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ÖZET

YÜKSEK LİSANS TEZİ

ALTERNARİA İLE İNFEKTELİ PATATES BİTKİLERİNİN NaCl STRESİ ALTINDAKİ
BİYOKİMYASAL TEPKİLERİ

SEVDE GÜLDÜR

HARRAN ÜNİVERSİTESİ
LİSANSÜSTÜ EĞİTİM ENSTİTÜSÜ

BİTKİ KORUMA

Tez Danışman: Prof. Dr.   Murat DİKİLİTAŞ
 Yıl: 2025, Sayfa :  40

Patates birçok abiotik ve biotik stres faktörlerine maruz kalmaktadır. Aşırı sıcaklık ve fazla sulama ile
toprakta tuz birikimi artmakta, bu nedenle biotik stres faktörlerinin yıkıcı etkisi daha şiddetli olarak
ortaya çıkmaktadır. Bu araştırmada, patates tarlasından izole edilen Alternaria altarnata etmeni yapay
olarak bulaştırılan patates bitkilerinin tepkisi suni olarak oluşturulmuş NaCl stresi altında
incelenmiştir. Çalışma Alternaria etmeni ile bulaştırılan bitkilerde tesadüf parselleri deneme desenine
göre dört grupta altı tekerrürlü olacak şekilde yürütülmüştür. Bu gruplar; a) kontrol, b) Alternaria ile
infekteli bitkiler, c) 100 mmol L-1 NaCI uygulaması yapılan sağlıklı bitkiler, d) 100 mmol L-1 NaCl
uygulanan Alternaria ile infekteli bitkilerden oluşmuştur. Her grupta yer alan bitkiler beş hafta
boyunca 2-3 gün ara ile su ve tuz çözeltisi içeren suyla ihtiyaca göre sulanmıştır. Uygulamalar
sonucunda yapraklardan alınan örneklerden klorofil, katalaz (CAT), jasmonik asit (JA), salisilik asit
(SA), protein ve peroksidaz (POX) analizleri yapılmıştır. 100 mmol L-1 NaCl uygulanan bitkilere
kıyasla Alternaria ile enfekteli patates yapraklarında JA, SA, CAT ve POX enzim içerikleri azalış
gösterirken protein ve klorofil içerikleri yüksek bulunmuştur (P<0.05). Bu çalışma, tuz stresi ve
Alternaria enfeksiyonunun patates bitkisinde klorofil içeriği ile antioksidan enzim düzeylerinde
meydana getirdiği değişimleri birlikte ele alan ilk araştırmalardan biridir. Elde edilen bulgular, tuz
uygulamasının bitkideki patojenik baskıyı artırdığını ortaya koymaktadır. Tuz stresi koşullarında
Alternaria etmenine karşı bitkinin gösterdiği biyokimyasal yanıtların anlaşılması, patatesin
hastalıklara karşı dayanıklılık mekanizmalarının aydınlatılmasına ve etkili mücadele stratejilerinin
geliştirilmesine önemli katkılar sağlayacaktır.

ANAHTAR KELİMELER: Salisilik asit, Patates, Alternaria, Tuz, Jasmonik asit
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ABSTRACT

MASTER THESIS

BIOCHEMICAL REACTIONS OF POTATO PLANTS INFECTED WITH ALTERNARIA
UNDER NaCl STRESS

SEVDE GÜLDÜR

HARRAN UNIVERSITY
INSTITUTE OF GRADUATE EDUCATION

PLANT PROTECTION

Thesis Supervisor: Prof. Dr.   Murat DİKİLİTAŞ
 Year: 2025, Page : 40

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, c) healthy plants to which 100 mmol L-1 NaCl was applied, d) Alternaria infected
plants to which 100 mmol L-1 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-1 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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GİRİŞ Sevde GÜLDÜR

 
1. GİRİŞ

Patates bitkisinin (Solanum tuberosum L.) anavatanı Güney Amerika olarak
bilinmektedir. Patates; farklı iklim bölgelerine hızlı bir şekilde uyum sağlayabilmesi,
diğer ürünlere bakılarak daha az maliyetli olması, birim alandan alınan ürünün daha
çok olması, dünyanın hemen her bölgesinde başarıyla yetiştirilebilmesi, yüksek besin
değerleri içermesi gibi avantajlara sahip bir üründür (Arıoğlu vd., 2006; Kolsarıcı,
2011). Patates; yumruları direkt olarak veya fabrika artıkları şeklinde hayvan
beslenmesinde, taze veya işlenmiş olarak insan beslenmesinde, bitkisel üretiminin
devamlılığını sağlamak için tohumluk olarak ve çeşitli şekillerde gıda sanayinde
işlenerek kullanılan önemli bir endüstri bitkisidir. Dünya nüfusunun artması ve buna
bağlı olarak temel gıda ürünü olan patatesin kullanım alanlarının yaygınlaşması
patatese olan talebi ve tüketimini hızlı bir şekilde arttırmaktadır. Bu nedenle dünyada
en çok üretimi yapılan bitkisel ürünler sıralamasında şeker kamışı, mısır, pirinç ve
buğdaydan sonra patates beşinci sırada gelmektedir. 2023 yılı FAO verilerine göre
16.8 milyon hektar alanda 383 milyon ton patates üretimi gerçekleşmiş olup toplam
bitkisel üretim içerisindeki payı %3.8’dir (FAO, 2025).

Dünya patates üretimi 1990-1992 dönemi ortalaması 267 milyon ton iken,
1.43 kat artış göstererek 2023 yılında 383 milyon tona yükselmiştir. FAO 2023 yılı
üretim verilerine göre dünya patates üretimindeki lider ülkeler sırasyla, Çin (%24.4),
Hindistan (%15.7), Ukrayna (%5.5), Amerika Birleşik Devletleri (%5.2) ve Rusya
(% 5.1) dir. Dünya patates üretiminin %55.49’u bu 5 ülkede yapılmaktadır.
Türkiye’nin dünya üretimindeki payı %1.24’tür ve patates üreten ülkeler arasında 19.
sırada yer almaktadır (Singha ve Maezawa, 2019).

Türkiye’de 2023 yılı verilerine göre patates ekim alanı bakımından Niğde
%12.07 pay ile birinci sırada, Afyonkarahisar %10.08 ikinci sırada, Konya % 8.7 pay
ile pay ile üçüncü sırada yeralmaktadır. Patates üretim miktarı bakımından Niğde
757480 ton ile birinci sırada, Afyonkarahisar 581850 ton ile ikinci sırada ve Konya
462545 ton ile üçüncü sırada yer almaktadır. Patates veriminin Türkiye ortalaması
3.777 kg/da’dır. İzmir ilinde patates denilince Ödemiş ilçesi akla gelmektedir.
Ödemiş ilçesi üretim bakımından diğer üretim bölgelerine göre avantajlı
konumdadır. Çünkü bu ilçede aynı üretim sezonunda aynı arazide iki defa patates
üretimi yapılabilmektedir (TUİK, 2025)

Alternaria türleri, geniş bir yayılım gösteren ve yıkıcı etkilere sahip olabilen
önemli bitki patojenleri arasında yer almaktadır. Alternaria solani Sorauer ve
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GİRİŞ Sevde GÜLDÜR

Alternaria alternata (Fr.) Keissler, ekonomik açıdan büyük öneme sahip bazı bitki
hastalıklarının etmenleri olarak öne çıkmaktadır. Alternaria solani, A. alternata, A.
arborescens Simmons ve A. tenuissima (Kunze) Wiltshire, askomiset sınıfına ait
mantar patojenleri olup, bu türlerin hiçbirinde şimdiye kadar teleomorf evreye
rastlanmamıştır (van der Waals vd., 2004). Bununla birlikte, paraseksüel aktivitenin
varlığına bağlı olarak bu türlerde yüksek düzeyde genetik çeşitliliğin meydana
geldiği öne sürülmektedir (van der Waals vd., 2004). Ayrıca, mutasyonların da bu
genetik çeşitliliğe önemli ölçüde katkı sağladığı düşünülmektedir. A. solani ve küçük
sporlu Alternaria türleri, hızlı çoğalma yetenekleri sayesinde kısa sürede yüksek
miktarda spor üretimi gerçekleştirebilmektedir. (Petrunak ve Christ, 1992).

Alternaria alternata’nın 380’den fazla konukçu bitkide tanımlandığı
bildirilmiştir (Farr ve Rossman, 2015). A. alternata’nın neden olduğu hastalıklar,
enfekte ettiği konukçu bitkiye bağlı olarak farklı adlarla anılmaktadır. Patates,
domates ve turunçgillerde meydana gelen enfeksiyonlar genellikle "kahverengi leke"
olarak tanımlanırken, nar bitkisinde görülen enfeksiyon "siyah nokta" olarak
adlandırılmaktadır. Muz, sorgum ve ceviz bitkilerinde ise bu patojenin neden olduğu
hastalıklar "yaprak lekesi" ya da "yaprak yanıklığı" olarak bilinmektedir. A.
alternata, domateste %20’ye kadar verim kaybına yol açabilmekte; patates üretim
alanlarında ise bu oran %70-80’e kadar çıkabilmektedir (Fairchild, 2013; Soleimani
ve Kirk, 2012; Van der Waals, 2001). Ayrıca, patates yumrularında "siyah çukur"
olarak adlandırılan hastalık etmeninin A. alternata olduğu ve depolarda bu patojenin
yaklaşık %10 oranında bulaşık olduğu rapor edilmiştir (Boyd, 1972).

