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Abstract: Hypocreanlean fungi are include important plant pathogens around the
world. Head blight and crown rot disease of cereals caused by these species are responsible
for large economic losses due to reduction in seed quality and contamination of grain with
their mycotoxins. Although morphological and biochemical tests are still fundamental there is
an increasing more towards molecular diagnostics of these fungi. This paper reviews to PCR
identification of Hypocreanlean fungi isolated from agricultural soil from Eskisehir City. Five
Hypocreanlean fungi belong to 4 different genera as Bionectria, Fusarium, Gibberella and
Nectria were isolated from 56 soil samples. DNA of these strains were isolated by glass
beads and vortexing extraction method and used for PCR amplification with universal fungal
specific primers. The internal transcribed spacer (ITS) regions of fungal ribosomal DNA
(rDNA) were sequenced by CEQ 8000 Genetic Analysis System. The ITS-5.8S sequences
obtained in this study were compared with those deposited in the GenBank Database.
Phylogenetic position of investigated closely related Hypocreanlean fungi was determined.
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Tarimsal Topraklardan izole Edilen Bazi Hypocreales Uyelerinin
Molekiiler Teshisi ve Filogenisi

Oz: Hypocreanlean mantarlari Diinya'daki 6nemli bitki patojenleridir. Bu tirlerin
sebep oldugu bas tahribat ve tahil hasar hastalidi, tohum kalitesinde azalma ve tahilin
mikotoksinler ile bulagmasi nedeniyle buyuk ekonomik kayiplardan sorumludur. Morfolojik
ve biyokimyasal testler hala temel olsa da, bu mantarlarin molekuler teshisine ydnelim
giderek artmaktadir. Bu makale, Eskisehir'deki tarim topraklarindan izole edilmis olan
Hypocreanlean mantarlarinin PCR ile identifikasyonunu incelemektedir. Bionectria,
Fusarium, Gibberella ve Nectria olmak Uzere 4 farkl cinse ait 5 Hypocreanlean mantari 56
farkl toprak numunesinden izole edilmistir. Bu suslarin DNA's1, cam boncuklar ve vorteks
ekstraksiyon yontemi ile izole edilmis ve Universal fungal spesifik primerler ile PCR
amplifikasyonu igin kullaniimistir. Fungal ribozomal DNA'nin (rDNA) i¢ transkripsiyonlu
ayirici (ITS) bélgeleri, CEQ 8000 Genetik Analiz Sistemi ile dizilenmistir. Bu ¢alismada elde
edilen ITS-5.8S dizileri, GenBank veri tabaninda depolanan dizilerle karsilastinimistir.
incelenen birbirine yakin akraba Hypocreanlean mantarlarinin filogenetik konumu
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Hypocreanlean; PCR; ITS; Filogeni; Eskisehir

Introduction Gibberella, Nectria and Bionectria that are

The best-known Hypocreanlean fungi mainly seen in agricultural, ecological, or
are a broad order that are include members of biodiversity studies (Howard, 2002; Stone et
Fusarium and Acremonium genera. They are al., 2004).

anamorphs of teleomorph genera, such as
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These genera are widely distributed in soil
and on organic substrates and have been
isolated from permafrost in the arctic and from
the sand of Sahara. They are amongst the fungi
most frequently isolated by the plant pathologist.
The predominant interest the genus has been
and still is in their role as plant pathogens (Booth,
1971; Ismail et al., 2015) as well as there are
species which are highly mycotoxigenic,
producing a range of toxins affecting wildlife,
livestock and humans (Antonissen et al., 2014).
The current fungal taxonomic systems have
been still identified by macroconidia and
microconidia in the asexual stage,
morphological character of chlamydospore, host
range, and secondary metabolites. However, the
plasticity and intergradations of the phenotypic
traits offered difficulty in identifying the
filamentous fungi (Ismail et al., 2015; Young et
al., 2000). In addition, because of their capacity
for rapid change, species identification presents
certain problems (Booth, 1971; Hsuan et al.,
2011). For these reasons, the molecular
biological method has been recently introduced
in Hypocreanlean fungi systematic and the
molecular variation at the DNA level has been
studied in many works (Young et al., 2000). In
addition to DNA sequencing, phylogenetic
analyses have been supported strong
information about genetic relationship of closely
related Hypocreanlean fungi (Hsuan et al.,
2011). This paper evaluates the use of ITS
sequences for identification and phylogenetic
analysis of closely related Hypocreanlean fungi
isolated from agricultural soils in Eskisehir
province.

Material and Method

Fungal Strains

All of the strains used in this study were
obtained from agricultural soils in Eskisehir
province and identified using traditional methods
according to the Booth (1971), Gerlach &
Nirenberg (1982) and Nelson et al. (1983).
Additional information on these and related
strains can also be found elsewhere (Demirel et
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al.,, 2005). All strains were stored in suitable
conditions at the Culture Collections of KUKENS
(WDCM101), the Centre for Research and
Application of Culture Collections of
Microorganisms. Cultures were maintained at
4°C on potato dextrose agar (PDA) for use in the
present study.

DNA Extraction, PCR Amplification
and Sequencing

Genomic DNA extraction were conducted
with strains grown on PDA for 7 days at 25°C
using a modified method of Van Burik et al.
(1998). DNA concentration were estimated
visually in 1% agarose gels containing 5 pg/mL
ethidium bromide by comparing band intensity
with known quantities of DNA high range
markers and the extracted DNA was stored at
-20°C. To examine the phylogenetic relationship
among the test strains of Fusarium, the nuclear
ribosomal ITS1-5.8S-ITS2 region was amplified
with primers |ITS1 (5" -
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3")and ITS4 (5°-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al.,
1990). PCRs were performed using Techne
Thermal Cycler (Techgene, Techne, UK) in 25-
mL solution containing 1 L of genomic DNA, 2.5
pL of 2.5-uM forward and reverse primers, 2.5 uL
of Taq buffer + KCI-MgCl, (Fermentas), 2.5 pL of
25-mM MgCl, (Fermentas), 2 yL of 2.5-mM
dNTPmix, 0.25 pL of 5-U/uL Taq DNA
polymerase (Fermentas) and 11.75 L of sterile
deionised water. The amplification conditions
consisted of initial denaturation at 95 °C for 2
min, followed by 35 cycles of denaturation at 95
°C for 1 min, annealing at 55 °C for 45 s,
extension at 72 °C for 1.30 s and final extension
at 72 °C for 5 min. To confirm the amplification, 5
pl of the PCR product together with marker
(GeneRuler DNA Lader 50 bp Fermentas) was
resolved by gel electrophoresis on 1% agarose
gel containing 5 pg/mL ethidium bromide in 1X
TAE buffer. Gel were photographed by Gel
Documentation system (Uvitec M02 4611)
(Demirel, 2016).
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After agarose gel blocks containing DNA
fragment were cut out and purified with Promega
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System,
Cycle sequencing products were purified with
Dynabeads® Sequencing Clean-Up to remove
unincorporated dye-labeled nucleotides. Then,
all the sequencing reactions were performed
using CEQ™ DTCS Quick Start Kit (Beckman
Coulter) by CEQ 8000 Genetic Analysis System.

