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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

3-ADON KEMOTIPINDEKI Fusarium iZOLATLARININ HEDEFLi
GENOTIP ANALIiZi

Giilin Inci VAROL

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman : Prof. Dr. Giilruh ALBAYRAK
II. Damisman : Do¢. Dr. Emre YORUK

Yiiksek lisans tez galismasi kapsaminda tiir diizeyinde tanimlanmis Fusarium izolatlarinin
molekiiler diizeyde kemotiplendirmesi ve hedefli genotip analizi ile hem heniiz dagilimi
bilinmeyen bir mikotoksinin (NX-2) taramast hem de izolatlarin mikotoksin iiretim
kapasitelerinin ortaya konmasi amacglandi. Bu kapsamda, yurdumuzun ve Iran’m cesitli
bolgelerinden izole edilen toplam 78 Fusarium izolat1 ile ¢aligildi.

Bu izolatlardan 30’unda 28S rDNA boélgesi (620 bg) cogaltilarak, fungal tan1 gerceklestirildi.
[zolatlar F. culmorum’a 6zgiin OPT18 ve F. graminearum’a 6zgiin UBC85 SCAR markirlar1
taranarak tiir diizeyinde tanimlandi. 9 izolattan g¢ogaltilan 478 bg¢ boyutlu fragment izolatlarin
F.culmorum; 6 izolattan ¢ogaltilan 332 bg¢ boyutlu fragment de izolatlarmm F. graminearum
oldugunu ortaya koydu. 14 6rnegin tiir tayini i¢cin TEFa (Translasyon Elongasyon Faktor 1a)
geni ¢ogaltildi. Cogaltim iriinleri (700 bg) dizilendi ve veri tabanindaki referans Fusarium
genomlaridaki dizilimlerle biyoinformatik araglar kullanilarak hizalandi. 14 izolatn F.
proliferatum ile (%97,60-99,55), birinin ise F. oxysporum (%99,55) ile yakinlig1 belirlendi.

Deoksinivalenol (DON) ve nivalenol (NIV) kemotiplerinin identifikasyonu i¢in Tri5 gen
kiimesinde bulunan tril3’in ¢ogaltimi1 hedeflendi. 282 bg¢’lik ¢ogaltim iiriini DON
kemotipinin, 1075 bg’lik fragment de NIV kemotipinin se¢imini saglad1. Ilging olarak, her iKi
cogaltim tirtinii 17-16 kodlu izolatta gbzlendi. tri3 genini 583 bg boyutlu olarak tasiyan 15 izolat
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3-asetildeoksinivalenol (3-ADON), 863 bg¢ boyutlu olarak tasiyan 3 izolat ise 15-
asetildeoksinivalenol (15-ADON) olarak belirlendi.

Hedefli genotip analizi igin tril genine ait 821 bg¢’lik bolge 53 izolatin 30’undan gogaltildi.
Cogaltim tirtinleri Apol restriksiyon endoniikleazi (RE) ile kesime birakildiginda 346 ve 475 bg
boyutlu fragmentler elde edilemediginden, NX-2 kemotipi deneysel olarak saptanamadi.
Ancak, F. graminearum 17-11’in ¢ogaltim bolgesi igerisinde Apol RE kesim noktasini tagidigi
dizileme temelli olarak biyoinformatik araclar kullanilarak gosterildi. Ek olarak, 17-11’in
referans gen bolgesi ve diger izolatlara ait diziler ile gerceklestirilen ¢oklu hizalamasi
sonucunda bu izolatin 120 bg’lik bir insersiyona sahip oldugu ortaya kondu.

78 izolat DON mikotoksini liretme kapasitesi bakimindan tri5-tri6 intergenik bélgenin hedefli
genotip analizi ile tarand1. 45 izolatin ¢ok tiretici 1’inin ise az iiretici oldugu ¢ogaltilan sirasiyla
200 bg ve 650 bg’lik fragmentlerle ortaya kondu.

Molekiiler yaklasimlarla kemotiplendirme ve hedefli genotiplendirme calismalarindan elde
edilen bulgular, fitopatojenin etkili oldugu agro-ekolojik bolgedeki potansiyel toksikolojik
risklerinin haritalanmasia katkida bulunacaktir. Bu gibi ¢alismalardan elde edilecek veriler,
tan1 kitlerinin gelistirilmesinde kullanilabilecektir. Bu durumda infeksiy6z ajan ve toksinleri
erken donemde tarlada saptanabilecek ve besin zincirinin kontaminasyonunun 6niine gegilerek
halk sagliginin korunmasina katkida bulunulabilecektir.

Aralik 2019, 69 sayfa.

Anahtar kelimeler: Fusarium spp., kemotiplendirme, hedefli genotiplendirme,
Deoksinivalenol (DON), Nivalenol (NIV), az/¢ok DON iireticisi, NX-2,
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

TARGETED GENOTYPE ANALYSIS of Fusarium ISOLATES in 3-ADON
CHEMOTYPE

Giilin Iinci VAROL

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Giilruh ALBAYRAK
Co-Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Emre YORUK

Within the scope of this master’s thesis, it was aimed to perform molecular level chemotyping
of Fusarium isolates, to investigate a mycotoxin (NX-2) with unknown distribution yet via
targeted genotype analysis and also to reveal the mycotoxin production capacity of isolates. In
this context, a total of 78 Fusarium isolates which are isolated from various regions of our
country and Iran were studied.

