneria ile infekteli bitkiler. Her bir grupta yer alan bitkiler su ihtiyacina gore (2-3
giin ara ile) dort hafta boyunca su ve tuz ¢ozeltisi iceren suyla sulanacaktir. Deneme
baslangic1 ve sonunda patates bitkilerinin yapraklarindan alinan oOrnekler kese
kagitlarina konularak etiketlenip, -20°C’de biyokimyasal analizler yapilincaya kadar

muhafaza edilmistir.

3.2.4. Bitki Biyokimyasal Analizler
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3.2.4.1. Klorofil analizi

Total, a ve b klorofil analizleri Arnon (1949) tarafinfan hazirlanan protokole
gore yapilacaktir. Deneyde kullanilan biber bitkilerinden, yaklasik 0.5 g yaprak
ornegi alinarak 5 ml aseton:su (% 80 v/v) c¢ozeltisinde homojenize edilecek sonra
filtre kagidindan siiziilerek 151k goérmeyen tiiplerin i¢ine alinacaktir. Okumalar
spektrofotometre (Epoch-BioTek) kullanilarak klorofil a i¢in 663.5 nm, klorolofil
b i¢in 645 nm de gergeklestirilmistir. Blank %80 asetona karsi yapilarak spektro

okumasi yapilmistir.

Elde edilen sonuglar asagidaki formiillere gore mg/l taze agirlik olarak

hesaplanmis ve sonrasinda mg g yas agirlik olacak sekilde ifade edilmistir.
Aseton ekstratlarinda klorolofil konsantrasyonun hesaplanmasi;
Toplam klorofil (mg/l) =20.2A645+8.02A663.5
Klorofil a (mg/1) =12.7A663.5-2.69A645
Klorofil b (mg/l) =22.9A645-4.68A663.5

3.2.4.2. Peroksidaz analizi (POX)

Cvikrova vd. (1994) tarafindan kullanilan yonteme gore peroksidaz aktivitesi
icin yaklasik 0.5 g yaprak 6rnegi almarak 10 ml 50 mmol L' Na-fosfat ¢ozeltisinde
homojenize edilmistir. Homojenize 6zden 100 pl alinarak iizerine 3 ml reaksiyon
karistmi (13 mmol L™ guaiacol, 5 mmol L™ H,0, ve 50 mmol L' sodyumfosfat, pH
6.5) ilave edilmistir. Karisitma H,0O, eklenilerek reaksiyon baglatilmis ve
spektrofotometre’de (EpochBio Tek) 470 nm’de 1 dakika ara ile 3 kez okuma
yapilmistir  (25°C). Bir {inite peroksidaz aktivitesi AA470 nm’de 0.1

absorbans/dakika olarak, sonuglar iinite mg™' protein olarak ifade edilmistir.

3.2.4.3. Katalaz analizi (CAT)

Milosevic ve Slusarenko (1996) tarafindan hazirlanan metota gore katalaz
aktivitisi Ol¢lilmustiir. Protokole goreyaklasik 0.5g yaprak Ornegi alinarak 10 ml
sodyum fosfat ¢ozeltisinde homojenize edilmis, elde edilen ekstraktan 50 ul alinarak
iizerine 2.95 ml (10 mmol L™ H,0,, 50 mmol L™ Na-fosfat ¢ozeltisi, 4 mmol L™
Na2EDTA, pH 7.0) reaksiyon karisimina ilave edilmistir. Reaksiyon islemi

15



GEREC VE YONTEM Sevde GULDUR

baslatildiktan hemen sonra spektrofotometre’de (Epoch-Bio Tek) 30 saniye i¢inde
240 nm dalga boyunda absorbans degerleri ol¢iilmiistiir (25°C). Bir {inite katalaz
enzim aktivitesi AA240 nm’de iinite mg-1 protein olarak hesaplanmistir. Bir katalaz
enzim tnitesi 1 dakika i¢inde 1 umol H,O,’u parcalayan enzim miktar1 olarak ifade
edilmistir (Wang ve Han, 2009).