Data Analysis

The ITS sequences were blasted with
GenBank sequences (Altschul et al., 1990) to
verify their identity; the closest Blast results are
reported for each taxon (Table 1). The
alignments were performed using the Muscle in
MEGA 6.0 software package, together with the
other sequences of morphologically and
phylogenetically related species that were
obtained from NCBI GenBank (Tamura et al.,
2013). The aligned data sets were investigated
using ML analysis based on the Tamura—Nei
model (Tamura and Nei, 1993) as implemented
in the MEGA 6.0 with 1000 bootstrap
replications. All the positions containing gaps
and missing data were eliminated. Fusarium
oxysporum (KT794176) was used as the out
group. The obtained sequence data have been
deposited in GenBank with accession numbers.

Results and Discussion

The PCR products (570 bp) were obtained
from all of the species by using the universal
fungal primers (ITS1/ITS4), Figure 1 shows that
the sizes obtained for the full ITS region
amplified of all of the strains. The rDNA base
sequences belong to investigated strains are
presented in Table 1 together with closest Blast
results. When each of this sequences were
investigated by Blast, identity and coverage
values were found between 98-100% and 97-
100%, respectively (Table 1). The phylogenetic
trees were obtained by comparison to all
sequences with Genbank nucleotide sequence
database that have 1TS1-5.8S rRNA-ITS2
sequences (Figure 2). Figure 2 shows that the
members of genera Bionectria, Fusarium,
Gibberella and Nectria have almost identical
topology with respect to the ITS locus. A
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phylogenetic tree based on ITS region was
structured at higher divergence levels. For
investigated mainly closely related members,
identical positions and four sections for specific
clades such as Bionectria, Fusarium, Gibberella
and Nectria genera were found.

The genus Fusarium is the anamorph
stage of Gibberella genus (Samuels et al., 2001).
The members of these genera are known as
main and wide plant pathogens (Howard, 2002;
Stone et al., 2004; Dragich and Nelson, 2014;
Chehri, 2016). These two genera have been
distinguished with especially teleomorph
structures of Gibberella genus. The complexity
about the their morphologic and microscopic
identification has been related with varies
problems such as depending on the host, loosing
of stock cultures, limitations associated with
morphological characters (Summerell et al.,
2003; Hsuan et al., 2011; Antonissen et al.,
2014). The findings of this study demonstrated
the efficiency of ITS region and phylogenetic
analysis of belong to these two genera. Figure 2
shows that Fusarium and Gibberella genera
have considerably identical topology with the ITS
locus. The genus Gibberella occurred in two
main clades and two clear divergences, namely
Gibberella avenacea and Gibberella tricincta,
were noted. Furthermore, investigated members
of Fusarium and Gibberella genera are
polyphyletic.

The genus Nectria is a big genus with
about 650 members and many species of
Nectria genus are known as plant pathogens,
and some of them are toxigenic to animals and
humans (Schroers and Samuels, 1997). The
genus Bionectria is one of the other plant
pathogenic Hypocreanlean fungi and very
similar to Nectria member (Schroers, 2001;
Samaga et al., 2014; Melo et al., 2014). These
two genera have some differences about their
morphologic and chemical structure. However,
Bionectria and Nectra genera have very similar
morphologic and microscopic properties and
distinguish of them has been very problematic
for mycologist (Schroers and Samuels, 1997;
Schroers, 2001).
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Figure 1. Full ITS PCR products amplified from all of the strains with ITS1/ITS4
primers. M, molecular-weight markers (50 bp GeneRuler DNA Lader,

Fermentas)

Phylogeny based on the ITS region in this study showed a successfully topology for these genera
and indicated main phylogenetic position of them as closely related but distinctly different members

(Figure 2).

Table 1. Newly generated ITS sequences with their closest GenBank sequences (according to Blast

searches)

Species Collection GenBank Closest Blast hit (%o
accession identity/%ocoverage)
number

Fusarium gglapni (Mart.) Sage. F1 KX958415 Fusarium sglani KP992939

(99/100)

Gibberella  wicincta.  El-Gholl, F2 KX958416 Fusarium gricingtym

McRitchie, Schoulf. & Ridings KUS556038 (98/97)

1978

Gibperella avenacea R.J. Cook F3 KX058417 Fusarium gyenaceum,

1967 KX839156 (99/99)

Bionectria ochroleuca, F4 KX0958418 Bionectria ochroleuca

(Schwein.) Schroers & Samuels AF358237 (99/100)

Negiria invenia Pethybr. F5 KX0958419 Negirig inventa KR709185

(100/100)
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Figure 2. Best-scoring maximum likelihood tree based on the Tamura—Nei model calculated using MEGA
6.0 based on ITS sequences showing the relationships of the newly generated sequences in this study
with previously known taxa in the NCBI GenBank. The scale bar denotes 0.02 substitutions per position.
The tree with the highest log likelihood (-1499.8212) is shown. Initial tree for the heuristic search were
obtained by applying the neighborjoining method to a matrix of pairwise distances estimated using the
maximum composite likelihood approach. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the
number of substitutions per site. The analysis involved 15 nucleotide sequences. All positions with less
than 50% site coverage, containing gaps, or missing data were eliminated. There were a total of 374
positions in the final dataset. The tree is rooted with Fusarium oxysporum (KT794176) (bootstrap 1000).