In 30 of these isolates, fungal identification was performed by amplification of 28S rDNA
region (620 bp). The isolates were identified at the species level by scanning OPT18, which is
specific to F. culmorum and UBC85, which is specific to F. graminearum, SCAR markers. 478
bp fragments, which are amplified from 9 isolates, revealed the isolates as F.culmorum; 332 bp
fragments amplified from 6 isolates revealed that the isolates as F. graminearum. TEF I«
(Translated Elongation Factor 1a) gene was amplified for species identification of 14 samples.
Amplification products (700 bp) were sequenced and aligned with the sequences in the
reference Fusarium genomes in database by using bioinformatic tools. The impedence of 13
isolates with F. proliferatum (97.60-99.55%) and one with F. oxysporum (99.55%) was
determined.
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For identification of deoxynivalenol (DON) and nivalenol (NIV) chemotypes, amplification of
tril3 in the Tri5 gene cluster was targeted. 282 bp amplified product provided the selection of
DON chemotype and the 1075 bp fragment allowed selection of NIV chemotype. Interestingly,
both amplified products were observed in 17-16 coded isolate. 15 isolates carrying the tri3 gene
as 583 bp were identified as 3-acetyldeoxynivalenol (3-ADON) and 3 isolates carrying the tri3
gene as 863 bp were identified as 15-acetyldeoxynivalenol (15-ADON).

For targeted genotype analysis, 821 bp regions belongs to tril gene were amplified from 30 out
of 53 isolates. As the amplification products were not cut with Apol restriction endonuclease
(RE) to 346 and 475 bp fragments, NX-2 chemotype could not be determined experimentally
from these isolates. However, it was shown that F. graminearum 17-11 amplification site
carries the Apol RE cut site by the using bioinformatic tools based on sequencing. Additionally,
it is revealed that 17-11 has 120 bp insertion via multiple alignment with gene region of
reference isolate and the sequences belongs to other isolates.

78 isolates were screened in terms of DON mycotoxin production capacity by targeted genotype
analysis of tri5-tri6 intergenic region. It was revealed that 45 isolates become large amount
producers and one is small amount producer with of 200 bp and 650 bp fragments, respectively.

Findings from molecular genotyping and targeted genotyping studies will contribute to the
mapping of potential toxicological risks in the agro-ecological region where phytopathogen is
effective. Data from such studies can be used to develop diagnostic kits. In this case, infectious
agents and toxins can be detected in the field in an early period and it can be contributed to the
protection of public health by preventing the food chain contamination

December 2019, 69 pages.

Keywords: Fusarium spp., chemotyping, targeted genotyping, Deoksinivalenol (DON),
Nivalenol (NI1V), small / large amount DON producer, NX-2.

XV



1. GIRIS

Fusarium spp. 6zellikle tahil ve siis bitkilerinde gozlenen gesitli hastaliklarin (Fusarium basak
yanig1 (FBY), kok ve kok bogaz ¢iiriikliigli gibi) mikrobiyal etmenidir. Bu hastaliklarin neden
oldugu iirtin kayiplar1 tilke tarimin1 olumsuz etkilemekle kalmaz, ayn1 zamanda patojenlerin

iirettigi mikotoksinler araciligiyla halk saglhigini da tehdit etmektedir (Nelson ve dig., 1994).

Kemotip tayininde, organizmada meydana gelen metabolik faaliyetler ile aciga cikan ¢esitli
sekonder metabolitlerdeki farkliliklar ortaya konmaktadir. Morfolojik olarak cok az etkili
olabilen veya hig etkisi olmayan genetik varyasyonlarin metabolizma yan iiriinleri bakimindan
incelendiginde ayni tiir iginde dahi biiyiik farkliliklar meydana getirebildigi bilinmektedir. Bu
nedenle, kemotiplendirme ¢alismalar1 ve devaminda hedefli genotip analizleri ile bu
farkliliklarin ortaya konmasi biiyiik 6nem tagimaktadir. Fusarium tarafindan iiretilen sekonder
metabolitlerden olan mikotoksinlerin cografi dagilimmin incelenmesi, patojenin yol agabilecegi

etkilerin degerlendirilmesine katki saglamaktadir (Y 6riik ve Albayrak, 2012).

Tez calismasinda toplamda 78 Fusarium izolati molekiiler analizlerle alem ve tiir diizeyinde
tanimlandiktan sonra izolatlarm kemotiplendirme g¢alismalar1 biyosentez yolaginda bulunan
genlerin PZR yontemi ile molekiiler diizeyde cogaltimiyla gerceklestirilmistir. Kemotip tayini
gerceklestirilen izolatlarin molekiiler genotiplendirmesi ise yine PZR aracili ¢ogaltim ve
cogaltim f{iriinlerinin restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesimi temelli olarak karakterize
edilmistir. Calisma ile elde edilen bulgularin Fusarium izolatlarinin mikotoksin tiretim
profillerini ortaya koyarak agro-ekolojik dagilim haritalandirmasinin gergeklestirilmesine katki
saglamaktadir. Gergeklestirilen yiiksek lisans tez ¢aligmasi, Fusarium spp.’e kars1 gelistirilecek

miicadele yontemelerine dair temel diizeyde veri saglamaktadir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1 Fusarium’DA GENOTIiPLENDIRME, MOLEKULER KEMOTIPLENDIRME
VE HEDEFLi GENOTIPLENDIRME