Dünya genelinde ve Türkiye’de küresel ısınma, hızla artan nüfus, su
kaynaklarındaki azalma ve hatalı tarım uygulamaları gibi etkenler nedeniyle kurak ve
yarı kurak bölgelerde toprakların tuz içeriği önemli ölçüde artmakta ve bu durum
bitki gelişimi açısından ciddi bir sorun teşkil etmektedir (Gorji vd., 2017).

Topraklarda tuz birikiminin zararlı seviyelere ulaşmasında, çözünebilir
tuzların yer altı su seviyesinin yükselmesiyle birlikte buharlaşma yoluyla toprak
yüzeyine taşınması etkili olmakta; bu süreç, toprakların tuzlulaşmasına neden
olmaktadır (Okur ve Orçen, 2020).

Tuzluluk, bitkilerde kök ve gövde gelişiminin zayıflamasına, yaprak alanının
küçülmesine, doku ve organlarda morfolojik farklılaşmalara ve bunun sonucunda
meyve verimi ile kalite düzeyinde azalmaya neden olmaktadır (Arif vd., 2020).
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Yüksek tuz stresi altında bulunan bitkiler, ozmotik basıncın artmasıyla
birlikte su alımında güçlük yaşar ve bu durum bitki beslenmesini olumsuz etkiler.
Na⁺ ve Cl⁻ iyonlarının bitki dokularında birikmesi, besin elementlerinin hücrelere
taşınmasını engelleyerek bitki metabolizmasının bozulmasına neden olur. Bu süreçte
hücre içi sıvının mineral bileşimi ile birlikte özellikle Ca²⁺ dengesinde bozulmalar
meydana gelir (Tanveer vd., 2020). Söz konusu stres koşulları genellikle stomaların
kapanmasına ve fotosentez oranının azalmasına yol açar. Tuz stresinin devam etmesi
halinde ise bitki büyümesi ve gelişimi tamamen durma noktasına gelebilir (Byrt vd.,
2018).

Toprakta bulunan yüksek tuz konsantrasyonu, tohum çimlenmesi, enzim
aktivasyonu, fide gelişimi ve protein sentezi gibi temel metabolik süreçleri olumsuz
yönde etkileyerek bitki gelişimini ve büyümesini önemli ölçüde kısıtlamaktadır
(Masonda vd., 2018).

Tuz stresi, enzim sentezini baskılayarak protein üretimini azaltmakta; bu
durum bitkinin genel metabolik faaliyetlerine doğrudan yansımaktadır (Shah vd.,
2021).

Yapraklarda meydana gelen klorofil miktarındaki değişim, tuz stresinin
şiddeti ve süresine bağlı olarak farklılık göstermekte olup, aynı zamanda bitki türüne
göre de değişmektedir. Ancak genel olarak stres koşulları altında klorofil içeriğinde
azalma eğilimi gözlemlenmektedir (Najar vd., 2019).

Tuz stresi altındaki bitki hücrelerinde en yaygın olarak ölçülen
metabolitlerden biri prolindir. Prolin, hücre içinde hidroksil radikallerinin
düzenlenmesinde ve sitozolik pH'nın dengelenmesinde ozmolit olarak görev yapan
önemli bir organik bileşiktir (Shafi vd., 2019).

Ayrıca, tuzluluk genellikle bitki yapraklarında erken yaşlanmayı
tetiklemektedir (Yeo vd., 1991). Yaprak yaşlanması ise çoğunlukla klorofil ya da
protein eksikliği ile hücre zarının geçirgenliğinde artışa bağlı olarak ortaya
çıkmaktadır (Asad vd., 2019).

Tuz stresi sonucunda bitki yapraklarında meydana gelen erken yaşlanma,
malondialdehit (MDA) birikimi ile yakından ilişkilidir. Bitki dokularında iyon
birikiminin artması, MDA düzeylerinde de belirgin bir artışa neden olmaktadır.
Çeltik bitkisi üzerinde yapılan bir çalışmada, tuza dayanıklı çeşitlerde MDA
düzeyleri düşük bulunurken, tuza duyarlı çeşitlerde bu değerlerin oldukça yüksek
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olduğu belirlenmiştir (Lutts vd., 1996). MDA molekülleri, membranlardaki
doymamış yağ asitlerinin peroksidasyonuyla oluşmakta ve stres koşulları altında
birikimleri artmaktadır. Bu nedenle, MDA düzeylerinin belirlenmesi, bitkilerin tuz
stresine karşı tolerans düzeyinin değerlendirilmesinde önemli bir biyokimyasal
gösterge olarak kabul edilmektedir (Dolatabadian vd., 2008).

Börülce bitkisine eşzamanlı olarak uygulanan abiyotik (tuz stresi) ve biyotik
(Cowpea severe mosaic virus – CPSMV) stres faktörleri, bitki türü, patojen tipi ve
stres yoğunluğuna bağlı olarak patojenlere karşı artan ya da azalan duyarlılıkla
sonuçlanabilmekte; bu stresler sinerjistik (katkı sağlayıcı) ya da antagonistik
etkileşim gösterebilmektedir. Ancak Varela vd. (2019) tarafından yürütülen
çalışmada, tuz stresinin CPSMV enfeksiyonuna karşı duyarlılığı artırdığı
belirlenmiştir.

Akkurak vd. (2022), ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ ile enfekte edilmiş
marul (Lactuca sativa) bitkilerinde fizyolojik ve biyokimyasal parametrelerde
meydana gelen değişimleri incelemişlerdir. Araştırma sonucunda enfekte bitkilerde
protein ve toplam klorofil miktarının azaldığı; buna karşılık MDA birikimi ile
birlikte prolin, peroksidaz (POX) ve katalaz (CAT) enzim aktivitelerinde sağlıklı
kontrol bitkilerine kıyasla artış eğilimi gözlendiği rapor edilmiştir.

Benzer şekilde, Ayvacı vd. (2022), ‘Candidatus Phytoplasma aurantifolia’
etmeni ile enfekte edilmiş yonca (Medicago sativa) bitkisinde meydana gelen
fizyolojik ve biyokimyasal değişimleri araştırmışlardır. Çalışma bulgularına göre,
enfekte bitkilerde protein ve toplam klorofil miktarının azaldığı; MDA birikiminin
yanı sıra prolin, CAT, POX, fenol, salisilik asit ve jasmonik asit içeriklerinin enfekte
bireylerde önemli ölçüde arttığı belirlenmiştir.

Şanlıurfa ilinde 2023 patates yetiştirilme sezozununda yaptığımız arazi
gözlemlerinde patates yetiştirilen tüm alanlarda Alternaria sp. hastalık etmeni
görülmüştür. Bu duruma iklim şartları, çeşit duyarlığı ve fazla gübrelemden
kaynaklanan tuzlanmanın neden olduğu düşünülmüştür. Bu nedenle araştırma
hastalığı tanılamak ve hastalıkla enfektelenmiş Agria patates çeşidinde 100 mM tuz
sevyesinin biyokimyasal parametrelerde oluşturduğu değişikliği belirlemek için
yapılmıştır. 
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2. ÖNCEKİ ÇALIŞMALAR

Patates (Solanum tuberosum L.), dünya genelinde temel gıda maddelerinden
biri olup, karbonhidratlar, proteinler, diyet lifi, askorbik asit, riboflavin ve mineraller
açısından zengin bir besin kaynağıdır (Chourasia vd., 2021). Birleşmiş Milletler Gıda
ve Tarım Örgütü (FAO) tarafından gıda güvenliğini sağlamada gelecek vadeden bir
ürün olarak kabul edilen patates, abiyotik ve biyotik stres faktörlerinden önemli
ölçüde etkilenmektedir. Bu stres faktörleri arasında tuzluluk ve fungal patojenler,
patates üretimini ve verimliliğini sınırlayan başlıca etmenlerdir.

Tuz stresi, küresel ölçekte tarımsal üretimi tehdit eden en önemli abiyotik
stres faktörlerinden biri olarak değerlendirilmektedir. Dünya genelinde yaklaşık 1128
milyon hektarlık alanın tuzluluk ve sodiklik nedeniyle olumsuz etkilendiği
bildirilmektedir (Chourasia vd., 2021). Tuz stresi, bitkilerde ozmotik strese bağlı
iyon toksisitesine yol açmakta; bu durum büyümenin inhibisyonu, besin
dengesizlikleri, reaktif oksijen türlerinin (ROS) detoksifikasyonunda bozulma, hücre
zarlarında hasar ve fotosentetik aktivitelerde azalma gibi çeşitli fizyolojik
değişikliklerle sonuçlanmaktadır.