Conclusions application, topology, identification and clearly
The results of this study demonstrated the discrimination. In addition, high quality
efficiency of rDNA region and phylogenetic sequences of the ITS locus obtained in the
analysis in taxonomic studies of closely related present study have been deposed in the NCBI
members of Hypocreanlean fungi. In particular, database for bridge over to other taxonomic
ITS region was found to be success because of studies of Hypocreanlean fungi.

its high performance with regard to easy
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Derleme

Bitki Patojeni Funguslarda Viriilans Faktorleri

Ozlem Abaci GUNYAR

Ege Universitesi, Fen Fakultesi,Biyoloji Bélimd,
Temel ve Endustriyel Mikrobiyoloji Ana Bilim Dali, Bornova, iZMIR

0Oz:Bu derlemede, bitki- fungus etkilesimini takiben hastalik gelisimi ve hastalik
gelisiminde rol oynayan fungal virulans faktérleri 6zetlenmistir. Tanimlanan fungus tiirlerinin
yaklasik %10'u 10,000' den fazla bitkide hastaliklara neden olmaktadir. Bu sekilde funguslar
bitkilerde ciddi anlamda ekonomik kayiplara neden olurlar. Bitki patojeni funguslar
enfeksiyon sekilleri, enfeksiyon yapisinin farklilagsmasi ve islevleri ve beslenme stratejileri
acisindan blylUk farkhhklar gostermektedirler. Bitki, patojen fungus saldirilarina karsi
yasamini devam ettirebilmek adina bir tanima mekanizmasi ve zamaninda ve etkili bir
sekilde bir savunma cevabi olusturmaktadir. Bitki patojenik funguslarin virulansi, birlikte
¢alisan ve infeksiyonu ortak tarzda olusturan ¢ok sayida parametrenin sonucudur.

Anahtar Kelimeler: Bitki patojeni funguslar, virulans.

Virulence Factors in Plant Pathogen Fungi

Abstract:In this review, disease development following plant-fungus interaction and
fungal virulence factors that play a role in disease development and are summarized.
Approximately 10% of the identified fungus species cause diseases over 10,000 plants. In
this way fungi cause serious economic losses in plants. Plant pathogenic fungi show great
differences in terms of infection patterns, differentiation and function of infection structure
and nutrition strategies. The plant forms a recognition mechanism and a defense response in
a timely and effective manner in order to survive against pathogenic fungus attacks. The
virulence of plant pathogenic fungi is the result of numerous parameters that work together
and make the infection common.

Key words: Plant pathogenic fungi, virulence

Giris
1.Bitki patojenifunguslarin

esliginde gerceklesir
2011; Selin ve Kievit, 2016).

(Vadlapudi ve Naidu,

enfeksiyon stratejileri

Bitki paraziti funguslar adezyon, konak
tanima, penetrasyon, cogalma ve beslenme
dahil olmak Uzere patogenezin en 6nemli
asamalarini basararak enfeksiyon yapilari
olustururlar. Bitki patojeni fungus olusturdugu
enfeksiyon yapilari ile bitki dokusuna mekanik
glc uygular. Enfeksiyon yapilarinin olusumu,
kompleks dizenleyici yol izleri tarafindan
kontrol edilen ve dizenlenen gen ifadesi

Sorumlu yazar: ozlemabaci@yahoo.com

143

Bitki patojeni funguslar farkli yasam
sekilleri ve konukgu bitkileriyle etkilesim yollari
geligtirmistir. Bazi patojenler bitkiye girigin
ardindan konukgu hicreyi enzimler, reaktif
oksijen turleri (ROS) ve/veya toksinlerinin
kombinasyonu ile dldirmektedir ve onlarin
organik bilesikleri izerinde yasarlar(Horbach ve
ark. 2011; Pawlowski ve Hartman, 2016;
Gebrie, 2016).
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Bunlar nekrotrofik patojenler olarak
bilinirler. Nekrotrofik patojenler genis konukgu
spektrumuna sahiptir ve hizli bir sekilde doku
hasarina neden olmaktadirlar. Biotrofik patojen
ise tersine, obligat parazittir ve toksin Gretmezler.
Biotroflar yalnizca yasayan konukgu hicrede
hayat déngllerini tamamlarlar.(Horbach ve ark.
2011; Pawlowski ve Hartman, 2016; Gebrie,
2016).

Biotrofik patojenlerde bitki hiicre duvarini
asarak konukgu hicreleri icerisine girmek igin,
6zel enfeksiyon yapilari olusturulmaktadir.
Ektoparazitik funguslarda, bitki kitikuli Gzerinde
primer ve apressorial ¢imlenme tupleri
olusturulur, appressorial germ tupu
apressoryum adi verilen enfeksiyon hicrelerine
donusir (Gebrie, 2106). Blumeria (=Erysiphe)
graminis f. sp. hordei DC. Merat Em. Marchal
(Bgh) arpalarda killeme hastaligina neden olan
zorunlu biotrofik fungal patojende apressoryum
olusumunun ardindan apressoryum altindan bir
penetrasyon kancasi ¢ikar, konukgu kutikuliine
ve epidermal hicre duvarina penetre olmaya
calisir. Eger penetrasyon basarili olursa, kanca
uclari hostoryuma farklilagir. Hostoryum canli
bitki hicresi icerisinde besin eldesi igin
olusturulan 6zellesmis yapilardir (Pawlowski ve
Hartman, 2106).