Bir hiicreye ait biitiin fenotipik karakterlerin, epigenetik ve ¢evresel faktorler ile birlikte ortaya
¢ikmasidan sorumlu olan genetik yapmin tiimii genotip olarak adlandirilmaktadir. Genotip
terimi ilk olarak bilim insan1 Wilhelm Johannsen tarafindan 1911°de kullanilmistir (Johannsen,
1911). Bir populasyon i¢inde ayn1 genotipe sahip bireylerin fenotipleri farkli olabilecegi gibi,
fenotipik olarak benzer olanlarin genotipleri de biiyiik farklilik gosterebilmektedir. Bu nedenle
genomun tiimiiniin kaynak olarak kullanildigi, kodlama yapan ve yapmayan bdlgelerinin
hedeflendigi genotiplendirme calismalar1 ile populasyonu olusturan bireylerin genetik
yapilarinin ortaya konmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Hedefli genotiplendirme; kodlamadan
sorumlu olan veya diizenleme islevine sahip, ya da genomun ¢ok biiylik bir kismin1 kaplayan
kodlanmayan bdlgelerin tiimii yerine daha smirli bir bolgede tiplendirme yapma imkani
saglamaktadir. Smirlandirma ile genomda sadece hedef bolgeye ait, 6zelikle insersiyon ya da
delesyon kaynakli, yiiksek varyasyon basarili bicimde ortaya konabilmektedir (Lee ve dig.,
2001; Chandler ve dig., 2003).

Kemotip, aynt morfolojik Ozelliklere sahip bitki, mantar ve bakteri tiirlerinde metabolik
faaliyetler sonucunda ag¢iga c¢ikan, dogrudan normal biiylime, gelisim ve tireme ile iliskili
olmayan sekonder metabolitlerin analizleri ile belirlenen, tiire ait kimyasal profile verilen
isimdir (Ismaiel ve Papenbrock, 2015). Mantarlar metabolik faaliyetlerinin dogal bir {irlini
olarak ¢ok fazla miktarda kimyasal cesitlilige sahip sekonder metabolit liretmektedir. Minor
diizeyde meydana gelen genetik ya da epigenetik varyasyonlar organizmanin morfolojisi ve
temel fenotipik karakterini dikkate deger diizeyde degistirmese de, anlatim1 gerceklestirilen gen
bolgeleri araciligiyla iiretilen sekonder metabolitlerinde biiyiik degisiklikler meydana
getirebilmektedir. Bu nedenle diinya genelinde yaygin bitki fungal patojenlerinde
organizmalarin irettikleri sekonder metabolitlerin tanimlandig1 kemotiplendirme caligmalar1
populasyonun cografi dagilim profilinin belirlenmesini de saglamaktadir (Kimura ve dig.,

1998; Meng ve dig., 2017; Yoriik ve Albayrak, 2012).

Mikotoksinler, filamentli mantarlar tarafindan iiretilen, bitkilerde, hayvanlarda ve insanlarda

hastalik ve 6liime neden olabilen sekonder metabolitlerdir. Yapisal olarak ve biyolojik aktivite



acisindan ¢ok cesitlilik gostermektedirler. Mikotoksin iireten mantarlardan olan Fusarium,
goriilme siklig1, toksik 6zelliklerinin gesitliligi ve saglik tizerine etkilerinden dolay1 en ¢ok
calisilan tiirler arasinda yer almaktadir (Yoriik ve Albayrak, 2012). Fusarium tiirlerinin her biri
kendine 0zgii mikotoksin profiline sahip olabildiginden, gelistirilecek tani kitleri bu tiirlerin
erken tanist ve etkili miicadele yontemlerini segmeyi saglayabilecektir (Moretti, 2009).
Gergeklestirilecek kemotiplendirme ¢alismalari, kontaminasyon sonucunda mikotoksin
birikimi olan bitkilerde meydana gelebilecek potansiyel toksikolojik risklerin belirlenmesine
ve bu mikotoksinlerin besin zincirine girerek hayvan ve insanlarda mikotoksikoza neden
olmasinin 6nlenmesine katkida bulunacak kullanish veri girdisi saglayacaktir (Meng ve dig.,

2017).

Dogada 300°den fazla mikotoksinin iiretildigi bildirilmekle birlikte; aflatoksin, sitrin, patulin,
okratoksin A, deoksinivalenol (DON), nivalenol (NI1V), fumonisin, fusarin C ve zearalenon
bitkiler tarafindan en ¢ok tasinan mikotoksinlerdir (Ismaiel ve Papenbrock, 2015). Fusarium
genusu; Alternaria, Penicillium ve Aspergillus ile birlikte major mikotoksin iireticisi olan dort
genustan biridir (Sabuncuoglu ve dig., 2008). Mantarlar ya endofit olusturarak ya da bitki
dokularin1 enfekte ederek hastaliga yol acarken iirettikleri ve bitkide biriktirdigi sekonder
metabolitleri ile tohum kalitesini, ¢imlenmeyi, sag kalimi, fide olusumunu, kdk ve koleoptil

biiyiimesini de etkilemektedir (Ismaiel ve Papenbrock, 2015).

Fusarium fitopatojenleriyle enfekte ekinlerde biriken mikotoksinler, bitkilerin biyolojik
aktiviteleri tlizerinde zararli etkilere neden olmakla kalmaz ayni zamanda besin piramidi
araciligiyla bulastiklar1 hayvanlar ve insanlarda da cesitli hastaliklarla iliskilendirilmislerdir
(Moretti, 2009). Mikotoksinle bulagmis bitkisel gidalarin veya yemlerin tiiketimi insan ve
hayvanlarda mikotoksikoz adi1 verilen hastalikla yakindan iliskilendirilmistir (Nelson ve dig.,

1994).