3.2.4.4. Protein analizi

Protein analizi Bradford (1976)’a gore yapilmis, yaklasik 0.5 g yaprak ornegi
5 ml sodyum fosfat buffer (50 mmol L™, pH 7) icinde homojenize edilmistir. Daha
sonra ele edilen bitki ektraksiyonundan 100 pl alinarak {izerine Coomassie Brilliant
Blue G-250 (100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 alinarak 5 ml %95’lik ethanol
ile c¢oziindiriilmiistiir) boyama ¢ozeltisi eklenmistir. Daha sonra Ornekler
spektrofotometrede (Epoch-Bio Tek) 595 nm’de okutulmustur. Protein standart egrisi
icin farkli konsantrasyonlarda (10-100 pg ml™") hazirlanan Bovine Serum Albumin

Fraction V (Sigma) kullanilmistir.

3.2.4.5. Jasmonik asit analizi

Jasmonik asit analizi Annigeri vd. (2011)’e gore yapilmistir. 1 g taze biber
bitkisi yapragi alinarak iizerine 10 ml etanol eklenmis ve 12 saat boyunca oda
sicakliginda karanlik bir ortamda bekletilmistir. Bu islem sonrasinda karisimlar filtre
kagitlarindan (Whatman No:1) siliziilmiistiir. Homojenize edilen karisimlardan 1 ml
alimarak 323 nm’de spektrofotometre (Epoch-Bio Tek) cihazinda okutulmustur. JA
konsantrasyonunun hesaplanmasinda mutlak etanol i¢inde ¢oziindiiriilmiis farkli JA

konsantrasyonlarindan hazirlanan standart egri kullanilmistir.

3.2.4.6. Salisilik asit analizi

Salisilik asit analizi, Rainsford (2004) tarafindan hazirlamis olan metoda gore
yapilmustir. Oncelikle 1 g taze biber bitkisi yaprak drnegi 10 ml etanol iginde 12 saat
boyunca oda sicakliginda karanlik bir ortamda bekletilmistir. Homojenize olan
cozelti daha sonra 10000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir. Supernatant
kismindan 100 pl alinip %1°1ik 2.9 ml ferrik kloriir (FeCl;) ile karigtirilmistir.

Karisimin toplam hacmi daha sonra reaksiyon karigimi ile 3 ml'ye
tamamlanacaktir. Fe’* iyonu ile SA arasmnda olusan pembe renkli karisim
spektrofotometre (Epoch-Bio Tek) cihazinda 540 nm’de oOlgiilecektir. SA igerigi

etanol i¢inde hazirlanan 0-100 ppm arasindaki farkli SA konsantrasyonlari
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kullanilarak hazirlanacaktir. Bunun sonucunda SA standart egrisi olusturulacak ve
buna gore hesaplamalar yapilmistir. SA standartizasyon isleminde SA’1 ¢6zen tiim

¢oziiciilerin kullanilabilecegi belirlenecektir.

3.2.5. istatistik analizi

Istatiksel analizler SPSS No. 23 ile varyans analizi (One-way ANOVA) ile
yapilmistir. Ortalamalarda bulunan farkliliklar Duncan’s Multiple Range Test ile
(P<0.05) saptanmigtir
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4. BULGULAR

4.1. Hastalhkla inokule Edilen Patates Bitkisinde Morfolojik Degisimler

Alternaria altarnata ile inokule edilen patates bitkilerinde hastalik simptomu
gosteren bitkilerden drnekler alinmistir. Ornekleme yapilan bitkilerde Sararma, ig ice

geemis halkali leke ve nekrotik lekeler bigiminde belirtiler gézlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Alternaria altarnata ile enfekteli patates yapraklarinda nekrotik ve halkali
leke

4.2. Hastahigin Cogaltilmasi

Hastalik PDA ortaminda tek spordan petri kutularinda ¢ogaltilmistir (Sekil
4.2a). Cogaltilan kiiltiirler mikroskopta incelendiginde tipik Alternaria konidileri 151k
mikroskobunmda 10x40 biiylitmede gozlenmistir (Sekil 4.2b).
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Sekil 4.2. Alternaria altarnata kolonisi (a), mikroskop altinda Alternaria konidisi (b)
4.3. Ornek dizilemesi, sekans analizi ve filogenetik analiz

Funguslardan izole edilen total DNA’lardan ITS (ITS1/ITS4), tef-la
(EF1-728F/EF1-986R) ve LSU (NL1/NL4) gen bolgeleri PCR yontemi kullanilarak
cogaltilmistir.