Nekrotrofik funguslar ise fitotoksinler,
hiicre duvari degrede edici enzimler Ureterek
konukgu bitki dokusunu &ncelikle o&ldurdrler.
Nekrotrofide enfeksiyonkonidyum g¢imlendiginde
baslar; direkt olarak penetre olmak igin
infeksiyon hifi olusturur veya epidermise penetre
olmak icin penetrasyon ayaklarini olusturan
apresoryum gelisir (Zeilinger ve ark., 2016;
Horbach ve ark., 2011; Pawlowski ve ark., 2016;
Gebrie 2016). Apressoryum oksidaz, kitinaz,
lipaz gibi konukgu katikalinu ve yapiskan
tabakay! degrede etmek icin degrede edici
enzimler salgilar. Penetrasyon ayaklari
dallanarak ve huicre duvari degrede edici
enzimler Ureterek hicreleri 6ldirtr ve nekrotik
lezyonlarin olusumuna neden olarak ilerler.
Nekrotroflar genellikle kolonizasyonu
kolaylastirmak igin fitotoksinler Uretirler.
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Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.
tarafindan dretilen botryodiplodin ve
phaseolinone gibi genis konukgu spektrumuna
neden olan metabolitler veya Alternaria alternata
(Fr.) Keissl. tarafindan Uretilen domates spesifik
olan AAL toksin gibi konukgu spesifik toksinler
nekrotrofide rol oynar (Zeilinger ve ark., 2016;
Pawlowski ve ark., 2016; Gebrie 2016). Bununla
birlikte, bu yasam tarzlari ve beslenme
stratejilerinin kombinasyonlari da bulunmaktadir
ve patojenler ilk olarak gegici biyotrofik ardindan
nekrotrofik yagsam sekli gésterirler, bu patojenler
hemibiyotroflar olarak adlandirilirlar (Horbach ve
ark., 2011). Hemibiotrof tipte gelisim gdsteren,
soyada antraknoz etkeni olan Colletotrichum
truncatum(Schwein.) Andrus & W.D. Moore bitki
atiklarinda asekslel Greme yapilari olan misel
ya da acervul olarak kalabilir. Acervulus
konidyofor ve bol miktarda konidyum Uretir.
Konidyumlar, siklikla yagmurlarla bitki dokulari
Uzerine duser. Enfeksiyon, konidyumun bitki
dokusunda c¢imlenmesi ile baslar. Ardindan
melanize bir apressoryum olusur. Subkutikiler
tabakanin icinde, apressoryum, konukcgu
tarafindan taninmayan, hiicre duvarlari boyunca
bUylyen ve hicre-i¢i boslugun kolonizasyonu
icin bol miktarda dallanan primer enfeksiyon
hiflerini olusturur. Nekrotrofik evre patojenin
primer hiften sekonder hifi olusturmasinin
ardindan baglar. Sekonder hif kolaylikla
epidermal ve mezofil hlcrelere penetre olur.
Hucreler yikilir ve nekrotik lezyonlar olusur.
Enfeksiyondan 36 saat sonra acervulus gelisir.
Bu yap! kis boyunca bitki atiklar tzerinde kalir
ve baharda doéngu tekrarlanir (Pawlowski ve
Hartman, 2016).

2.Konukgu-fungus etkilegimi

2.1.Gene karsi gen hipotezi (gene for

generesistance)

Bitki patojenleri saglikli konukgu bitki
savunma mekanizmalarini agsmak igin ¢ok fazla
mekanizma gelistirmiglerdir. Patojen
organizmanin sahip oldugu ve patojenitesinde
rol oynayan proteinleri kodlayan genler
avirulence geni (Avr geni) olarak tanimlanir.
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Avirulans genlerinin GrGnU proteinler
patojenite ile ilgili efektér molekullerdir. Bu
moleklller bitkide immuniteyi tetikleyen
molekullerdir (Van der Does ve ark., 2007;
Rouxel ve Balesdent 2010; Zeilinger ve ark.,
2010). Efektorler konukgu hicre yapisini ve
fonksiyonunu degdistiren, enfeksiyonu
kolaylastiran (virulans faktorleri veya toksinler)
ve/veya savunma cevabini tetikleyen (avirulans
faktorleri: Avr) molekdiller olarak
tanimlanmaktadir. (Zeilinger ve ark., 2016; Selin
ve Kievit,2016).

Konak bitki ve patojen arasindaki
sinyallesmede ve tanigsmada gorevli
molekullerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu,
son on yil boyunca arastirmalarin odagi
olmustur.Bitkinin hastaliga karsi savunma
mekanizmalarindan en 6nemlisi R
(resistant=dayaniklilik) genleridir. R genlerinin
arini olan PR proteinleri (Pathogen Related
Proteins) patojene karsi dayaniklihgi saglayan
yapisal proteinlerdir. PR proteinleri patojen
organizmanin bitkiye girmesi sirasinda
salgiladigi avirulan genlerinin Uriind olan sinyal
molekdllerini tanir ve bu sekilde uyarilir. Bu
mekanizmaya gene karsi gen hipotezi (gene for
gene resistance) denir. Avr geni tarafindan
sentezlenen efektdér molekdller, R geninin
drinine baglanarak aktive eder. Aktif duruma
gecen R geninin Grini de savunma yanitini
baslatacak olan sinyallerin iletimini saglar. Bu
etkilesim sonucu enfekte olan hiicrenin
etrafindaki komsu hucrelerde hizh bir sekilde
apoptoz (programlanmis hiicre 6limi) gézlenir.
Bu sekilde patojenin konukgu bitkide yayilmasi
engellenir. Buna Hipersensitif Tepki (HR) adi
verilir (Van der Does ve ark., 2007; Zeilinger ve
ark., 2010; Sexton ve Howlett, 2006; Gonzalez-
Fernandez, 2010). Patojen ile etkilesime giren
konukgu hlcre ne kadar hizhh 6lurse, bitki
enfeksiyona o kadar dayanikli olur (Van der
Does ve ark., 2007; Zeilinger ve ark., 2010;
Sextonve Howlett, 2006).