Alternaria alternata, patates bitkisinde kahverengi yaprak lekesi hastalığına
neden olan nekrotrofik bir fungal patojendir. Bu patojen, konak-seçici toksinler
sentezleyerek bitki dokularında hızlı lipid peroksidasyonu, hidrojen peroksit (H₂O₂)
birikimi ve programlı hücre ölümüne neden olmaktadır (Chung, 2012). A.
alternata’nın patojenitesi büyük ölçüde bu toksinlerin üretimine bağlı olup,
toksinlerin yokluğunda konakçıya saldırma kapasitesi anlamlı düzeyde azalmaktadır.

Tuz stresi ile A. alternata enfeksiyonu arasındaki etkileşimler, patates
bitkisinin savunma mekanizmalarını ve genel fizyolojik süreçlerini çok yönlü ve
karmaşık biçimde etkilemektedir. Bu çalışmada, söz konusu iki stres faktörü
arasındaki pozitif ve negatif ilişkiler güncel bilimsel çalışmalar doğrultusunda ele
alınmıştır.

Alternaria alternata, tuz stresinin neden olduğu oksidatif strese karşı çeşitli
savunma sistemleri geliştirmiştir. Bu savunma mekanizmaları arasında, redoks-
duyarlı transkripsiyon faktörleri olan YAP1 ve SKN7’nin aktivasyonu önemli bir rol
oynamaktadır (Chung, 2012). YAP1, oksidatif stres koşullarında sitoplazmadan
çekirdeğe transloke olarak, katalaz, süperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi
antioksidan enzimlerin ekspresyonunu düzenlemektedir. SKN7 ise, hücre duvarı
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biyosentezi ve oksidatif stres yanıtında görev alan genlerin ekspresyonunu kontrol
etmektedir.

Chung (2012) tarafından yürütülen çalışmada, A. alternata’daki YAP1
homologunun oksidatif stres toleransı açısından kritik bir öneme sahip olduğu
gösterilmiştir. YAP1 geninin inaktivasyonu, fungusun hidrojen peroksit, menadion
ve diğer oksidatif stres etmenlerine karşı duyarlılığını artırmakta; dolayısıyla
patojenitesini önemli ölçüde azaltmaktadır. Bu bulgular, A. alternata’nın tuz stresi
koşullarında yaşamını sürdürebilmesi ve patojenitesini devam ettirebilmesi için
YAP1 aracılı oksidatif stres toleransının gerekli olduğunu göstermektedir.

A. alternata, tuz stresi koşullarında siderofora bağlı demir alımı yoluyla da
ROS detoksifikasyonunda etkin rol oynamaktadır. Sideroforlar, mikroorganizmalar
tarafından sentezlenen, düşük moleküler ağırlıklı ve demir bağlama kapasitesine
sahip bileşiklerdir. Demir, başta katalaz ve süperoksit dismutaz (SOD) olmak üzere
birçok antioksidan enzimin aktivitesi için gereklidir. Bu nedenle siderofor aracılı
demir alımı, oksidatif stresle mücadelede kritik bir öneme sahiptir (Chung, 2012).

A. alternata’da NADPH oksidaz (NOX) kompleksi aracılığıyla düşük
düzeyde hidrojen peroksit (H₂O₂) üretimi, ROS direncinin modülasyonunda ve
konidiyasyon sürecinin tetiklenmesinde rol oynamaktadır. NOX kompleksi
tarafından üretilen H₂O₂, YAP1 ve SKN7 gibi redoks-duyarlı düzenleyicileri ve
mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolaklarından HOG1 üzerinden
işleyen sinyal iletim sistemlerini aktive ederek, siderofor biyosentezinde görev alan
genlerin ekspresyonunu düzenlemektedir (Yang ve Chung, 2012). Bu mekanizma, A.
alternata’nın tuz stresine karşı hayatta kalma ve patojenitesini sürdürme kapasitesini
artıran önemli bir adaptasyon stratejisi olarak değerlendirilmektedir.

Bununla birlikte, yüksek tuz konsantrasyonlarının A. alternata’nın gelişimi ve
virülansı üzerinde olumsuz etkileri olabilmektedir. Uranbeyi vd. (2017) tarafından
yapılan çalışmada, yüksek NaCl konsantrasyonlarının bazı fungal patojenlerin
gelişimini engelleyebildiği gösterilmiştir. Tuz stresi, fungal hücre zarında osmotik
dengesizlik yaratarak hücre içi iyon dengesini bozmakta, bu da metabolik
aktivitelerin aksamasına yol açmaktadır. Ayrıca, bu koşullarda A. alternata
tarafından üretilen konak-seçici toksinlerin miktarı da azalabilmektedir. Toksin
üretimi, patojenin konakçıya saldırı kapasitesi açısından hayati öneme sahip
olduğundan, tuz stresinin toksin sentezini sınırlaması virülans üzerinde ciddi bir
düşüşe neden olabilir.
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Tuz stresinin etkileri yalnızca hücresel düzeyle sınırlı kalmamakta; aynı
zamanda fungal yapının genel bütünlüğünü de etkilemektedir. Yüksek tuz
konsantrasyonları, fungal hücrelerde su kaybına ve plazmolize neden olarak hücre
bölünmesini ve büyümesini engellemektedir. Osmotik stres, ayrıca hücre duvarı
bütünlüğünü bozarak A. alternata’nın konakçı bitkiye penetrasyon yeteneğini
azaltmaktadır. Bu durum, hem bitki hem de fungal patojenin osmotik dengeyi
kaybetmesi sonucu, enfeksiyon sürecinin başarısını olumsuz yönde
etkileyebilmektedir.

Tuz stresi, patates bitkisinde reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimini
artırarak A. alternata'ya karşı savunma mekanizmalarının güçlenmesine katkı
sağlayabilmektedir. Chourasia vd. (2021) tarafından yapılan çalışmada, tuz stresinin
patates bitkisinde antioksidan enzim aktiviteleri katalaz, süperoksit dismutaz ve
peroksidaz gibi artırdığı gösterilmiştir. Bu enzimlerin aktivasyonu, bitki hücrelerinde
ROS seviyelerinin düzenlenmesine olanak tanıyarak oksidatif hasarın azaltılmasını
sağlamış ve fungal patojenlere karşı direnci artırmıştır. Ayrıca, tuz stresi altında
patates bitkisinde patogenezle ilişkili proteinler (PR proteinleri), fitoaleksinler ve
hücre duvarını güçlendiren enzimler gibi çeşitli savunma ile ilişkili genlerin
ekspresyonunda artış gözlenmektedir. Bu savunma moleküllerinin sentezi, A.
alternata’nın enfeksiyon kapasitesini sınırlandırabilmektedir. Öte yandan, uzun
süreli tuz stresi patates bitkisinin savunma mekanizmalarını zayıflatarak A. alternata
enfeksiyonuna karşı duyarlılığı artırabilmektedir. Kronik tuz stresi, bitki hücrelerinde
enerji tüketimini ve metabolik dengeyi olumsuz etkileyerek savunma
mekanizmalarının etkinliğini azaltmaktadır. Ayrıca, tuz stresinin neden olduğu
membran hasarı ve iyon sızıntısı, fungal patojenin enfeksiyon sürecini
kolaylaştırabilmektedir.

Tuz stresi ile A. alternata enfeksiyonu arasındaki etkileşimler, patates
bitkisinin fizyolojik ve biyokimyasal yanıtlarını karmaşık ve çok yönlü biçimde
etkilemektedir. Uranbeyi vd. (2017) tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada, tuz
stresinin patates bitkisinde mikroyumru oluşumunu etkilediği ve karbon
kaynaklarının kullanımında değişikliklere yol açtığı gösterilmiştir. Bu değişiklikler,
bitkinin enerji metabolizması ile savunma mekanizmalarını etkileyerek A. alternata
enfeksiyonuna karşı duyarlılığını değiştirebilmektedir. Ayrıca, tuz stresi ve fungal
enfeksiyon, patates bitkisinde özellikle absisik asit (ABA), jasmonik asit (JA) ve
salisilik asit (SA) gibi hormonların seviyelerinde değişimlere neden olmaktadır. Bu
hormonlar, bitki savunma mekanizmalarının düzenlenmesinde kritik rol
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oynadığından, hormon dengesindeki bu değişiklikler bitkinin A. alternata'ya karşı
direncini önemli ölçüde etkileyebilmektedir.
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3. GEREÇ VE YÖNTEM

3.1. Gereç

3.1.1. Araştımanın yürütüldüğü yer ve bitkisel materyaller 

Bu çalışma, Harran Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma
Bölümü Fitopatoloji Laboratuvarlarında yürütülmüştür.