PCR iiriinleri, %1.2’lik agaroz jel igerisinde yliriitiilmiis ve etidyum bromid ile
boyanarak jel goriintiileme sisteminde UV 1sik altinda goriintiilenmistir (Sekil 4.3a,
4.3b, 4.3¢).

Sekil 4.3. Toplam DNA’dan ITS, LSU ve TEF-1[1 gen bolgesi i¢in gergeklestirilen
PCR analiz sonuglari. W: su kontrol, M: DNA ladder DNA ladder (MBI Fermentas,
Almanya). a )ITS jel goriintiisii b) LSU jel goriintiisii c) tef-1a jel goriintiisii
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ITS gen bolgesi i¢in yapilan PCR ¢aligmast sonucunda 700 bp civarinda bant
gozlemlenmistir (Sekil 4.3a). Elde edilen PCR iiriinleri Medsantek firmasina
gonderilerek DNA dizileme islemi yapilmistir. Elde edilen dizilerin NCBI BLAST
analizi sonucunda Sanliurfa izolatinin A. alternata oldugu belirlenmis ve bu izolatlar
NCBI veri tabanina PV739788 erisim numarasi ile kaydedilmistir (Sekil 4.4).

LSU gen bolgesi i¢in yapilan PCR ¢aligmast sonucunda 600-650 bp civarinda
bant gozlemlenmistir (Sekil 4.3b). Elde edilen PCR iirlinleri Medsantek firmasina
gonderilerek DNA dizileme islemi yapilmistir. Elde edilen dizilerin NCBI BLAST
analizi sonucunda Sanliurfa izolatinin A. alternata oldugu belirlenmis ve bu izolatlar

NCBI veri tabanina PV739789 erisim numarasi ile kaydedilmistir.

tef-la gen bolgesi i¢cin yapilan PCR ¢aligmast sonucunda 250-300 bp
civarinda bant gozlemlenmistir (Sekil 4.3.). Elde edilen PCR iiriinleri Medsantek
firmasina gonderilerek DNA dizileme islemi yapilmistir. Elde edilen dizilerin NCBI
BLAST analizi sonucunda Sanliurfa izolatinin A. alternaria oldugu belirlenmis ve bu
izolatlar NCBI veri tabanimma PV739783 erisim numarasi ile kaydedilmistir( Sekil
4.5).

e
alber w1 LT EE 56
Aberrany aky BT
BRETTNG [ T
Abcrnans probonts KT TR
JSikern R,

- Alenana cakrouse KITVET2T
Aberhana gipsophikes CSELWS
ikernana abornaniterar KCSAATR
Aferror aflerrans KN
Alerriahg afermais RO N2 00
Aterring aftermats KPR
Afierross aierans WP N4 ]
1

Ancrrana sherraes K243 T2

I-'\.!r e affrrrofa Loriards nodade

[ Abernana brasecae FASESET2

Alsnasa Mamals B 1205

Sekil 4.4. ITS gen bolgesi i¢cin Tamura-Nei modeline dayali Maksimum Olasilik
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yontemi kullanilarak olusturulan filogenetik aga¢. Agag niikleotid dizilerine
dayanmaktadir ve dal destegi 1000 onyiikleme tekrar1 kullanilarak
degerlendirilmistir. Evrimsel analizler MEGA11 programi kullanilarak

yiriitilmustir.
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Sekil 4.5. tef-1a gen bolgesi i¢cin Tamura-Nei modeline dayali Maksimum Olasilik
yontemi kullanilarak olusturulan filogenetik agag¢. Agac niikleotid dizilerine
dayanmaktadir ve dal destegi 1000 onytikleme tekrari kullanilarak
degerlendirilmistir. Evrimsel analizler MEGA11 programi kullanilarak

ylriitilmustir.
4.4. Patates Bitkisinde Biyokimyasal Degisimler

Bu caligmada tuz stresi altinda A. Altarnata etmeni ile bulasik patates
bitkilerinde 50 giin sonra ($ekil 4.6) alinan yaprak 6rneklerinde bitkisi fizyolojisinde

meydana gelen biyokimyasal degisimler incelenmistir.

:”!H!- ' .