Bitki diren¢ genleri ve patojenin avirulan
genleri arasindaki etkilesim bitkide irk spesifik
direnci etkileyen sinyal transdiksiyon kaskadini
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baslatmaktadir. Domates-Cladosporium fulvum
Cooke patosistemi icindeki Cf9 ve avr9 genleri
en iyi bilinen érnektir. Bu patosistemde fungal irk
spesifik avr9 geni Grind direng geni olan Cf9
genini tasiyan domateste HR' yi
induklemektedir. Tersine bu genotipteki
domateste bulunan fungal irk avr9 genini
tasimiyor ise efektdrler Uretimemektedir.R
protein veya Avr proteinlerinin Uretilmedigi
kosullarda etkilesim olmadigi icin patojen bitki
tarafindan taninmaz ve patojen bitkide
yayillmaya baslar (Zeilinger ve ark., 2010).
2.2.Bitkilere Karsi Fungal Patojenin
Evrimi
Avirulens genleri ve R genlerindeki
mutasyon orani infeksiyonda rol almayan
genlere gore yuksektir (Van der Does ve ark.,
2007).Bu ylksek mutasyon oraninin nedeni
patojenin virulans faktérleri ve konukgunun
Uzerindeki patojen icin hedef olan bdlgeler
arasindaki silahlanma yarisindan
kaynaklanmaktadir. Patojenin virulans
faktorlerinin etkisini nétralize etmekadina fungal
saldiri i¢cin hedef olan konukgu proteinlerinde
degisiklikler olusmaktadir. Patojen ise bu
degisen hedef proteinlere saldiri yetenegini
devam edebilmek icin virulans faktérlerinde
degisiklige gitmek zorundadir. Sonug olarak
patojenin virulans genleri ve bitkideki patojenicin
hedef bélgelerde hizli bir sekilde
evrimlesmektedir (Van der Does ve ark., 2007) .
Konukcgu bitki hastalik etmeninden
basarili bir sekilde korunduktan sonra (yani
potansiyel tanima hedeflerinin kaybi ile),
hastalik etmeni dogal seleksiyona tabi olur ve
hastalik yapabilmek i¢in yeni mekanizmalar
gelistirmeye calisir. Bu sirada hedefleri ile
baglantiyi kesmemek adina virulans ile ilgili olan
salgisal proteinlerde yliksek mutasyon gézlenir.
Ayni zamanda meydana gelen horizontal gen
transferi ile turler arasinda veya farkli vejetatif
olarak incompatible asekstel tirlerin klonlari
arasinda horizontal gen transferi ile bir veya
birkag gen aktarimi gerceklesir. Bu sekilde
fungus yeni virulans geni kazanabilir (Van der
Does ve ark., 2007).
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Evrimsel surecgte horizontal olarak alinmis
genler saptanabilir. Bu genlerin farkl GC oranlari
ve kodon egilimleri olur.Horizontal olarak
kazanilan genler replikasyon, transkripsyon ve
translasyon gibi temel molekdler islem genlerini
degil, metabolik ve virllens genleri kapsar
(Mehrabi ve ark., 2011).Bunun bitki patojenik
funguslar icerisinde en iyi 6rnegi Nectria
haematococca Berk. & Broome' nin (anamorfu
Fusarium solani) bezelyede hastalik yapmasi
icin gerekli olan PEP ve PDA genleri (patojenite
genleri) 1,6 Mb'lik CD (conditionally dispensable
chromosome) kromozomu {zerinde bulunmak-
tadir. Bakterilerdeki patojenite adalari gibi CD
kromozomu virulans ile ilgili genleri ve yiksek
oranda yer degistirebilen genetik elementler
(Transposable genetik elementler) icermektedir
ve genomun diger kisimlari ile karsilastirildi-
ginda farkli GC icerigine sahip oldugu
gorulmektedir. Farkli Nectria turlerinden
horizontal gen transferi ile gelmistir. CD
kromozomu icermeyen birsusa virulans genlerini
iceren kisim aktarildiginda bezelyede
organizmanin virulansinin arttigi gézlenmistir
(Van der Does ve ark., 2007; Mehrabi ve ark.,
2011).

Yine diger bir dnemli bitki patojeni tiur
Fusarium oxysporum f. sp. Lycopersici (Sacc.)
W.C. Snyder and H.N. Hans domates yanikligi
hastaligi etkenidir. Six1 proteini sistein
bakmindan zengin bir proteindir ve virulansa
katki saglamaktadir. SIX7 geni avirulans genidir
ve domatesteki /-3 diren¢ geni ile egslesmektedir
ve 2 Mb' lik en kuguk kromozom Uzerinde yer
almaktadir. SIX2 geni Uriint infeksiyon sirasinda
salgilanmaktadir. Six1 ve Six2' ye ilave olarak
enfekte bitkinin ksilem 6zsuyunda 8' den fazla
fungal protein saptanmistir. Ve bu proteinleri
kodlayan genler ayni kromozom {zerinde
bulunmaktadir. Fusarium oxysporum E.F. Sm. &
Swingle genis konukgu araligina sahip olmasina
ragmen, bu tirln tek bir izolati bir ve birkag bitki
tirunl infekte edebilmektedir. Bu nedenle tirler
konukgu spesifikligine dayanarak formae
speciales olarak siniflandiriimistir. SIX1, SIX2
ve salisilat hidroksilaz kodlayan gen tim
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F.oxysporium f. sp. lycopersici izolatlarinda
bulunur, fakat diger formae speciales veya diger
patojenik olmayan tirlerde bulunmaz (Van der
Does ve ark., 2007; Mehrabi ve ark., 2011).

2.3.Konukgu-Patojen Etkilesiminde

Efektorlerin Rolii

Bitki patojenik funguslarda basarili bir
kolonizasyon ve infeksiyon, kendileri igin gerekli
besini temin etmek adina canli bitki
konukc¢usunu modifiye etme yetenegine baghdir.
Salgilanan virulans determinantlarina efektdrler
denilmektedir.Bitkilerde hastalik gelisiminde
patojenler tarafindan salgilanan enzimler,
toksinler, blylime regulatorleri gibi efektor
molekdiller direk veya indirek rol almaktadir. Bu
molekullerin patojenitedeki édnemi ise
hastaliklara gére degismektedir.

2.3.1. Bazi fungal efektor molekiiller

2.3.1.1.Sekonder metabolitler:
Sekonder metabolitler farkli mikroorganizmalar
(funguslar ve aktinobakteriler ve digerleri)
tarafindan Uretilen kiicik organik molekullerdir.
Nonribosomal peptid sentetaz ve poliketid
sentaz (PKS) veya dimetilallyl transferaz ve
preniltransferazlar gibi enzimlerin fonksiyonu ile
uretilirler. Bu 6zel metabolitler genelde biyume
icin gerekli degildir. Fakat belli kosullar altinda ve
belli habitatlarda Uretici organizma i¢in avantaj
saglamaktadir. Funguslarda, sekonder
metabolit Uretiminden sorumlu genler genellikle
kromozomlarin ucunda subtelomerik bdlgede
kiimeler olusturur (McDonagh ve ark. 2008;
Scharf ev ark., 2014).Subtelomerik DNA
sekanslarinin korunmus bir 6zelligi, aktif
transpozable elementlerden veya transpozon
kalintilarindan olugan tekrarlayan elementlerin
(RE) varhgidir. Ornegin penisilin sentezinden
sorumlu gen kimesi sadece (¢ gen icerir ve
kromozom VI'nin telomerinden yaklasik Kb
uzaklika bulunur (Palmer ve Keller 2010).