Çalışmanın bitkisel materyalini 'Agria' patates çeşidi oluşturmuştur.
Denemede kullanılacak hastalık etmenini patates yetiştirilen alanlardan elde edilen
ve tanılaması yapılacak Alternaria izolatı oluşturmuştur.

3.1.2. Hastalıklı bitki örneklerinin toplanması ve izolasyonu için kullanılan
materyaller 

Örneklerin toplanması için, polyetilen torba, icebox, buz kalıpları, kese
kağıdı, etiketler, mantar delici (cork borer), disk/diskler, öze, yüzey sterilizasyonu
için sodyum hipoklorür (NaCl), ethil alchool, petri kutuları, parafilm, fungal
patojenin saklanması için gliserol, distile su, saf su ayrıca %0.25 NaCl, -20 ⁰C, steril
kurutma kağıtları ve peçeteler kullanılmıştır.

3.1.3. Patojenisite testleri için kullanılan materyaller 

Patateste hastalık belirtileri gösteren hastalıklı bitki örneklerinden izole edilen
Alternaria sp. ve inokulumunu hazırlamak için, Patates Dekstroz Agarı (PDA)
(Difco), Eppendorf tüp, antibiyotik (tetrasycline), mikropipetler, kurutma kağıtları,
gliserin, patates yumruları, mikrogüvenlik kabini, binoküleer mikroskopotoklav,
steril petriler, inkübatör, otoklav poşeti, patatesin yetişmesi için büyük boy saksılar,
otoklav edilmiş ithal torf, perlit ethanol, hypoklorit kullanılmıştır.

3.1.4. Moleküler DNA analizinde kullanılan materyaller

Alternaria sp.’nin DNA izolasyonunda kullanılan kimyasallara ilaveten PCR
analizinde, ITS (ITS1/ITS4), tef-1α (EF1-728F/EF1-986R) ve LSU (NL1/NL4)
primerleri kullanılmıştır.

3.1.5. Çalışmada kullanılan diğer kimyasallar 

Çalışmada kullanılan %95’lik etil alkol (Sigma), glasial asetik asit (Sigma),
izoamil alkol (Merck), EDTA (Sigma), izopropanol (Sigma), 6X yükleme boyası
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(Fermentas), agaroz (Bioshop), etidyum bromid (Merck), 1000 bp’lik DNA 
markırları (Fermentas) Taq DNA polimeraz (Thermo) ve dNTP (Sigma) 
oluşturmuştur.

3.1.6. Çalışmada kullanılan diğer aletler ve cihazlar  

Deney tüpü, 500 ml’lik şişe (ISOLab, Almanya), Buzdolabı (Profilo, 
Türkiye), hassas terazi (Dikomsan, NE-TB), beher, bunsen ocağı, makas, pens, 
bistüri, parafilm (BeMis, Türkiye), öze, Ependorf tüpü (Eppendorf, Almanya), su 
banyosu, DNA konsantrasyon cihazı (Nanodrop, Maestronano, whatman filtre kağıdı 
(Sigma, ABD), -20 °C’lik Derin dondurucu (Arçelik, Türkiye), Termo shaker 
(Nüve), mikrodalga fırın (Arçelik, Türkiye), havan ve dibek, santrifüj (Hettich, 
Almanya), ABD), whatman kâğıdı no 3 (Sigma, ABD), vorteks (Ike, Genius 3, 
Almanya), 1000 μL, 100 μL, 10 μL ve 1 μL’lik pipetler ve mikropipet uçları 
(Eppndorf, Germany), PCR cihazı (ProFlex, USA), elektroforez (Cleaver, İngiltere), 
jel görüntüleme aygıtı (WilberLourmat, Fransa), OLYPUS BX5 araştırma 
mikroskobu (İngiltere) çalışmada kullanılan diğer alet ve ekipmanları oluşturmuştur.

3.2. Yöntem 

3.2.1. Laboratuvar çalışmaları

3.2.1.1. Alternaria sp.’nin izolasyonu ve morfolojik karakterizasyonu

Patatesten hastalık belirtisi gösteren yapraklardan örnekler alınarak 
izolasyonlar yapılmıştır Bu amaçla öncelikle izolasyon yapmada kullanılan besi 
ortamı hazırlanmıştır. Bunun için 39 gr PDA (Patates Dekstroz Agar) hassas terazide 
tartılmış ve 1L’lik cam şişe içerisinde üzeri 1L’ye tamamlanacak şekilde distile saf 
su eklenmiştir. Hazırlanan PDA karışımı ısıtıcı üzerinde homojenize olana kadar 
karıştırılmış ve 121 ̊ C’ de 20 dk. otoklav edilmiştir. Otoklav edilen besi ortamı 
45-50 ̊C ısıya erişince, bakteri gelişimini önlemek için antibiyotik (tetrasycline 
12mg/L) eklenmiştir. Tekrar homojen bir karışım haline gelinceye kadar PDA ortamı 
iyice karıştırılmıştır. Ortam steril Petri kaplarına eşit miktarlarda dökülüp katılaşması 
için yarım saat beklenmiştir. İzolasyon için alınan yaprak örnekleri küçük parçacıklar 
(2-4mm) halinde kesilmiştir. Daha sonra % 1’lik NaOCl solüsyonu içerisinde 1 dk 
yüzey sterilizasyonu yapılacaktır. Sterilize edilen bu dokular steril saf sudan 3 kez 
geçirildikten sonra %70’lik ethanol içerisine de birkaç kez daldırılıp 3 saf sudan 
geçirilerek steril kurutma kağıtları üzerinde kurutulmak üzere 25-30 dk brakılmıştır. 
Kuruyan dokular, antibiyotik eklenmiş olan Patates Dextroz Agar besi ortamı içeren 
Petri kaplarına alınmıştır (Michaillides vd., 1992). Daha sonra Petri kapları 25 oC
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sıcaklıkta 5-7 gün inkübasyona bırakılmıştır. Saf kültür elde edebilmek için 
kolonilerden tek sporlar, otoklavlanan PDA’lı Petri kaplarına aktarılmıştır. İzolatlar 
daha sonra +4 ̊ C’de 3-4 ay alt kültürde saklanmıştır. Uzun süreli patojen kültürlerini 
saklamak için %15’lik gliserol stoğundan 500µl alınıp eppendorf tüplere aktarılmış 
ve etmenden bir parça hif veya spor alınıp tüplere ilave edilmiştir. Tüpler 
etiketlenerek -20 ̊ C’de saklanmıştır.

3.2.1.2. Patojenisite testi ve re-izolasyon

Patojenisite testleri için patates yapraklarından elde edilen saf olarak gelişen 
izolatlardan bir tane seçilerek kullanılmıştır. 10⁶ spor/ml yoğunluğunda spor 
süspansiyonu hazırlanarak sera koşullarında önceden yetiştirilen patates yapraklarına 
püskürtme yöntemi ile verilmiştir. Bitkiler 24 °C’de %80 nem içeren iklimlendirme 
odasında simptom belirtileri gösterinceye kadar bekletilmiştir. Oluşan yaprak 
lezyonlardan geri izolasyonlar yapılarak etmenin varlığı kontrol edilmiştir.

3.2.2. Alternaria sp.’nin moleküler karakterizasyonu

3.2.2.1. DNA izolasyonu 

Elde edilen saf fungus kültürlerinden total DNA izolasyonu Ahrens ve 
Seemüller (1992) ve Türkölmez vd. (2015)’in izolasyon yönteminde bazı küçük 
modifikasyonlar yapılarak Total Nükleik Asit (TNA) izolasyon protokolüne göre 
aşağıda belirtildiği şekilde yapılmıştır. 

1. Saf olarak geliştirilmiş misellerden 200 mg olacak şekilde 1.5 ml’lik 
eppendorf tüplere konulmuştır. Eppendorf tüplerin içinde bulunan fungus miselleri 
üzerine 200 µl DNA extraksiyon buffer eklenerek hızlı bir biçimde steril plastik mavi 
çubuk yardımıyla iyice ezilmiştir. Daha sonra üzerine 800 µl daha DNA extraksiyon 
bufferı ilave edilmiştir.

2. Fungus ekstraktını içeren eppendorf tüpler 500 rpm’de 5 dk santrifüj 
edilmiştir.

3. Santrifüjden çıkartılan tüplerinsüpernatantından 600µl alınarak temiz 
eppendorflara aktarılmıştır. Daha sonra sıcak su banyosunda 65 °C’de 30 dak. 
İnkübe edilmiştir. Bu esnada en az 3 defa belirli sürelerle tüpler yukarı aşağı 
döndürerek karıştırılmıştır.
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4. Sıcak su banyosundan çıkartılan fungus DNA solüsyonu içeren her bir tüpe
600µl kloroform izoamil (24:1) alkol karışımı ilave edilmiş ve 1dk vortex ile
karıştırılmıştır. Bu süre sonunda 12.000 rpm’de 10 dk santrifüj edilmiştir.