Sekil 4.6. Alternaria altarnata ile enfekteli ve tuz uygulanmis patates bitkilerinin 50.
giindeki durumu (Soldan saga dogru;1: kontrol, 2: Alternaria enfekteli, 3:Tuz
uygulanmis, 4: Alternaria enfekteli tuz uygulanmis)
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4.4.1. Alternaria altarnata Etmeninin Toplam Klorofil Miktarina Etkisi

Calismada Alternaria etmeni ile enfekteli, tuz uygulanmis ve kontrol
grubundaki saglikli yapraklar arasindaki toplam klorofil igeriginde 6nemli farkliliklar
elde edilmistir (P<0.05). Klorofil icerigi A.altarnata ile enfekteli ve A-+tuz
uygulanmigyapraklarda diistik seviyelerde seyrederken, saglikli kontrol ve sadece tuz
uygulanmis MC grupda daha yiiksek seviyelerde oldugu belirlenmistir (Selil 4.7).

-
[
<

)

3,

2,50 A

lik)

aze agir

2,00

1,50 A

1,00

Klorofil (mg g t

0,50 -

A A+100mM Tuz Kontrol 100mM Tuz
Uygulamalar

0,00

Sekil 4.7. A. altarnata ile infekteli, Tuz uygulanmis ve kontrol bitkilerinde toplam
klorofil igerigi (A = Alternaria)

Fitoplazma ile enfekteli badem, antepfistigi, asma, elma ve musirda klorofil
iceriginin azaldigr daha Onceki c¢aligmalarda bildirilmistir (Akkurak vd., 2024).
Enfekteli bitkilerde fotosenteze etki eden genlerin baskilanarak klorofil igeriginde
azalma meydana geldigi rapor edilmistir (Pérez-Buenovd., 2019). Akkurak vd.
(2022) antepfistiginda yaptiklar1 calismada fitoplazma enfeksiyonun bitkide
kloroplast ve klorofil ~mekanizmasini  bozdugunu ve bunun klorofil

miktarini azalttigin1 bildirmiglerdir.

4.4.2. Alternaria altarnata Etmeninin Protein Icerigine Etkisi

Patates yapraklarinda protein igeriginin Alternaria etmeni, tuz uygulanmis ve
kontrol grubundaki saglikli yapraklar arasindaki toplam protein igeriginde Snemli
farkliliklar elde edilmistir (P<0.05). Hastalik uygulanmis bitkilerde kontrol grubuna
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kiyasla hastalik etmeni ile enfekteli patates yapraklarda protein igeriginde artma
oldugu belirlenmistir (Sekil 4.8).

2.50 -

2,00
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A A+100mM Tuz Kontrol 100mM Tuz
Uygulamalar

Sekil 4.8. Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmis ve kontrol bitkilerinde
toplam protein igerigi (A = Alternaria)

Farkli hastalik etmenleri konukgu bitkide ¢oziilebilir proteinin bozulmasina
yol acarak azalmasina neden oldugu bildirilmistir (Martin vd., 2003). Fitoplazma
enfeksiyonunun protein igeriginde azalmaya neden oldugu daha once antepfistigi,
bademde ve yoncada bildirilmistir (Akkurak vd., 2024). Bununla birlikte bu
arastirmada Agria patates ¢esidinde Alternaria ile enfekteli bitki grubunda protein
icerigi yiksek bulunmustur. Bunun nedeni bu patates c¢esidinin nematodlara
dayanikli olmasindan kaynaklanabilir. Nitekim Tsuyama vd. (2023), Proschiri ¢ipslik
patates c¢esidinin altin kist nematoduna ve paytates uyuzuna dayanikli oldugunu
aciklamistir. Ancak, bu durumun daha kapsamli bir sekilde anlagilabilmesi igin,
nematoda dayanikli farkli gesitler ve uygun g¢evresel kosullar altinda yapilan daha

fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

4.4.3. Alternaria altarnata Etmeninin Peroksidaz Enzim Aktivitesine EtKisi

Patates yapraklarinda A. altarnata enfeksiyonun Peroksidaz (POX) enzim
aktivitesinde tuz uygulanmis ve saglikli kontrol grubuna kiyasla 6nemli degisiklere

neden oldugu belirlenmistir (P<0.05). Saglikli ve sadece tuz uygulanmis bitkilerde
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POX enzim igeriginde azalma, Alternaria ile enfekteli ve A+ Tuz uygulanmis patates
yapraklarinda artma egiliminde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9). Benzer sekilde
Ayvaci vd. (2022), yoncada Ca. P. australasia enfeksiyonuyla peroksidaz enzim

aktivitesinde 6nemli diizeyde artis oldugunu bildirmistir
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Sekil 4.9. Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmis ve kontrol bitkilerinde
toplam peroksidaz icerigi (A = Alternaria)

4.4.4. Alternaria altarnata Etmeninin Katalaz Enzim Aktivitesine Etkisi

Patates yapraklarinda Alternaria enfeksiyonunun katalaz enzim aktivitesini
onemli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0.05). Alternaria ile enfekteli patates
yapraklarinda katalaz enzimi artarken, saglikli kontrol grubunda azalma oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.10).