Ornegin Aspergillus fumigatus Fresen.' ta
sekonder metabolitelerin Uretiminden sorumlu
genlerin kromozomlarin subtelomerik
bdlgelerinde dagildigi gosterilmigtir.
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Melanin sekonder metabolitlere iyi bir
ornektir. Fenolik 6ncillerden oksidatif
polimerizasyon ile tirevienen yiksek molekuler
agirhkli koyu renkli pigmentlerdir. Funguslarda,
iki tip melanin bulunmaktadir. Dihidroksinaftalen
(DHN) melanin ve dihidroksi fenilalanin (DOPA)
melanin ve tdrevleri virulansa fayda
saglamaktadir. Melanin fonksiyonu ¢ok genistir.
Organizmayi ¢evresel streslere karsi korumada
rol oynamaktadir. Yine bircok bitki ve insan
patojenik fungusta patojeniteye yardim
etmektedir (Scharf ve ark., 2014; Ludwig-Mdller,
2015; Ryder ve Talbot, 2015).

Bitki patojeni fungus Magnaporthe oryzae
6nemli piring patojenidir ve piring bitkisinin
yapraklarinin infeksiyonu igin bitki hicre
duvarina fungusun penetrasyonu
gerekmektedir. Bu proses igin gerekli olan
yiksek turgor basinci DHN iceren 6zellesmis
fungal yapi olan appresorium tarafindan
Uretilmektedir. Appressorium gliserol ve diger
biyouyumlu molekiller biriktirerek ¢ig
damlasindan su almayi basarir.Appressoriumun
hicre duvarinda bulunan melanin tabakasi
gliserol ve diger biyouyumlu molekiller gibi
ozmotik aktiviteye sahip maddelerin gegisine izin
vermez. Bunedenle appresoriumicindekiturgor
basin¢i artar ve olusan bu basing ile
penetrasyon civisi bitkinin fiziksel penetras-
yonunu gerceklestirir (Scharf ve ark., 2014;
Ludwig-Muller 2015; Ryder ve Talbot, 2015;
Goriely ve Tabor, 2006). Melanin kusurlu
Magnaporthe oryzae B.C. Couch mutantlari
pigmentsiz appresorium Uretir ve yaprak
katikaltnin epidermal hiicrelerine penetre
olamaz (Scharfve ark., 2014).

Sekonder metabolitlerden birisi de
sideroforlardir. Demir &karyotik organizmalar
icin kaginilmaz bir besindir. Demir sinirlamasi ile
bas edebilmek patojenite icin 6n kosuldur.
Demir cevrede okside formda bol miktarda
bulunmasina ragmen bitki ve hayvan
konukcusunda nisbeten daha az miktarda
bulunmaktadir. Fungal patojenler demir
baglamak icin sideroforlar tretmek seklinde
farkli stratejiler gelistirmislerdir. Sideroforlar
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kiiclk salgisal molekullerdir. Fungal patojenin
demir baglamasini saglar. Sideroforlar sekonder
metabolittir ¢iinkld sentezleri nonribozomal
peptid sentaz yol izi ile ilgilidir ve insanlarda bu
enzim olmadigi icin fungusun kontroll igin
kullanilan ilaglar icin ideal hedeflerdir. Bu
nedenle siderofor Uretimi virulans i¢in gereklidir.
M. oryzae' nin Urettigi tek hiicre ic¢i siderofor
ferricrocin melaninde oldugu gibi bitki
infeksiyonu icin gerekli olan appresoriumda
turgor basinci olusumu ile ilgili olarak
patojeniteye yarar saglar (Scharfev ark., 2014).
Bitki patojeni funguslarin hastalan-
dirdiklar bitkilerde fitotoksin olarak adlandirilan
toksik maddeler Urettikleri bilinmektedir. Bu
toksik molekulerin de ¢odu sekonder metabolit
olup dustk molekul agirlikta kiigiik molekllerdir
ve bundan dolay! enfeksiyon bdlgesinden ¢ok
daha uzak bolgelere yayilabilir ve tasinabilirler.
Fitotoksinler konukguya spesifik toksinler
(patojene hassas yalnizca bir bitkiyi etkiler) ve
konukguya spesifik olmayan toksinler (daha
genis bir konukgu dizinini etkiler) olarak
siniflandirilabilirler. Cochliobolus, Alternaria, ve
bazi Pyrenophora tirleri tarafindan dretilen
konukgu spesifik toksinler, Fusarium
verticillioides (Sacc.) Nirenberg' in fuminosin
mikotoksini, M. oryzae' nin pyrichalasin H ve
Ace1'iiyi bilinen toksik sekonder metabolitlerdir.
ACET1 geni hem poliketid sentaz hem de non-
ribozomal peptid sentaz domaini (PKS-NRPS)
ile sitoplazmik hibrit protein kodlar ve
penetrasyon sirasinda spesifik olarak eksprese
edilir. Ace1 piring direng geni Pi33 tarafindan
taninan hala bilinmeyen bir sekonder metabolit
kodlar. Patojene ait bazi kodlama yapmayan
kiigtk (small) RNA molekullerinin bitki bagisiklik
sistemini baskiladigi gézlenmigtir. Botrytis
cinerea Pers. ' da bazi kigik RNA' larin
Arabidopsis ve domates genleri Uzerinde
konukgu RNA interferans makinesini bertaraf
ederek konukgu bagisikligini baskiladigi
go6zlenmistir (Zeilinger ev ark., 2016).
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2.3.1.2.Enzimler: Bitki hicre duvari
polisakkaritler, proteinler, aromatik
polimerlerden olusan heterojenik bir yapidir.
Hucre duvarinin yapisi ve kompozisyonu bitki
turleri arasinda degisiklik gdsterse de hepsi
pektin, hemisellloz, lignin ve yapisal
proteinlerden olusan bir matriks icinde gémulu
seliloz mikrofibriller icermektedir. Bunlarin
miktari farkli bitki gruplarinda farkhliklar
gbstermektedir. Bu nedenle fitopatojenik
funguslar bitki hiicre duvari bariyerini asmak igin
hiicre duvari degrede edici enzimler salgilarlar.
Bu enzimler o6zellikle 6zellesmis penetrasyon
yapisi olusturmayan fitopatojenik funguslar igin
onemlidir (Zeilinger ev ark., 2016; Zhao ve ark.,
2013).