Fusarium tiirleri; trikotesen, fusarik asit (FA), fumonisin B1 (FB1), enniatin (ENN) ve
moniliformin (MON) gibi farkli kimyasal icerikleri olan mikotoksinler iiretmektedir.
Trikotesenler, kimyasal yap1 olarak tetrasiklik seskiterpenoid Ozellikteki bir mikotoksin
ailesidir. Tiim trikotesen mikotoksinleri, alt1 {iyeli oksijen iceren bir halka, C-12 ve C-13
pozisyonunda bir epoksit grubu ve C-9 ve C-10 pozisyonunda bir olefinik bag ile tetrasiklik
seskiterpen yapisina sahiptir. Trikotesenlerin toksik ozelliginden C-12 ve C-13’teki epoksi
grubu sorumludur. Cekirdek 12,13-epoksi-trikotek-9-en iskeletine (Sekil 2.1) eklenen islevsel



gruplarin tipine, pozisyonlarma ve sayilarina gore, kemotiplerin meydana gelmesinden

sorumludur (Kimura ve dig., 2007).

Sekil 2.1: Trikotesen iskeletinin; a) genel kimyasal yapisi b) 3 boyutlu konformasyonu®.

Trikotesenler kimyasal yapilarina gore gruplandirilmaktadir. Birinci siniflandirma yontemi C-
4 ve C-15’1diesterler (roridin serisi) ve triesterler (verukarin serisi) ile baglayan bir makrosiklik
halkanin varligina veya yokluguna dayanmaktadir. Bu sekilde trikotesenler makrosiklik ve
nonmakrosiklik olarak iki ana gruba ayrilmaktadwr. T-2 toksini, HT-2 toksini,
diasetoksiskirpenol (DAS), Deoksinivalenol (DON) ve Nivalenol (NIV) Fusarium genusu
tarafindan tretilen nonmakrosiklik trikotesen Ornekleridir (Haschek ve Beasley, 2009).
Kemotiplendirmede daha ¢ok tercih edilen diger bir siniflandirma yonteminde; trikotesen
iskeletinin C-3, 4, 7, 8 veya 15 pozisyonunda konumlanan fonksiyonel gruplar temel alinarak
yapilmaktadir (Sekil 2.2). A tipi trikotesenler C-3, 4, 7, 8 veya 15 pozisyonunda hidroksil veya
esterlenmis hidroksillere sahiptir. Bu gruba T-2 toksini, HT-2 toksini, DAS ornek olarak
verilebilir (Alexander ve dig., 2011). B tipi trikotesenleri, A tipinde tasman fonksiyonel
gruplara ek olarak C-8’de bir keto grubu ve C- 7’de bir hidroksil grubu icermektedir. DON ve
NIV kemotipi trikotesenlerde bu 6zellikler bulunmaktadir. B tipi trikotesenler, C8’de keto
fonksiyonel grubu icermeyen A tipi trikotesenlerinden daha az toksiktir (Alexander ve dig.,
2011). C tipi trikotesenlerde C-7 ve 8’de ikinci bir epoksi halkasi bulunmaktadirlar. D tipi
trikotesenlerde ise C-4 ve C-15’i baglayan bir makrosiklik halkaya sahiptir. C ve D tipi

trikotesenler Fusarium spp. tarafindan iiretilmemektedirler (Kimura ve dig., 2007).

! http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.19975934.html  [ziyaret tarihi: 05.09.2019]
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Sekil 2.2: A, B, C ve D tipi trikotesenlerin genel ¢ekirdek yapilari (Foroud ve dig., 2016).

2.1.1 Trikotesen Uretiminden Sorumlu Genler

Trikotesen biyosentezinde Fusarium genomunda bulunan ii¢ farkli lokustan sifrelenen
proteinler gorevlidir. Tri5 gen kiimesi trikotesen biyosentezinden sorumlu g¢ekirdek lokustur
(Brown ve dig.; 2002). Diger lokuslar tril01 (Kimura ve dig., 1998; McCormick ve dig., 1999)
ve tril-tril6 lokuslaridir (Brown ve dig., 2003; Meek ve dig., 2003; Kimura ve dig., 2003;
Peplow ve dig., 2003).

A tipi ya da B tipi trikotesen ayirimi tril geni tarafindan sifrelenen sitokrom P450 enziminin
katalizledigi hidroksillenme tepkimesinin meydana geldigi C atomuna gore yapilmaktadir.
Reaksiyon C-7 ve C-8’de gerceklestiginde B tipi trikotesen, (McCormick ve dig., 2006;
McCormick ve dig., 2011; Alexander ve dig., 2011) yalnizca C-8’de meydana geldiginde A tipi
trikotesen iiretimi gerceklesmektedir (Meek ve dig., 2003; Alexander ve dig., 2011;
McCormick ve dig., 2011). Bu kemotipte, tril6 geninin tiriinii (asetiltransferaz) hidroksillenen
C-8’in asetilasyonunda gorev almaktadir (Peplow ve dig., 2003). Son yillarda tril geninde
meydana gelen varyasyonlarin C-8 yerine yalnizca C-7’nin hidroksillenmesini katalizledigi
ortaya konmustur (Varga ve dig., 2015). Bu varyasyon, tril geninden anlatimi gerceklesen
sitokrom P450 enziminde meydana gelen fonksiyonel ¢esitlilikten kaynaklanmaktadir. Bu
yapisal varyasyon, A tipi grubunda bulunan ve toksisite mekanizmas1 B tipi trikotesenlerden 3-

ADON kemotipine benzerlik gosteren yeni bir tiir trikotesenin, NX-2’nin, sentezine yol



acmaktadir (Varga ve dig., 2015; Kelly ve dig., 2016).