24



BULGULAR Sevde GULDUR

CAT (unite/mg protein)

A A+100mM Tuz Kontrol 100mM Tuz
Uygulamalar

Sekil 4.10. Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmis ve kontrol bitkilerinde
toplam katalaz icerigi (A = Alternaria)

Genellikle katalaz enzimi stres kosullarinda artmaktadir (Magbanua vd.,
2007). Serbest radikal saldirilart oldugu zaman katalaz enzimi, koruma saglama
ozelligine sahip oOnemli enzimlerden biridir (Ighodaro ve Akinloye, 2018).
Arastirmada Alternaria enfekteli ve A+Tuz bitki gruplarinda katalaz enzimi artis

gostermistir.

4.4.5. Alternaria altarnata Etmeninin Salisilik Asid (SA) Enzim Aktivitesine
Etkisi

Patates yapraklarinda Alternaria enfeksiyonunun SA enzim aktivitesini
onemli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0.05). Alternaria ile enfekteli patates
yapraklarinda SA enzimi artarken, saglikli kontrol grubunda azalma oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.8). Saghkli ve sadece tuz uygulanmis bitkilerde SA enzim
iceriginde azalma, Alternaria ve A+tuz uygulanmis enfekteli patates yapraklarinda

artma egiliminde oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmis ve kontrol bitkilerinde
toplam salisilik asid (SA) igerigi (A = Alternaria)

Literatiirdeki mevcut veriler, SA’in patates bitkilerinde hastaliklara karsi etkili
bir savunma mekanizmasi olusturabilecegini gostermektedir. Bulasik bitkilerde

savunma mekanizmalarini gli¢lendirerek kontrole gore artig gostermistir (Sekil 4.6).

4.4.6. Alternaria altarnata Etmeninin Jasmonik Asid (JA) Enzim Aktivitesine
Etkisi

Patates yapraklarinda Alternaria enfeksiyonunun JA enzim aktivitesini 6nemli
diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir (P<0.05). Alternaria ile enfekteli ve A+Tuz
uygulanmis patates yapraklarinda JA enzimi artarken, saglikli kontrol grubunda

azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmis ve kontrol bitkilerinde
toplam jasmonik asid (JA) icerigi (A = Alternaria)

4.4.7. Farkh Biyokimyasal ve Fizyolojik Parametreler Arasindaki Korelasyon

Toplam Klorofil ile stres gostergeleri (SA, JA, POX) arasinda ¢ok giiclii
negatif korelasyonlar bulunmustur. Bu, bitkide stres arttikca (6zellikle SA ve JA
hormonlar1 ile) klorofil miktarinin azaldigini gostermektedir. Antioksidan enzimler
(CAT, POX) birbiriyle ve stres hormonlariyla pozitif iligki i¢inde bulunmaktadir. Bu
da stres durumunda antioksidan savunmanin aktive oldugunu gostermektedir. Protein
miktari, 6zellikle CAT ile iliskili olarak belirlenmistir Bu, protein sentezinin enzim

aktivitesiyle baglantili oldugunu gostermektedir (Sekil 4.13).

Toplam

Variables Klorofil Protein CAT SA POX JA
Toplam Klorofil 1
Protein 0.094 1
CAT -0.375 0.843 1
SA -0.935 0.218 0.607 1
POX -0.841 0.424 0.744 0.966 1
JA -0.969 0.101 0.547 0.944 0.891

Sekil 4.13. Farkli biyokimyasal ve fizyolojik parametreler arasindaki korelasyon

27




TARTISMA Sevde GULDUR

5. TARTISMA

Elde edilen verilere gore, tuzluluk uygulamasimnin Alternaria alternata ile
enfekte edilmis patates bitkilerinin fizyolojik parametreleri tizerinde 6nemli etkileri
oldugu gdzlemlenmektedir. Ozellikle klorofil diizeylerinde belirgin bir azalma,
bitkinin fotosentetik kapasitesinin tuzluluk stresine karsi hassasiyetini gostermektedir.
Bu durum, yiiksek tuzluluk kosullarinda bitkinin kloroplast yapisinin bozulmasi ve

pigment sentezinin engellenmesinden kaynaklanabilir (Munns ve Tester, 2008).