Karbonhidrat aktif enzimler (CAZymes)
oligo ve polisakkaritler (selltiloz ve
hemisellilozda dahil olmak Uzere) olan
glikokonjugatlarin glikosidik baglarini hidrolitik
olarak pargalama yetenegindedir (Kubicek ve
ark., 2014). Patojen funguslar tarafindan uretilen
bu enzimler bitki hiicre duvarinin yikiminda
onemli rol oymaktadirlar. Karbonhidrat aktif
enzimler temelde glikozit hidrolazlar (GHs),
glikosiltransferazlar (GTs), polisakkarit liyazlar
(PLs), karbonhidrat esterazlar (CEs) olarak 4
fonksiyonel gruba ayrilirlar. Bunlarin arasinda
karbonhidrat esterazlar, glikozit hidrolazlar,
polisakkarit liyazlar hiicre duvari degrede edici
enzimler (cell wall degrading enymes (CWDEs)
olarak bilinirler (Zhao ev ark., 2013).

Bitki hiicre duvari sellloz, hemiselllloz,
pektin ve lignin icermektedir. Dolayisi ile
funguslarin lignoselliloz-degrede edici enzim
sistemleri temel olarak; lignin degredasyonu igin
peroksidaz ve lakkazlar, sellloz degredasyonu
icin selulaz, hemiselliloz degredasyonu igin
hemisellilaz ve pektin degredasyonu igin
pektinaz gibi glikozit hidrolazlar icermektedir.
103 fungus ile yapilan genomik analizler bu
funguslarin karbonhidrat esteraz ve PL1 pektat
liyaz gibi cok sayida karbonhidrat aktif enzime
(CAZymes) sahip olduklarini géstermistir ve bu
enzimler hiicre duvari degrede edici enzimler
(cell wall degrading enymes (CWDEs) olarak
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bilinirler (Zeilinger ve ark., 2016; Zhao ve ark.,
2013). Saccharomyces ve
Schizosaccharomyces hari¢ ¢ogu fungus c¢ok
sayida hicre duvari degrede edici enzimleri
kodlayan genlere sahiptir. Ve ¢ogdu bitki patojenik
funguslardir (Zhao ve ark., 2013). Bu funguslarin
saprofitik funguslar ile kiyaslandigi zaman 6li
lignosellulozik materyali daha etkili bir sekilde
parcaladigr gortulmektedir. Hemibiotrofik
Fusarium graminearum Schwabe ve M. oryzae
hicre duvari degrede edici enzimleri kodlayan
genlerin konukgunun infeksiyonu sirasinda
upregiile edildigi gézlenmektedir. Nekrotrofik
patojen B. cinerea' da virulans ve pektinaz ve
ksilanaz gibi enzimlerin Uretimi arasinda
korelasyon goérilmektedir. Fungal nekrotrof ve
hemibiotroflarin tersine beslenmesi igin canli
bitki dokularina ihtiya¢ hisseden ¢ogu
biotroflarin genomlarinda hiicre duvari degrede
edici enzim kodlayan gen bélgesi daha azdir. Ve
hatta glikozit hidrolaz ailesi 6 (GH®6)
endoglukanaz ve sellobiohidrolaz aktivitesi
yoktur (Zhao ve ark., 2013).

Obligat bitki patojeni funguslar tarafindan
hastalik gelisimi konukguya basarili bir sekilde
penetrasyon gerektirmektedir. Bu sekilde
patojen gelisir. Bitki katikili bu patojenlerin
penetrasyonunda rol oynar. Kutikulin asil
kompananetleri kutin ve yapiskan tabakadir.
Kitin ve yapigkan tabakayi hidroliz eden fungal
esteraz ve kitinazlar hastalik gelisiminde 6nemli
role sahiptir (Feng ve ark., 2009).

Zhao ve ark.'nin 2013'de yaptiklari
calismada103 fungustan 83'Unde kitinaz
aktivitesi saptanmistir. iki nekrotrofik fungus
Gaeumannomyces graminis (Sacc.) Arx & D.L.
Olivier ve Verticillium albo-atrum
Reinke&Berhhold' da kutinaz aktivitesi
saptanmistir. Tim biotrofik funguslarda kuitinaz
saptanirken, simbiyotik funguslar olan Paxillus
involutus (Batsch) Fr. ve Paxillus rubicundulus
P.D. Orton' ta kiitinaz saptanmamistir (Zhao ve
ark., 2013). Fungus doku ile temas ettikten ve
dokuya girdikten sonra 6ncekinden 1000 kat
daha fazla kitinaz Gretmektedir.
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Fungusun c¢imlenme tipdnin bitki
dokusuna giris noktasinda ve penetrasyon
¢ivisinde enzim konsantrasyonunun en yuksek
seviyeye ulagsmas! bu enzimin penetrasyonda
rol oynadiginin énemli bir géstergesidir.Yapilan
calismalar Pyrenopeziza brassicae B. Sutton &
Rawl.' deki kitinaz geni PBC1 ve M. grisea' daki
CUT2' deki gen bozma calismalari kitinazin
konak penetrasyonunda rol oynayan ¢ok dnemli
bir virulans determinanti oldugunu
gostermektedir (Feng ve ark., 2009). B. graminis
f.sp. hordei ile epidermal hiicre penetrasyonu
hem enzimatik yumusama hem de mekanik gug¢
uygulamasi icermektedir. Cimlenmis ve
¢cimlenmemis her iki sporda hidrolitik esteraz,
kutinaz ve lipaz enzimlerini salgilamaktadir.
Esterazlar spor adezyonu, primer germ tupi
olusumu ve penetrasyonda rol oynamaktadir
(Fengve ark., 2009).