Tri5 gen kiimesi 12 adet agik okuma ¢ergevesinden olusmaktadir ve trikotesen iiretim
yolagindan sorumlu hem yapisal hem de diizenleyici genleri icermektedir. Bu 12 gen prmotor
bolgenin pozisyonu ve acgik okuma gercevesinin yoniine gore artt ve eksi iplik olarak
veritabanlarinda kayithdir (Desjardins, ve dig., 1993; Brown ve dig., 2002; McCormick ve
Alexander, 2002).

Tri5 gen kiimesinin karakterizasyonu amaciyla biitiin gen bolgesinin sekans analizleri farkli
Fusarium izolatlar1 kullanilarak gerceklestirilmistir (Kimura ve dig., 2003; Lee ve dig., 2001
Brown ve dig.,2004). Bu amagla 15-ADON kemotipi H-11, 3-ADON kemotipi F15 ve NIV
kemotipi 88-1 F. graminearum izolatlarinda aydinlatilmistir (Brown ve dig., 2001; Lee ve dig.,
2001; Kimura ve dig., 2003). Gen kiimesinin dizilemesi, farkli kemotipler ile izolatlarda taginan
gen kiimesinin boyutu arasinda iligkinin oldugunu ortaya koymustur. Boyut farkina ek olarak
belli genlerdeki islevsel farklilik sonucu goézlenen kemotip genlerin delesyonlar1 ile
iliskilendirilmistir (Yoriik ve Yli-Mattila, 2019). Gen kiimesinin toplam boyutu H-11°de 27 022
be, GZ3639’da 57840 bg¢ ve 88-1’de 30159 bg¢ olarak bildirilmistir. Psddogenler,
insersiyon/delesyonlar ve tam boyutlu delesyonlar farkli kemotip profillerinin ortaya
¢ikmasindan sorumludurlar (Yoriik ve Yli-Mattila, 2019).

Tri5 gen kiimesi (Sekil 2.3) trikotesen yapisinin g¢ekirdek formunun olusumdan sorumlu
proteinleri sifreleyen genler (tri3, tri4, tri5 ve tri6 gibi) ile birlikte farkli trikotesenlerin
olusumunda rol oynayan yapisal farkliliklar1 meydana getiren diger genleri (tril3 (1801 bg) ve
tri7 (1376 bg)) de igermektedir. tri3 (1762 bg), tri4 (1741 bg), tri5 (1179 bg), tri6 (656 bg), tri8
(1334 be), tri9 (131 bg), tril0 (1352 bg), trill (1740 bg), tril2 (1904 bg) ve trild (1176 bg)
kemotipten bagimsiz olarak trikotkesen tiretiminden sorumludur ve biitiin izolatlarda anlatim1
gergeklestirilen genlerdir (Kimura ve dig., 2003; Kimura ve dig., 2007). Bu 10 gen, B tipi
trikotesen tireten biitiin Fusarium izolatlarinda homoloji gostermektedir (Kimura ve dig., 2007).
Kiimesinin kalan 2 elemani (tril3 ve tri7) izolatlar arasinda gen anlatimi farkliliklarindan dolay1

farkli tipteki trikotesenlerin sentezinden sorumludurlar (Lee ve dig., 2002).
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Sekil 2.3: Tri5 gen kiimesinde bulunan trikotesen biyosentezinden sorumlu genler. Oklarm yonii
promotor bdlgenin pozisyonunu ve oklarm uzunlugu goreceli gen boyutunu ifade etmektedir.

Trikotesen tiretimi tirikodien sentaz enzimini sifreleyen ve trikotesen iiretiminden sorumlu en
temel gen olan tri5 ile baglamaktadir. (Kimura ve dig., 2003). tri6, ekspresyon {iriinii olarak
trikotesen biyosentezinden sorumlu enzimleri sifreleyen tri5 gibi genlerin yolak boyunca
anlatimmi diizenleyen bir proteini kodlamaktadir. tri5 aktivitesinin devaminda seskiterpen
siklaz tiretiminden sorumlu olan tri3 ve tri4 genleri biyosentez yolaginda gérev almaktadir.

(Kimura ve dig., 2003).

Uretilen mikotoksinde yapisal farkliliktan sorumlu olan genler ise tril3 ve tri7 'dir. Bu genler,
NIV mikotoksini ve asetilenmis tiirevinin olusumundan sorumludur. Bu genlerin kodladig1 C-
4 hidroksilaz ve asetilaz enzimleri NIV kemotipinin konformasyonel belirleyicisi olan C-4’de
hidroksillenme ve asetillenmeye neden olmaktadir (Kimura ve dig., 2003, Lee ve dig., 2002;
Alexander ve dig., 2011). DON iireticisi olan Fusarium izolatlarinda tri7 genine ait ORF
bolgesinde gesitli insersiyonlar ve ardisik tekrarlar (Sekil 2.4a) bulunmaktadir. tril3 geni ise
DON kemotipindeki izolatlarda ekspresyonu engelleyici 3 adet korunmus delesyon bolgesine
sahiptir (Lee ve dig., 2002; Chandler ve dig., 2003). tril3 ve tri7 genlerinin inaktivasyonu,
delesyonu veya disfonksiyonu (Sekil 2.4b) sonucunda DON kemotipi meydana gelmektedir
(Mugrabi de Kuppler ve dig., 2011; Lee ve dig., 2002).
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Sekil 2.4: NIV ve DON iireticilerinde gen bolgelerindeki a) tri7 geni b) tril3 geni i¢in insersiyon ve
delesyon mutasyonlarinin gekilsel gosterimi (Chandler ve dig., 2003).