Ayrica, malondialdehit (MDA) diizeylerindeki artig, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Bu bulgu, tuzluluk ve
patojen enfeksiyonunun birlikte hiicre zar biitiinliigiinii bozdugunu ve oksidatif zarari
artirdigin1  géstermektedir. Bu sonug, bitkinin antioksidan savunma sistemlerinin

yetersiz kaldiginmi diistindiirmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

Bitkiler cevresel stres kosullarina karsi gelismis fizyolojik ve biyokimyasal
yanit mekanizmalar1 gelistirirler. Bu mekanizmalarin etkilesimlerini ortaya koymak
amaciyla yapilan korelasyon analizi, ¢esitli parametreler arasindaki iliski diizeylerini
anlamamiza olanak tanimaktadir. Sekil 4.13’te sunulan korelasyon matrisi, toplam
klorofil, protein igerigi, katalaz (CAT), salisilik asit (SA), peroksidaz (POX) ve

jasmonik asit (JA) arasindaki istatistiksel iliskileri gostermektedir.

Toplam klorofil miktar1 ile savunma yanit1 gostergeleri olan JA (r = -0.969),
SA (r =-0.935) ve POX (r = -0.841) arasinda yiiksek diizeyde negatif korelasyonlar
tespit edilmistir. Bu sonuglar, bitki stres kosullarinda savunma metabolitlerinin
artistyla  birlikte  klorofil igeriginin azaldigim1  gostermektedir. Fotosentetik
pigmentlerden biri olan klorofilin azalmasi, stresin fotosentez mekanizmasi
tizerindeki olumsuz etkilerine isaret eder (Demiral ve Tiirkan, 2005). Jasmonik asit ve
salisilik asit gibi sinyal bilesiklerinin artis1 ise, bitkide stres kosullarinda savunma

sistemlerinin aktive edildigini diisiindiirmektedir (Wasternack ve Hause, 2013).
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Katalaz enzimi ile protein igerigi arasinda pozitif ve giiclii bir iliski (r =
0.843) bulunmustur. Bu bulgu, stres kosullarinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) detoksifikasyonunda gorevli olan katalaz enziminin aktivitesinin, genel
metabolik faaliyetlerin bir gostergesi olan protein sentezi ile paralel arttigim
gostermektedir. Benzer sekilde, CAT ile SA (r = 0.607) ve POX (r = 0.744)
arasindaki pozitif korelasyonlar, bu ii¢ bilesenin oksidatif stres yanitinda birbirini

destekleyici rollere sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Mittler, 2002).

POX enzimi ile SA (r = 0.966) ve JA (r = 0.891) arasinda saptanan ¢ok giiclii
pozitif korelasyonlar, bitki savunma sistemlerinde sinyal iletiminde 6nemli gorevler
iistlenen bu bilesiklerin es zamanli olarak arttigin1 ortaya koymaktadir. Bu bulgu,
salisilik asit ve jasmonik asitin bitkinin sistemik edinilmis direnci (SAR) ve
yaralanma yaniti gibi mekanizmalarda ortak gorev aldigimi desteklemektedir
(Glazebrook, 2005).

Genel olarak, korelasyon verileri stres kosullarinda savunma sistemleri ile
fotosentetik faaliyetler arasinda belirgin bir denge mekanizmasmin oldugunu
gostermektedir. Artan savunma bilesenleri (JA, SA, POX) klorofil igerigini
baskilarken, antioksidan enzim aktiviteleri (CAT ve POX) birbirleriyle pozitif
iligkiler gostererek bitkinin oksidatif hasari sinirlandirmaya yonelik tepkilerini
yansitmaktadir. Bu iligkiler, stres altinda bitkinin yasamini siirdiirebilmesi i¢in enerji
kullanimin1  yeniden yapilandirdigim1i ve fizyolojik Oncelikleri degistirdigini

gostermektedir.