5. Santrifüjden sonra tekrar süpernatant kısmından 500µl alınarak yeni
eppendorflara aktarılmıştır. Eppendorf tüplerine 500µl kloroform izoamil alkol
eklenmiş ve 1 dk karıştırılmıştır. Daha sonra 12.000 rpm’de 10 dk santrifüj
edilmiştir.

6. Santrifüjden çıkan tüplerden tekrardan süpernatant kısmından 300µl
alınmıştır. Eppendorf tüplerin üzerine 300µl isopropanol alkol ilave edilmiş ve 1dk
vortexlenmiştir. Daha sonra -20 °C’de 1 saat bekletilmiştir.

7. -20 °C’den çıkartılan eppendorflar 12.000rpm’de 15 dk santrifüj edilmiştir.
Santrifüjden çıkartılan tüplerin sıvı katmanı tamamen dökülerek atılmıştır.

8. Eppendorflara 1.000µl Etanol eklenmiştir. Ardından 15 rpm’de 5 dk
santrifüj edilmiştir. Santrifüjden çıkan tüplerin sıvı kısmı dökülmüştür. Eppendorflar
daha sonra kurutma kağıdının üstünde ters çevirerek 1 saat kurutulmuştur.

9. Kurutma işleminden sonra 50µl Steril saf su veya TE tamponu tüplere
eklenmiştir. Örnekler +4°C’de 1 gece bekletilerek, daha sonra kullanım için -20
°C’de muhafaza edilmiştir.

3.2.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)  

Alternaria altarnata izolatları ITS (ITS1/ITS4), TEF-1α
(EF1-728F/EF1-986R) ve LSU (NL1/NL4) ITS (Internal Transcribed spacer) gen
bölgesi için ITS1 - ITS4 primerleri (White vd., 1990), LSU (Long Sub Unit) gen
bölgesi için NL1-NL4 (O’Donnell 1993) ve TEF-1 (Smoll Sub Unit) gen bölgesi için
EF1-728F - EF1-986R (Carbone vd., 1999) primerleri kullanılarak PCR analizleri
yapılmıştır (Çizelge 3.1). Adı geçen primerlerden ITS primer çifti yaklaşık 700
bp'lik, ACT primerleri, yaklaşık 280 bp'lik, LSU primerleri ise yaklaşık 600-700
bp’lik DNA fragmentini amplifiye etmektedir (Çizelge 3.1).

Çizelge 3.1.  PCR çalışmalarında kullanılan primerlerin sekansları, gen bölgeleri,
primer bağlanma sıcaklıkları, amplikon boyutları (bp) ve referanslar 
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Çizelge 3.1’de adları geçen primerler kullanılarak PCR koşulları ve programı,
Camele vd. (2005)’na göre gerçekleştirilmiştir. DNA amplifikasyonunda; her bir
reaksiyon için 10µl 10× enzim buffer 1µl 10mM dNTP (di nükleotid trifosfat),
50mM MgCl2, 1µl primer, 0,25 µl Taq DNA polimeraz ve 1 µl (ng) DNA ve üzerine
35.75 µl steril saf su ilave edilerek toplam mix hacmi 50µl olacak şekilde
hazırlanmış ve PCR uygulama programı Çizelge 3.2’deki gibi ayarlanmıştır.

Çizelge 3.2.  Çalışmada kullanılan primerlerin PCR koşulları

3.2.2.3. Agaroz jel elektroforezi

Agaroz Jel Elektroforezi çalışması Galitelli ve Minafra, (1994)’ya göre
gerçekleştirilmiştir. Agaroz jel elektroforezi için, %1 oranında hazırlanmış olan
agaroz jel, 1X TAE (40 mM Tris, 20 mM glasiyel asetik asit, 1mM EDTA)
solüsyonu içerisinde ısıtılarak eritilmiştir. Daha sonra soğuması için 30 dakika
bekletilmeye bırakılmıştır. Soğuduktan sonra tarak tanka yerleştirilmiş çözelti jel
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tankına dökülmüş ve jel polimerizasyonu sonrası taraklar dikkatli bir biçimde 
çıkarılarak jel 1xTAE tamponu içeren elektroforez tankına alınmıştır. DNA 
maklırları ve örnekler yüklendikten sonra 80-100 voltta 50-60 dakika süresince 
elektroforez yapılmıştır. Bu işlemden sonra agaroz jel elektroforez süreci 
bitirilmiştir. DNA'nın UV ışık altında görülebilmesi için elde edilen jel, oda 
sıcaklığında 1L H2O+50µl Etidyumbromür (10mg/ml) karışımında 10 dakika süre 
beklenerek boyanmıştır. Jeldeki EtBr fazlalığından arındırmak için 10 dakika distile 
su içerisinde bekletilmiştir. Sonuçlar transilluminatör ile kontrol edilip ITS, ACT, 
LSU ve SSU gen bölgelerine ait bant boyutları ve görüntüleri sırasıyla edilmiştir.

3.2.2.4. Örnek dizilemesi, sekans analizi ve filogenetik analiz

PCR ve elektroforez çalışmalarından sonra fungus türü açısından pozitif 
olarak saptanan örneklerinden bir adet ITS1/ITS4, EF1-728F/EF1-986R ve NL1/NL4 
ITS primerleri ile çoğaltılan ürünler sekans analizi için MEDSANTEK firmasına 
gönderilmiştir. Diziden gelen örneklerin Forward ve Reverse dizileri Bioedit 
programı (Hall, 1999) yardımıyla birleştirilmiş ve tek bir dizi elde edilmiştir. Gerekli 
düzenlemeler yapıldıktan sonra MEGAX (Kumar vd., 2016) programı kullanılarak 
dizi hizalaması (ClustalW) yapılmıştır. Diziler gen bankasında kayıtlı olan diziler ile 
BLAST yapılmıştır. Daha sonra elde edilen dizilerin gen bankasındaki izolatlarla 
benzerlik karşılaştırılması yapılmıştır. Son olarak elde edilen diziler ile filogenik ağaç 
oluşturularak dünyadaki diğer A. altarnata türleriyle olan benzerlikler ve farklılıklar 
analiz edilmiştir.

3.2.3. NaCl uygulamaları 

Denemeler Harran Üniversitesi Ziraat Fakültesi Bitki Koruma Bölümü’ne ait 
seralarda 1:1 oranında tof:perlit içeren saksılarda yürütülecektir. Deneme 
Alterneria etmeni ile bulaştırılan ve sağlıklı kontrol bitkileri üzerinde tesadüf 
parselleri deneme desenine göre dört grupta altı tekerrürlü olacak şekilde 
yürütülmüştür. Bu gruplar; a) kontrol, b) Alterneria ile infekteli bitkiler, c) 100 mmol 
L-1 NaCI uygulaması yapılan sağlıklı bitkiler, d) 100 mmol L-1 NaCI uygulanan 
Alterneria ile infekteli bitkiler. Her bir grupta yer alan bitkiler su ihtiyacına göre (2-3 
gün ara ile) dört hafta boyunca su ve tuz çözeltisi içeren suyla sulanacaktır. Deneme 
başlangıcı ve sonunda patates bitkilerinin yapraklarından alınan örnekler kese 
kağıtlarına konularak etiketlenip, -20°C’de biyokimyasal analizler yapılıncaya kadar 
muhafaza edilmiştir.

3.2.4. Bitki Biyokimyasal Analizler 
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3.2.4.1. Klorofil analizi

Total, a ve b klorofil analizleri Arnon (1949) tarafınfan hazırlanan protokole
göre yapılacaktır. Deneyde kullanılan biber bitkilerinden, yaklaşık 0.5 g yaprak
örneği alınarak 5 ml aseton:su (% 80 v/v) çözeltisinde homojenize edilecek sonra
filtre kağıdından süzülerek ışık görmeyen tüplerin içine alınacaktır. Okumalar
spektrofotometre (Epoch-BioTek) kullanılarak klorofil a için 663.5 nm, klorolofil
b için 645 nm de gerçekleştirilmiştir. Blank %80 asetona karşı yapılarak spektro
okuması yapılmıştır.

Elde edilen sonuçlar aşağıdaki formüllere göre mg/l taze ağırlık olarak
hesaplanmış ve sonrasında mg g-1 yaş ağırlık olacak şekilde ifade edilmiştir.

 Aseton ekstratlarında klorolofil konsantrasyonun hesaplanması;

 Toplam klorofil (mg/l) =20.2A645+8.02A663.5

 Klorofil a (mg/l) =12.7A663.5–2.69A645

 Klorofil b (mg/l) =22.9A645–4.68A663.5

3.2.4.2. Peroksidaz analizi (POX ) 

Cvikrova vd. (1994) tarafından kullanılan yönteme göre peroksidaz aktivitesi
için yaklaşık 0.5 g yaprak örneği alınarak 10 ml 50 mmol L-1 Na-fosfat çözeltisinde
homojenize edilmiştir. Homojenize özden 100 µl alınarak üzerine 3 ml reaksiyon
karışımı (13 mmol L-1 guaiacol, 5 mmol L-1 H2O2 ve 50 mmol L-1 sodyumfosfat, pH
6.5) ilave edilmiştir. Karışıma H2O2 eklenilerek reaksiyon başlatılmış ve
spektrofotometre’de (EpochBio Tek) 470 nm’de 1 dakika ara ile 3 kez okuma
yapılmıştır (25°C). Bir ünite peroksidaz aktivitesi ∆A470 nm’de 0.1
absorbans/dakika olarak, sonuçlar ünite mg-1 protein olarak ifade edilmiştir.