3-ADON ve 15-ADON kemotiplerinin olusumu ¢ekirdek trikotesen yapisinin C-3 ya da C-
15’ten asetillenmesi sonucunda belirlenmektedir (Sekil 2.5). Bu siirecin diizenlenmesinde
tril01, tri3 ve tri8 genleri gorevlidir (Alexander ve dig., 2011). tri101 kodladig1 asetiltransferaz
enzimi ile C-3 oksijen atomunun asetillenmesini saglamaktadir (Kimura ve dig., 1998). tri3 C-
15 oksijen atomunun esterifikasyonunu gerceklestiren enzimi kodlamaktadr. tri8 ise asetil
grubunun C-3’ten uzaklastiriimasini diizenlemektedir. Bu siire¢ 15-ADON kemotipinin ortaya
¢ikmasiyla sonuglanmaktadir (McCormick ve Alexander, 2002; Kimura ve dig., 2003;
Alexander ve dig., 2011). 3-ADON kemotipindeki izolatlarda TRI6 transkripsiyon faktoriine
ait baglanma bolgesinin olmamasi tri8 anlatimmin yapilmamasina neden olmaktadir (Kimura

ve dig., 2003).
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Sekil 2.5: B tipi trikotesenlerden a) DON b) NIV ve A tipi trikotesen olan ¢)T-2 toksininin biyosentetik
yolagi. Mavi oklar enzimatik, mor oklar enzimatik olmayan basamaklar1 belirtmektedir.

Farkli trikotesen tireten Fusarium tiirlerinde sadece kemotip ¢esitliligi degil ayn1 zamanda
iretim miktarlar1 acisindan da g¢esitlilik goriilmektedir. Bazi izolatlar yiiksek miktarda
trikotesen tiretirken, bazilar1 ise az hatta tespiti kromotografik yontemlerle belirlenemeyecek
kadar az tretilmektedir. tri5 promotdr bolgesinde tespit edilen TNAGGCCT motifi, tri6
regiilator proteininin bu bolgeye baglanmasi ve tri5 geninin ekspresyonunun gergeklesmesi igin
kilit 6nem tasimaktadir. Bu motifte gergeklesen tek nukleotid polimorfizmleri (ing., single
nucleotide polymorphism; SNP) tri6 geninden sifrelenen proteininin baglanmasinda ve
trikotesen tiretiminde azalma ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle tri5-tri6 intergenik bolgesinin
nukleotid dizilimi DON iireticisi olan Fusarium izolatlarmm mikotoksin iiretim miktarlarinin
tespiti agisindan onem tagimaktadir. Buna ek olarak bu bolgenin analizi ile NIV kemotipinde
olan bazi izolatlarm NIV ile birlikte az miktarda DON mikotoksini de iiretebildikleri ortaya
konmaktadir (Bakan ve dig., 2002).
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2.1.2 Kemotiplendirme, Genotiplendirme ve Mikotoksin Analizi Yontemleri
2.1.2.1 Gen Bolgesi Analizine Dayali Yontemler

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) hedeflenen gen bolgesinin ¢ogaltimma dayali hizli sonug
veren, yiiksek dogruluk oranina sahip, ekonomik ve hazirlik siireci basit olan bir analiz yontemi
olmasi sebebiyle Fusarium tiirlerinin mikotoksin {iretim profillerinin incelenmesi ve
kemotiplendirme ¢aligmalarinda siklikla tercih edilmektedir. Giiniimiize kadar gerceklestirilmis
olan ¢alismalarda, trikotesen iiretiminden sorumlu gen kiimeleri ve farkli kemotiplerin meydana
gelmesinden sorumlu gen bolgeleri PZR temelli calismalar ile ilgili bolgelerin ¢ogaltimini
hedefleyen 6zgiin primerin kullanimiyla gergeklestirilmistir (Niessen, 2007). A ve B tipi
trikotesen tretiminden tril ve tril6 genlerinin sorumlu oldugu, bu gen bdlgelerine 6zgii
tasarlanan primerler ile gergeklestirilen ¢ogaltim sonucunda belirlenmistir (Meek ve dig., 2003;
Peplow ve dig., 2003). DON ve NIV kemotipindeki izolatlar tri7 ve tril3 genlerinin gogaltimi
ile tammmlanmistir (Chandler ve dig., 2003). DON kemotipindeki bireylerin asetillenmis
tiirevleri (3-ADON ve 15-ADON) tri3 ve tril2 genleri hedeflenerck saptanmistir (Jennings ve
dig., 2004; Ward ve dig., 2002) PZR sonuglarinin analizi, ¢ogaltimi1 hedeflenen amplikonlarin
varlig1 ve boyut farkina gore gergeklestirilmistir. Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasinda kullanilan
Fusarium izolatlarinda da ilgili gen bolgeleri hedeflenerek farkli kemotipteki bireylerin hedefli