Hicre duvarinin orta lamelinde yer alan
pektin;pektin liyaz, pektin esteraz ve
poligalaktorunaz enzimleri tarafindan pargalanir.
Fungal patojenlerde pektin degredasyonunda
poligalakturonazlarin kritik rol oynadigi
belirtilmektedir. Nekrotrofik Sclerotinia
sclerotiorum, Botryotinia fuckeliana (de Bary)
Whetzel poligalaturonazlari Grettigi bilinmektedir
ve pektin degredasyonunda yuksek kapasiteye
sahiplerdir (Zhao ve ark., 2013).

Pektin parcalayici enzimler dokularda
yumusak c¢Uriklik olarak karakterize edilen
hastaliklarda rol oynamaktadirlar. Pektinin
parcalanmasi sonucunda dokuda erime,
yumusama ile bitki dokularindaki hiicrelerin tek
tek ayrilmasi ve 6lum gorular. Primer hicre
duvarinin pektolitik enzimler tarafindan
zayiflatilmasi sonucu hicrelerin 6ldagu
disintlmektedir. Bu enzimler enfekteli
dokulardaki patojenlere besin de tedarik eder.
Pektolitik enzimlerin vaskuler solgunluk
hastaliklarinda da roli vardir (Zhao ve ark.,
2013).

Bitki hlcrelerinin iskeleti durumunda olan
sellloz patojenin drettigi enzimlerle (beta-
glikosidaz, sellobiaz) pargalanarak glikoza
doénastaralar (Kubicek ve ark., 2014).
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Lignoselluloz; seltloz, hemiselliloz ve ligninden
olusan siki bir komplekstir. Lignoselluloz
dgredasyonu heterojenik enzim grubunun
birlikte is goérdigu bir prosestir. Ornegin
selilozun degredasyonu endoglukanazlar,
sellobiohidrolazlar ve (-1, 4- glukosidazlarin
birlikte is gérmesi ile saglanir. GH1, GH3, GH5,
GH45 ve GH74 ailelerindeki sellilazlar, GHS3,
GH10, GH11 ve GH39 ailelerindeki ksilanazlar
gibi GH sinifi enzimler lignosellilozun
degredasyonunda gérev almaktadir. GH3 ailesi
enzimleri substrat spesifikligine gére [(-D-
glukosidaz, a-Larabinofuranosidaz, 3-D-
ksilopiranosidaz, ve N-asetil-B-D-
glukozaminidaz olarak siniflandiriimaktadir. GH
ailelerinin en blyuklerinden birisi olan GH5 farkh
substratlar Gzerinde en genel form olan
ekzo/endo glukonazlar ve endomannazlar ile
faaliyet gbstermektedir. Ve arastirilan funguslar
arasinda en 6nemlisi ve en sik bulunani GH5
ailesidir ve lignosellilazin degredasyonunda
O6nemlirol oynamaktadir (Zhao ve ark., 2013).

2.3.1.3.Biliyiime regulatoérleri: Dogal olarak
bitki tarafindan Uretilen bitki gelisimini
duzenleyen maddelere bliylime dizenleyicileri
denilmektedir. Bunlarin en &nemlileri oksinler
(auxin), gibberellinler, sitokininler, etilen ve
absisik asittir. Buylme dizenleyicilerinin normal
konsantrasyonlarindaki ¢cok kiigtik degisikler bile
bitki gelisiminde farkhlik yaratir. Birgok bitki
patojeni organizma bu bilesikleri sentezleyerek
doku anormalliklerine, yaprak dékimuine neden
olur. Oksin bitki dokusunda bulunan
hormonlarin dengesinin degismesine, sonugta
doku anormalliklerine neden olur. Ustilago
maydis (DC.) Corda oksinleri iyi bilinmektedir.
Giberillin tohumda depolanan nisastanin
parcalanmasi, endospermdeki proteinlerin
parcalanmasi, tohum c¢imlenmesini tesvik
etmesi gibi rollere sahiptir. Gibberalla fujikuroi
(Sawada) Wollenw. tarafindan uretilen giberillin
celtik fidelerinin asiri uzamasi olarak bilinen
piring bakanae hastaligina neden olur (ludwig-
Miiller, 2015; Troncoso ve ark., 2010).
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Tartisma Lu ve ark. tarafindan, 85 fungal genusa ait

Bu derleme calismasinda bitki- fungus 228 adet susun icerdigi 2058 adet virulans
etkilesimi, sonucunda hastalik gelisimi sirasinda faktorini kodladigi bilinen genleri igeren
rol oynayan fungusa ait virulans faktorleri kapsamli bir ¢cevrimici veritabani
Uzerinde durulmustur. Patojenik funguslar, olusturulmustur. Arastiricilar bu sekilde herhangi
yaygin olan kolonizasyon mekanizmalarini bir fungal patojen icin varsayilan virulans
kullanarak bitkinin zarar goérdugu iliskiler faktorlerini tahmin etmek igin yeni bir algoritma
kurarlar. Bu sirada fungus, kolonizasyonu geligtirmeyi amaclamiglardir. Bu veri tabaninin
kolaylastiran ve patojenik iligkilere katkida fungal patojenlerle ile ilgili galismalar tesvik
bulunan kiclUk peptit efektorler, enzimler ve edecek ve kolaylastiracak énemli bir platform
sekonder metabolitler gibi biyoaktif molekulleri olusturdugu vurgulanmaktadir. Enfeksiyon ve
salgilar.Son yillarda molekiler biyolojide kolonizasyon stureclerinin tim asamalarina eslik
meydana gelen gelismeler, patojen funguslarin eden ve kontrol eden olaylarin bilinmesi bitki
ve konukgu bitkilerin etkilesiminde yer alan patojeni funguslarin kontrol edilmesi
genlerin tanimlanmasina ve ayrintili fonksiyonel calismalarinda 6nem arz etmektedir.

analizine izin vermistir.
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