3.2.4.3. Katalaz analizi (CAT) 

Milosevic ve Slusarenko (1996) tarafından hazırlanan metota göre katalaz
aktivitisi ölçülmüştür. Protokole göreyaklaşık 0.5g yaprak örneği alınarak 10 ml
sodyum fosfat çözeltisinde homojenize edilmiş, elde edilen ekstraktan 50 µl alınarak
üzerine 2.95 ml (10 mmol L-1 H2O2, 50 mmol L-1 Na-fosfat çözeltisi, 4 mmol L-1

Na2EDTA, pH 7.0) reaksiyon karışımına ilave edilmiştir. Reaksiyon işlemi
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başlatıldıktan hemen sonra spektrofotometre’de (Epoch-Bio Tek) 30 saniye içinde
240 nm dalga boyunda absorbans değerleri ölçülmüştür (25°C). Bir ünite katalaz
enzim aktivitesi ∆A240 nm’de ünite mg-1 protein olarak hesaplanmıştır. Bir katalaz
enzim ünitesi 1 dakika içinde 1 µmol H2O2’u parçalayan enzim miktarı olarak ifade
edilmiştir (Wang ve Han, 2009).

3.2.4.4. Protein analizi 

Protein analizi Bradford (1976)’a göre yapılmış, yaklaşık 0.5 g yaprak örneği
5 ml sodyum fosfat buffer (50 mmol L-1, pH 7) içinde homojenize edilmiştir. Daha
sonra ele edilen bitki ektraksiyonundan 100 µl alınarak üzerine Coomassie Brilliant
Blue G-250 (100 mg Coomassie Brilliant Blue G-250 alınarak 5 ml %95’lik ethanol
ile çözündürülmüştür) boyama çözeltisi eklenmiştir. Daha sonra örnekler
spektrofotometrede (Epoch-Bio Tek) 595 nm’de okutulmuştur. Protein standart eğrisi
için farklı konsantrasyonlarda (10-100 µg ml-1) hazırlanan Bovine Serum Albumin
Fraction V (Sigma) kullanılmıştır.

3.2.4.5. Jasmonik asit analizi 

Jasmonik asit analizi Annigeri vd. (2011)’e göre yapılmıştır. 1 g taze biber
bitkisi yaprağı alınarak üzerine 10 ml etanol eklenmiş ve 12 saat boyunca oda
sıcaklığında karanlık bir ortamda bekletilmiştir. Bu işlem sonrasında karışımlar filtre
kâğıtlarından (Whatman No:1) süzülmüştür. Homojenize edilen karışımlardan 1 ml
alınarak 323 nm’de spektrofotometre (Epoch-Bio Tek) cihazında okutulmuştur. JA
konsantrasyonunun hesaplanmasında mutlak etanol içinde çözündürülmüş farklı JA
konsantrasyonlarından hazırlanan standart eğri kullanılmıştır.

3.2.4.6. Salisilik asit analizi 

Salisilik asit analizi, Rainsford (2004) tarafından hazırlamış olan metoda göre
yapılmıştır. Öncelikle 1 g taze biber bitkisi yaprak örneği 10 ml etanol içinde 12 saat
boyunca oda sıcaklığında karanlık bir ortamda bekletilmiştir. Homojenize olan
çözelti daha sonra 10000 rpm'de 10 dakika santrifüj edilmiştir. Supernatant
kısmından 100 µl alınıp %1’lik 2.9 ml ferrik klorür (FeCl3) ile karıştırılmıştır.

Karışımın toplam hacmi daha sonra reaksiyon karışımı ile 3 ml'ye
tamamlanacaktır. Fe3+ iyonu ile SA arasında oluşan pembe renkli karışım
spektrofotometre (Epoch-Bio Tek) cihazında 540 nm’de ölçülecektir. SA içeriği
etanol içinde hazırlanan 0-100 ppm arasındaki farklı SA konsantrasyonları
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kullanılarak hazırlanacaktır. Bunun sonucunda SA standart eğrisi oluşturulacak ve
buna göre hesaplamalar yapılmıştır. SA standartizasyon işleminde SA’ı çözen tüm
çözücülerin kullanılabileceği belirlenecektir.

3.2.5. İstatistik analizi 

İstatiksel analizler SPSS No. 23 ile varyans analizi (One-way ANOVA) ile
yapılmıştır. Ortalamalarda bulunan farklılıklar Duncan’s Multiple Range Test ile
(P<0.05) saptanmıştır
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4. BULGULAR

4.1. Hastalıkla İnokule Edilen Patates Bitkisinde Morfolojik Değişimler

Alternaria altarnata ile inokule edilen patates bitkilerinde hastalık simptomu
gösteren bitkilerden örnekler alınmıştır. Örnekleme yapılan bitkilerde Sararma, iç içe
geçmiş halkalı leke ve nekrotik lekeler biçiminde belirtiler gözlenmiştir (Şekil 4.1).

Şekil 4.1.  Alternaria altarnata ile enfekteli patates yapraklarında nekrotik ve halkalı 
leke

4.2. Hastalığın Çoğaltılması

Hastalık PDA ortamında tek spordan petri kutularında çoğaltılmıştır (Şekil 
4.2a). Çoğaltılan kültürler mikroskopta incelendiğinde tipik Alternaria konidileri ışık 
mikroskobunmda 10×40 büyütmede gözlenmiştir (Şekil 4.2b).
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Şekil 4.2.  Alternaria altarnata kolonisi (a), mikroskop altında Alternaria konidisi (b)

4.3. Örnek dizilemesi, sekans analizi ve filogenetik analiz

Funguslardan izole edilen total DNA’lardan ITS (ITS1/ITS4), tef-1α 
(EF1-728F/EF1-986R) ve LSU (NL1/NL4) gen bölgeleri PCR yöntemi kullanılarak 
çoğaltılmıştır.

PCR ürünleri, %1.2’lik agaroz jel içerisinde yürütülmüş ve etidyum bromid ile 
boyanarak jel görüntüleme sisteminde UV ışık altında görüntülenmiştir (Şekil 4.3a, 
4.3b, 4.3c).

Şekil 4.3.  Toplam DNA’dan ITS, LSU ve TEF-1 gen bölgesi için gerçekleştirilen
PCR analiz sonuçları. W: su kontrol, M: DNA ladder DNA ladder (MBI Fermentas,
Almanya). a )ITS jel görüntüsü b) LSU jel görüntüsü c) tef-1α jel görüntüsü
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ITS gen bölgesi için yapılan PCR çalışması sonucunda 700 bp cıvarında bant 
gözlemlenmiştir (Şekil 4.3a). Elde edilen PCR ürünleri Medsantek firmasına 
gönderilerek DNA dizileme işlemi yapılmıştır. Elde edilen dizilerin NCBI BLAST 
analizi sonucunda Şanlıurfa izolatının A. alternata olduğu belirlenmiş ve bu izolatlar 
NCBI veri tabanına PV739788 erişim numarası ile kaydedilmiştir (Şekil 4.4).

LSU gen bölgesi için yapılan PCR çalışması sonucunda 600-650 bp cıvarında 
bant gözlemlenmiştir (Şekil 4.3b). Elde edilen PCR ürünleri Medsantek firmasına 
gönderilerek DNA dizileme işlemi yapılmıştır. Elde edilen dizilerin NCBI BLAST 
analizi sonucunda Şanlıurfa izolatının A. alternata olduğu belirlenmiş ve bu izolatlar 
NCBI veri tabanına PV739789 erişim numarası ile kaydedilmiştir.

tef-1α gen bölgesi için yapılan PCR çalışması sonucunda 250-300 bp 
cıvarında bant gözlemlenmiştir (Şekil 4.3.). Elde edilen PCR ürünleri Medsantek 
firmasına gönderilerek DNA dizileme işlemi yapılmıştır. Elde edilen dizilerin NCBI 
BLAST analizi sonucunda Şanlıurfa izolatının A. alternaria  olduğu belirlenmiş ve bu 
izolatlar NCBI veri tabanına PV739783 erişim numarası ile kaydedilmiştir( Şekil 
4.5).

Şekil 4.4.  ITS gen bölgesi için Tamura-Nei modeline dayalı Maksimum Olasılık
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yöntemi kullanılarak oluşturulan filogenetik ağaç. Ağaç nükleotid dizilerine
dayanmaktadır ve dal desteği 1000 önyükleme tekrarı kullanılarak
değerlendirilmiştir. Evrimsel analizler MEGA11 programı kullanılarak
yürütülmüştür.