Sonug olarak, elde edilen bulgular, patates bitkisinin hem A. alternata
enfeksiyonu hem de tuzluluk stresi altinda fizyolojik olarak ciddi baski altinda
kaldigim1 gostermektedir. Bu tip stres faktorlerinin bir araya gelmesi, bitkinin
gelisimini ve verimini daha da olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle, 6zellikle tuzlu
topraklarda patates tarimi yapilacaksa, hem hastalik yonetimi hem de tuzluluk

toleranst yiiksek cesitlerin tercih edilmesi 6nerilmektedir.
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6. SONUCLAR

Alternaria hastalik etmeni ve tuz uygulanmis patates yapraklarinda meydana
gelen biyokimyasal etkilerinin arastirildigi bu calismada asagidaki sonuglar elde

edilmistir;

Patates yapraklarinda tipik Alfernaria hastalik etmeninin belirtileri olan i¢ ige

gecmis halkali leke ve nekrozlar saptanmaistir.

Alternaria enfeksiyonunun patates yapraklarinda sebep oldugu biyokimyasal

tepkimeler incelenmistir.

Saglikli yapraklara kiyasla Alfernaria ile enfekteli Patates yapraklarinda
prolin ve enzim aktivitesi (Peroksidaz; POX ve Katalaz: CAT) artis gostermistir;.
Enfekteli patates grubunda Protein i¢eginde azalma beklenirken protein igerigi artis

gostermistir.

Toplam klorofil igeriginin Alternaria enfekteli ve tuz uygulanmis patates

yapraklarinda 6nemli miktarda azaldig: belirlenmistir.

Saglikli ve sadece tuz uygulanmis bitkilerde POX enzim igeriginde azalma,
Alternaria ile enfekteli patates yapraklarinda artma egiliminde oldugu tespit

edilmistir.

Klorofil icerigi Alternaria ile enfekteli ve tuz uygulanmis yapraklarda diisiik
seviyelerde seyrederken, saglikli kontrol ve MC grubunda daha yiiksek seviyelerde

oldugu belirlenmistir.

Alternaria ile enfekteli patates yapraklarinda katalaz enzimi artarken, saglikli

kontrol grubunda azalma oldugu belirlenmistir.

Patates yapraklarinda Alternaria enfeksiyonunun SA enzim aktivitesini
onemli diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir. Saglikli ve sadece tuz uygulanmis
bitkilerde SA enzim iceriginde azalma, Alternaria ve A+tuz uygulanmis enfekteli

patates yapraklarinda artma egiliminde oldugu tespit edilmistir.

Patates yapraklarinda Alternaria enfeksiyonunun JA enzim aktivitesini 6nemli

diizeyde arttirdig1 tespit edilmistir. Saglikli ve sadece tuz uygulanmis bitkilerde JA
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enzim iceriginde azalma, Alternaria ve A-+tuz uygulanmis enfekteli patates

yapraklarinda artma egiliminde oldugu tespit edilmistir
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7. ONERILER

Bu calisma ile patateste Alternaria hastalik etmenin meydana getirdigi
protein, prolin, klorofil igerigi ve antioxidant enzimlerin degisimi ilk kez
aragtirilmistir. Buna ilave olarak mikronize kalsit uygulanmis patates yapraklarinda
Alternaria etmeninin biyokimyasal tepkilerinin bilinmesi dayaniklilik ve kontrol

stratejilerinin gelistirilmesinde 6nemli ipuglar1 saglayacag diisiiniilmektedir.

Gelecekteki aragtirmalar, tuz toleransini artiran genlerin veya biyolojik
ajanlarin 4. alternata'ya karst direnci nasil etkiledigini molekiiler diizeyde daha
derinlemesine incelemelidir. Ayrica, tuzlu kosullarda patates bitkisinin 4. alternata
enfeksiyonlarina karsi direncini artirmak i¢in entegre miicadele yontemleri (6rnegin,
tuz toleransh c¢esitlerin gelistirilmesi, uygun besleme stratejileri ve biyokontrol
ajanlarinin  kullanimi) iizerinde durulmalidir. Bu tiir yaklasimlar, kiiresel gida
giivenligini tehdit eden tuzluluk ve bitki hastaliklar1 sorunlarina kars1 daha direngli

tarim sistemleri olusturulmasina katki saglayacaktir.
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