genotip analizi gerceklestirilmistir.
2.1.2.2 Analitik Yontemler

Mikotoksinle bulasmis canlilardan ekstraksiyonu gergeklestirilen endotoksinlerin analizinde
kromotografik ve ELISA gibi yontemler kullanilmaktadir. Trikotesenlerin kalitatif ve kantitatif
tayininde kullanilan kromotografik yontemlerin baginda ince tabaka kromatografisi (ing., thin
layer chromatography; TLC), yiiksek performansli sivi kromatografisi (ing., high performance
liquid chromatography; HPLC), sivi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (ing., liquid
chromotography-mass spectrophotometry; LC-MS) ve gaz kromatografi-kiitle spektrometrisi
(ing., gas chromotography-mass spectrophotometry; GC-MS) gelmektedir (Nielsen ve dig.,
1999). TLC mikotoksin tespitinde sonuglara hizli ulagsmayi sagladigi i¢in tercih edilen kalitatif
bir yontemdir (Haratian ve dig., 2008). HPLC, LC-MS ve GC-MS ise TLC’ye gore ¢ok daha

hassas yontemlerdir ve hem kalitatif hem de kantitatif analiz olanag1 saglamaktadir. Ug yontem
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de verdikleri sonuglarin kesinligi sebebiyle ¢cok daha giivenilir olup mikotoksin tayininde etkin

olarak kullanilmaktadir (Bertuzzi ve dig., 2011; Varga ve dig., 2015).

Mikotoksin konsantrasyonlart ELISA testi ile de belirlenebilmektedir. ELISA, sabit kati
yiizeylere enzim aracili tutuklanan antikorlara baglanan mikotoksinlerin analizi temeline
dayanmaktadir. ELISA, HPLC gibi standart kimyasal yontemler ile karsilastirildiginda
operasyonel agidan kolay olmasi, maddi agidan ucuz olmasi, hizli ve yiiksek kalitede sonug
eldesi gibi ¢esitli avantajlar1 sunmaktadir. Fakat kromotografik yontemler ile kiyaslandiginda,
hata pay1 ve mikotoksin konsantrasyonunun oldugundan daha yiiksek degerde bildirimi gibi

dezavantajlar1 da g6z ardi edilmemelidir (Bolduan ve dig., 2009).

HPLC gibi kromotografik yontemlere alternatif olan cesitli spektroskopik yontemler de hem
mikotoksigenik funguslardan Fusarium biyokiitlesinin hem de {irettigi toksik metabolitlerin
Ol¢iimiinde kullanilmaktadir. “Near Infrared” (NIR) spektroskopisi bu analizlerde kullanilan
yontemlerden biridir. Ozellikle HPLC’ye kiyasla pratik, operasyonel agidan kolay, hizl1 sonug
eldesi, dogruluk ve maddi olarak uygunlugu, ekinlere zarar vermemesi ve ger¢ek zamanli olarak

sonug saglamasi gibi 6zelliklerinden dolay1 tercih edilmektedir (Berardo ve dig., 2005).
2.1.2.3 Biyosensor Yontemleri

Molekiiler ve analitik yontemler zamana, pahali ekipmanlara, analizleri gerceklestirecek
uzmanlara ve test edilecek drneklerin laboratuvarlara tasinmasina ihtiya¢ duymaktadir. Hizl,
ucuz, az miktarda 6rnek ile verimli sonug¢ verebilen ve uzman gerektirmeksizin islemin
gerceklestirilebildigi tanimlama sistemlerine olan ihtiyag, mikotoksin tiiriiniin tanisi i¢in
giiniimiizde biyosensor gelistirme ihtiyacina yol a¢cmustir. Tarlalardan alinan numunenin
biyosensere yiiklenmesinin ardindan trikotesen tiplerine uygun antikorlarla yilizeyi kaplanan
elektrodlarin verdigi sinyallere gére hizli ve zahmetsiz bir sekilde mikotoksin analizinin

gerceklestirilmesi hedeflenmektedir (Olcer ve dig., 2014).
2.2 Fusarium GENUSU, F. graminearum VE F. culmorum

Fusarium genusu; Ascomycota subesi, Sordariomycetes simifi, Hypocreales takiminda yer
almaktadir. 80 tiirii ¢ok iyi bilinen genusun 300 olasi tiirden olustugu bildirilmektedir (Moretti,
2009). Bunlardan 17’si tahillarda hastalik etmeni oldugundan tarimsal alanlar i¢in risk faktorii

olan patojenlerdir (Yoriik ve Yli-Mattila, 2019).
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Fusarium tiirleri, yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli optimum g¢evresel kosullar ve konak se¢imi
acisindan genis bir biyogesitlilige sahiptir. Metabolik aktivitesi i¢in gerekli optimum pH 5,0-
7,0 ve optimum sicaklik 24-32°C araliginda degismektedir (Yoriik ve Yli-Mattila, 2019). Buna
ek olarak, konak bitkiler tizerinde ¢esitli tiir kompleksleri halinde bir arada kolonize olduklar1
bilinmektedir. Bu durum genusa bitki-patojen etkilesimi ve mikotoksin iiretimi agisindan biiyiik
cesitlilik saglamaktadir (Moretti, 2009).