Şekil 4.5.  tef-1α gen bölgesi için Tamura-Nei modeline dayalı Maksimum Olasılık 
yöntemi kullanılarak oluşturulan filogenetik ağaç. Ağaç nükleotid dizilerine 
dayanmaktadır ve dal desteği 1000 önyükleme tekrarı kullanılarak 
değerlendirilmiştir. Evrimsel analizler MEGA11 programı kullanılarak 
yürütülmüştür.

4.4. Patates Bitkisinde Biyokimyasal Değişimler

Bu çalışmada tuz stresi altında A. Altarnata etmeni ile bulaşık patates
bitkilerinde 50 gün sonra (Şekil 4.6) alınan yaprak örneklerinde bitkisi fizyolojisinde
meydana gelen biyokimyasal değişimler incelenmiştir.

Şekil 4.6.  Alternaria altarnata ile enfekteli ve tuz uygulanmış patates bitkilerinin 50. 
gündeki durumu (Soldan sağa doğru;1: kontrol, 2: Alternaria enfekteli, 3:Tuz 
uygulanmış, 4: Alternaria enfekteli tuz uygulanmış)
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4.4.1. Alternaria altarnata Etmeninin Toplam Klorofil Miktarına Etkisi

Çalışmada Alternaria etmeni ile enfekteli, tuz uygulanmış ve kontrol
grubundaki sağlıklı yapraklar arasındaki toplam klorofil içeriğinde önemli farklılıklar
elde edilmiştir (P<0.05). Klorofil içeriği A.altarnata ile enfekteli ve A+tuz
uygulanmışyapraklarda düşük seviyelerde seyrederken, sağlıklı kontrol ve sadece tuz
uygulanmış MC grupda daha yüksek seviyelerde olduğu belirlenmiştir (Şelil 4.7).

Şekil 4.7.  A. altarnata ile infekteli, Tuz uygulanmış ve kontrol bitkilerinde toplam 
klorofil içeriği (A = Alternaria)

Fitoplazma ile enfekteli badem, antepfıstığı, asma, elma ve mısırda klorofil 
içeriğinin azaldığı daha önceki çalışmalarda bildirilmiştir (Akkurak vd., 2024). 
Enfekteli bitkilerde fotosenteze etki eden genlerin baskılanarak klorofil içeriğinde 
azalma meydana geldiği rapor edilmiştir (Pérez-Bueno vd., 2019). Akkurak vd.
(2022) antepfıstığında yaptıkları çalışmada fitoplazma enfeksiyonun bitkide 
kloroplast ve klorofil mekanizmasını bozduğunu ve bunun klorofil 
miktarını azalttığını bildirmişlerdir.

4.4.2. Alternaria altarnata Etmeninin Protein İçeriğine Etkisi

Patates yapraklarında protein içeriğinin Alternaria etmeni, tuz uygulanmış ve 
kontrol grubundaki sağlıklı yapraklar arasındaki toplam protein içeriğinde önemli 
farklılıklar elde edilmiştir (P<0.05). Hastalık uygulanmış bitkilerde kontrol grubuna
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kıyasla hastalık etmeni ile enfekteli patates yapraklarda protein içeriğinde artma
olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.8).

Şekil 4.8.  Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmış ve kontrol bitkilerinde 
toplam protein içeriği (A = Alternaria)

Farklı hastalık etmenleri konukçu bitkide çözülebilir proteinin bozulmasına 
yol açarak azalmasına neden olduğu bildirilmiştir (Martin vd., 2003). Fitoplazma 
enfeksiyonunun protein içeriğinde azalmaya neden olduğu daha önce antepfıstığı, 
bademde ve yoncada bildirilmiştir (Akkurak vd., 2024). Bununla birlikte bu 
araştırmada Agria patates çeşidinde Alternaria ile enfekteli bitki grubunda protein 
içeriği yüksek bulunmuştur. Bunun nedeni bu patates çeşidinin nematodlara 
dayanıklı olmasından kaynaklanabilir. Nitekim Tsuyama vd. (2023), Proschiri çipslik 
patates çeşidinin altın kist nematoduna ve paytates uyuzuna dayanıklı olduğunu 
açıklamıştır. Ancak, bu durumun daha kapsamlı bir şekilde anlaşılabilmesi için, 
nematoda dayanıklı farklı çeşitler ve uygun çevresel koşullar altında yapılan daha 
fazla araştırmaya ihtiyaç vardır.

4.4.3. Alternaria altarnata Etmeninin Peroksidaz Enzim Aktivitesine Etkisi

Patates yapraklarında A. altarnata enfeksiyonun Peroksidaz (POX) enzim 
aktivitesinde tuz uygulanmış ve sağlıklı kontrol grubuna kıyasla önemli değişiklere 
neden olduğu belirlenmiştir (P<0.05). Sağlıklı ve sadece tuz uygulanmış bitkilerde
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POX enzim içeriğinde azalma, Alternaria ile enfekteli ve A+ Tuz uygulanmış patates
yapraklarında artma eğiliminde olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.9). Benzer şekilde
Ayvacı vd. (2022), yoncada Ca. P. australasia enfeksiyonuyla peroksidaz enzim
aktivitesinde önemli düzeyde artış olduğunu bildirmiştir

Şekil 4.9.  Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmış ve kontrol bitkilerinde 
toplam peroksidaz içeriği (A = Alternaria)

4.4.4. Alternaria altarnata Etmeninin Katalaz Enzim Aktivitesine Etkisi

Patates yapraklarında Alternaria enfeksiyonunun katalaz enzim aktivitesini 
önemli düzeyde arttırdığı tespit edilmiştir (P<0.05). Alternaria ile enfekteli patates 
yapraklarında katalaz enzimi artarken, sağlıklı kontrol grubunda azalma olduğu 
belirlenmiştir (Şekil 4.10).
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Şekil 4.10.  Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmış ve kontrol bitkilerinde 
toplam katalaz içeriği (A = Alternaria)

Genellikle katalaz enzimi stres koşullarında artmaktadır (Magbanua vd., 
2007). Serbest radikal saldırıları olduğu zaman katalaz enzimi, koruma sağlama 
özelliğine sahip önemli enzimlerden biridir (Ighodaro ve Akinloye, 2018). 
Araştırmada Alternaria enfekteli ve A+Tuz bitki gruplarında katalaz enzimi artış 
göstermiştir.

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

Patates yapraklarında Alternaria enfeksiyonunun SA enzim aktivitesini 
önemli düzeyde arttırdığı tespit edilmiştir (P<0.05). Alternaria ile enfekteli patates 
yapraklarında SA enzimi artarken, sağlıklı kontrol grubunda azalma olduğu 
belirlenmiştir (Şekil 4.8). Sağlıklı ve sadece tuz uygulanmış bitkilerde SA enzim 
içeriğinde azalma, Alternaria ve A+tuz uygulanmış enfekteli patates yapraklarında 
artma eğiliminde olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.11).
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Şekil 4.11.  Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmış ve kontrol bitkilerinde 
toplam salisilik asid (SA) içeriği (A = Alternaria)

Literatürdeki mevcut veriler, SA’in patates bitkilerinde hastalıklara karşı etkili 
bir savunma mekanizması oluşturabileceğini göstermektedir. Bulaşık bitkilerde 
savunma mekanizmalarını güçlendirerek kontrole göre artış göstermiştir (Şekil 4.6).

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

Patates yapraklarında Alternaria enfeksiyonunun JA enzim aktivitesini önemli 
düzeyde arttırdığı tespit edilmiştir (P<0.05). Alternaria ile enfekteli ve A+Tuz 
uygulanmış patates yapraklarında JA enzimi artarken, sağlıklı kontrol grubunda 
azalma olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.12).
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Şekil 4.12.  Alternaria altarnata ile infekteli, tuz uygulanmış ve kontrol bitkilerinde 
toplam jasmonik asid (JA) içeriği (A = Alternaria)  

4.4.7. Farklı Biyokimyasal ve Fizyolojik Parametreler Arasındaki Korelasyon

Toplam Klorofil ile stres göstergeleri (SA, JA, POX) arasında çok güçlü 
negatif korelasyonlar bulunmuştur. Bu, bitkide stres arttıkça (özellikle SA ve JA 
hormonları ile) klorofil miktarının azaldığını göstermektedir. Antioksidan enzimler 
(CAT, POX) birbiriyle ve stres hormonlarıyla pozitif ilişki içinde bulunmaktadır. Bu 
da stres durumunda antioksidan savunmanın aktive olduğunu göstermektedir. Protein 
miktarı, özellikle CAT ile ilişkili olarak belirlenmiştir Bu, protein sentezinin enzim 
aktivitesiyle bağlantılı olduğunu göstermektedir (Şekil 4.13).

Şekil 4.13.  Farklı biyokimyasal ve fizyolojik parametreler arasındaki korelasyon
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5. TARTIŞMA

Elde edilen verilere göre, tuzluluk uygulamasının Alternaria alternata ile 
enfekte edilmiş patates bitkilerinin fizyolojik parametreleri üzerinde önemli etkileri 
olduğu gözlemlenmektedir. Özellikle klorofil düzeylerinde belirgin bir azalma, 
bitkinin fotosentetik kapasitesinin tuzluluk stresine karşı hassasiyetini göstermektedir. 
Bu durum, yüksek tuzluluk koşullarında bitkinin kloroplast yapısının bozulması ve 
pigment sentezinin engellenmesinden kaynaklanabilir (Munns ve Tester, 2008).

Ayrıca, malondialdehit (MDA) düzeylerindeki artış, hücre zarlarında lipid 
peroksidasyonunun bir göstergesi olarak değerlendirilmektedir. Bu bulgu, tuzluluk ve 
patojen enfeksiyonunun birlikte hücre zar bütünlüğünü bozduğunu ve oksidatif zararı 
artırdığını göstermektedir. Bu sonuç, bitkinin antioksidan savunma sistemlerinin 
yetersiz kaldığını düşündürmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

Bitkiler çevresel stres koşullarına karşı gelişmiş fizyolojik ve biyokimyasal 
yanıt mekanizmaları geliştirirler. Bu mekanizmaların etkileşimlerini ortaya koymak 
amacıyla yapılan korelasyon analizi, çeşitli parametreler arasındaki ilişki düzeylerini 
anlamamıza olanak tanımaktadır. Şekil 4.13’te sunulan korelasyon matrisi, toplam 
klorofil, protein içeriği, katalaz (CAT), salisilik asit (SA), peroksidaz (POX) ve 
jasmonik asit (JA) arasındaki istatistiksel ilişkileri göstermektedir.

Toplam klorofil miktarı ile savunma yanıtı göstergeleri olan JA (r = -0.969), 
SA (r = -0.935) ve POX (r = -0.841) arasında yüksek düzeyde negatif korelasyonlar 
tespit edilmiştir. Bu sonuçlar, bitki stres koşullarında savunma metabolitlerinin 
artışıyla birlikte klorofil içeriğinin azaldığını göstermektedir. Fotosentetik 
pigmentlerden biri olan klorofilin azalması, stresin fotosentez mekanizması 
üzerindeki olumsuz etkilerine işaret eder (Demiral ve Türkan, 2005). Jasmonik asit ve 
salisilik asit gibi sinyal bileşiklerinin artışı ise, bitkide stres koşullarında savunma 
sistemlerinin aktive edildiğini düşündürmektedir (Wasternack ve Hause, 2013).
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Katalaz enzimi ile protein içeriği arasında pozitif ve güçlü bir ilişki (r = 
0.843) bulunmuştur. Bu bulgu, stres koşullarında oluşan reaktif oksijen türlerinin 
(ROS) detoksifikasyonunda görevli olan katalaz enziminin aktivitesinin, genel 
metabolik faaliyetlerin bir göstergesi olan protein sentezi ile paralel arttığını 
göstermektedir. Benzer şekilde, CAT ile SA (r = 0.607) ve POX (r = 0.744) 
arasındaki pozitif korelasyonlar, bu üç bileşenin oksidatif stres yanıtında birbirini 
destekleyici rollere sahip olduğunu ortaya koymaktadır (Mittler, 2002).

POX enzimi ile SA (r = 0.966) ve JA (r = 0.891) arasında saptanan çok güçlü 
pozitif korelasyonlar, bitki savunma sistemlerinde sinyal iletiminde önemli görevler 
üstlenen bu bileşiklerin eş zamanlı olarak arttığını ortaya koymaktadır. Bu bulgu, 
salisilik asit ve jasmonik asitin bitkinin sistemik edinilmiş direnci (SAR) ve 
yaralanma yanıtı gibi mekanizmalarda ortak görev aldığını desteklemektedir 
(Glazebrook, 2005).

Genel olarak, korelasyon verileri stres koşullarında savunma sistemleri ile 
fotosentetik faaliyetler arasında belirgin bir denge mekanizmasının olduğunu 
göstermektedir. Artan savunma bileşenleri (JA, SA, POX) klorofil içeriğini 
baskılarken, antioksidan enzim aktiviteleri (CAT ve POX) birbirleriyle pozitif 
ilişkiler göstererek bitkinin oksidatif hasarı sınırlandırmaya yönelik tepkilerini 
yansıtmaktadır. Bu ilişkiler, stres altında bitkinin yaşamını sürdürebilmesi için enerji 
kullanımını yeniden yapılandırdığını ve fizyolojik öncelikleri değiştirdiğini 
göstermektedir.

Sonuç olarak, elde edilen bulgular, patates bitkisinin hem A. alternata 
enfeksiyonu hem de tuzluluk stresi altında fizyolojik olarak ciddi baskı altında 
kaldığını göstermektedir. Bu tip stres faktörlerinin bir araya gelmesi, bitkinin 
gelişimini ve verimini daha da olumsuz etkilemektedir. Bu nedenle, özellikle tuzlu 
topraklarda patates tarımı yapılacaksa, hem hastalık yönetimi hem de tuzluluk 
toleransı yüksek çeşitlerin tercih edilmesi önerilmektedir.
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6. SONUÇLAR

Alternaria hastalık etmeni ve tuz uygulanmış patates yapraklarında meydana
gelen biyokimyasal etkilerinin araştırıldığı bu çalışmada aşağıdaki sonuçlar elde
edilmiştir;

Patates yapraklarında tipik Alternaria hastalık etmeninin belirtileri olan iç içe
geçmiş halkalı leke ve nekrozlar saptanmıştır.

Alternaria enfeksiyonunun patates yapraklarında sebep olduğu biyokimyasal
tepkimeler incelenmiştir.

Sağlıklı yapraklara kıyasla Alternaria ile enfekteli Patates yapraklarında
prolin ve enzim aktivitesi (Peroksidaz; POX ve Katalaz: CAT) artış göstermiştir;.
Enfekteli patates grubunda Protein içeğinde azalma beklenirken protein içeriği artış
göstermiştir.

Toplam klorofil içeriğinin Alternaria enfekteli ve tuz uygulanmış patates
yapraklarında önemli miktarda azaldığı belirlenmiştir.

Sağlıklı ve sadece tuz uygulanmış bitkilerde POX enzim içeriğinde azalma,
Alternaria ile enfekteli patates yapraklarında artma eğiliminde olduğu tespit
edilmiştir.

Klorofil içeriği Alternaria ile enfekteli ve tuz uygulanmış yapraklarda düşük
seviyelerde seyrederken, sağlıklı kontrol ve MC grubunda daha yüksek seviyelerde
olduğu belirlenmiştir.

Alternaria ile enfekteli patates yapraklarında katalaz enzimi artarken, sağlıklı
kontrol grubunda azalma olduğu belirlenmiştir.

Patates yapraklarında Alternaria enfeksiyonunun SA enzim aktivitesini
önemli düzeyde arttırdığı tespit edilmiştir. Sağlıklı ve sadece tuz uygulanmış
bitkilerde SA enzim içeriğinde azalma, Alternaria ve A+tuz uygulanmış enfekteli
patates yapraklarında artma eğiliminde olduğu tespit edilmiştir.

Patates yapraklarında Alternaria enfeksiyonunun JA enzim aktivitesini önemli
düzeyde arttırdığı tespit edilmiştir. Sağlıklı ve sadece tuz uygulanmış bitkilerde JA
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enzim içeriğinde azalma, Alternaria ve A+tuz uygulanmış enfekteli patates
yapraklarında artma eğiliminde olduğu tespit edilmiştir
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7. ÖNERİLER

Bu çalışma ile patateste Alternaria hastalık etmenin meydana getirdiği
protein, prolin, klorofil içeriği ve antioxidant enzimlerin değişimi ilk kez
araştırılmıştır. Buna ilave olarak mikronize kalsit uygulanmış patates yapraklarında
Alternaria etmeninin biyokimyasal tepkilerinin bilinmesi dayanıklılık ve kontrol
stratejilerinin geliştirilmesinde önemli ipuçları sağlayacağı düşünülmektedir.

Gelecekteki araştırmalar, tuz toleransını artıran genlerin veya biyolojik
ajanların A. alternata'ya karşı direnci nasıl etkilediğini moleküler düzeyde daha
derinlemesine incelemelidir. Ayrıca, tuzlu koşullarda patates bitkisinin A. alternata
enfeksiyonlarına karşı direncini artırmak için entegre mücadele yöntemleri (örneğin,
tuz toleranslı çeşitlerin geliştirilmesi, uygun besleme stratejileri ve biyokontrol
ajanlarının kullanımı) üzerinde durulmalıdır. Bu tür yaklaşımlar, küresel gıda
güvenliğini tehdit eden tuzluluk ve bitki hastalıkları sorunlarına karşı daha dirençli
tarım sistemleri oluşturulmasına katkı sağlayacaktır.
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