Fusarium tiirlerinin tanimlanmasinda; morfolojik, biyolojik ve filogenik karakterler dikkate
alinmaktadir. Morfolojik siiflandirma temel olarak Fusarium tiirlerinin meydana getirdigi spor
tiirlerinin mikroskobik diizeyde incelemesine dayanmaktadir. Fusarium tiirleri makrokonid,
mikrokonid ve klamidospor olarak isimlendirilen ii¢ tip spor {tretmektedir (Sekil 2.6).
Makrokonid, sporodosyum adi verilen 6zel bir yap1 icerisinde ya da hava hiflerindeki
monofialidler ve polifialidler {izerinde iiretilmektedir. Mikrokonid, hava hiflerinde hem
monofialidler hem de polifialidlerde kiimeler ya da zincirler halinde yer alir, ancak
sporodosyumda {iiretilmemektedir. Yap1 ve boyutlar1 farkli olabilmektedir. Klamidosporlar,
uygun bir konake¢ir bulunamadigi kosullarda, o6rnegin kis aylarinda toprakta canliligin
stirdiirmesinde etkili olan, lipid benzeri materyal iceren, diizgiin veya piiriizlii kalin bir
duvardan olusan spor tipidir. Klamidosporlar; tekli, cift olarak, kiimeler veya zincirler halinde
bulunabilmektedir. Makrokonid seklindeki farkliliklar: tiirleri morfolojik olarak ayirt etmede
kullanilan en 6nemli 6zelliktir. Mikrokonid ve klamidosporlar da Fusarium tiir tayininde

kullanilan 6zellikler arasindadir (Moretti, 2009).

a) c)

Sekil 2.6: Fusarium spp. tarafindan tiretilen a) mikrokonid b) makrokonid c¢) klamidospor yapilari
(Nelson ve dig., 1994).
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Morfolojik kriterlerle tiir tayininin zahmetli ve zor olmasi, belirli gen bolgelerinin molekiiler
diizeyde ¢ogaltimina dayanan siniflandirma yontemlerinin kullaniminin yolunu agmistir (Barik
ve Tayung., 2012). Molekiiler tanida hedeflenen bdlgelerden biri translasyon elongasyon
faktori 1o (TEFla) genidir. Bu gen Okaryotik hiicrelerde translasyonda gorevli faktorii
kodladig i¢in esansiyel role sahiptir. Fusarium tiirlerinde ortolog kopyalar1 bulunan genin
yliksek seviyede sekans polimorfizmi gostermesi, bu genin tiir tanis1 ve filogenetik
iligkilendirme calismalarinda markir gen olarak kullanilmasini1 saglamistir (Geiser ve dig.,
2004; Barik ve Tayung., 2012). Ayrica mitokondride gorevli kiiciik altbirim rRNA geni ve
rRNA genleri arasindaki ayirici diziler (ing., internal transcribed spacer; ITS) de yiiksek genetik
cesitlilige sahip populasyonlarda genetik mesafeye bagl olarak tiir tanisinda kullanilmaktadir

(Nirmaladevi ve dig., 2016).

Cogu mantar tiirinde oldugu gibi F. graminearum da yasam siklusunun ¢ogunu anamorf
evrede, haploid olarak gecirmektedir. Gergeklestirilen detayli morfolojik ve molekiiler
arastirmalar, tiiriin bireylerinin, yiliksek varyasyona sahip izolatlarin olusturdugu tiir kompleksi
iiyeleri olduklarmi ortaya konmustur. Filogenetik agidan farkli ancak morfolojik olarak ayirt
edilemeyen tiir kompleksi iiyeleri, farkli agro-ekolojik bolgelerde bulunmakta ve farkli

kemotiplere sahip olabilmektedirler (Yoriik ve Yli-Mattila, 2019).

Konak c¢esitliligi agisindan daha genis yayilim alanma sahip patojen filogenetik olarak F.
graminearum tir kompleksi ile yakindan iliskilidir (Scherm ve dig., 2013). Bu tiiriin

bireylerinde tireme aseksiiel ve paraseksiiel olarak gergeklesir (Miedaner ve dig, 2008).

Giiniimiizde 57 Fusarium tiiriine ait genom dizi bilgisi NCBI veritabaninda kayit altina
alinmustir. Fusarium niiklear genomu yaklasik olarak 36-51 Mb boyutunda olup, % 47-51 GC
icerigine sahiptir. Organizmaya ait kromozom sayisi ise tiirler arasinda degiskenlik gostermekle
birlikte kromozom sayismin 4-20 araliginda oldugu gerceklestirilen karyotiplendirme
calismalartyla belirlenmistir (Waalwijk ve dig., 2018). F. graminearum’a ait genom projesi
2006 yilinda PH-1 ve GZ3639 suslart kullanilarak tamamlanmistir. Genomu 36,1 Mb
boyutunda olup 13 939 gen bdlgesine sahiptir ve % 48,33 GC icerigine sahiptir (Cuomo ve dig.,
2007; Yorik ve Yli-Mattila 2019).

F. culmorum tiriniin genomu Kuzey Polonya’da yetisen bugday basagndan saflagtirilan

izolattan dizilenmistir. Genom Kkiitliiphanesinin kurulmasi amaciyla rekombinant vektorler
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miselyumdan elde edilen gDNA fragmentlerinin dncelikle bakteri yapay kromozlarma (ing.,
bacterial artificial chromosome; BAC) baglanmasiyla olusturmuslardir. 250 b¢’lik fragmentler
yeni nesil dizileme sistemi (lllumina Miseq platformu- Illumina Inc., San Diego, CA) ile her
ucundan dizilenerek veri tabani kurulmustur. Genom projesi heniiz resmi olarak yayinlanmamis
olsa da ilk taslagi sunulmus durumdadir (Urban ve dig., 2016). F. culmorum FCUK99 referans
susuna ait 6zgiin gen bolgeleri, mikrosatellit markir bolgeleri, RNA polimeraz enzim genleri,
mikotoksin iiretiminde gorev alan enzimleri sifreleyen genleri ve patogenez ile iligkili gen
bolgelerine dair nukleotid dizi bilgileri ise veritabanlarinda kayit altma alinmistir. Elde edilen
bu sekanslar biyoinformatik araglarla F. graminearum PH-1 referans susuna ait dizilerle
hizalanarak karsilastirilmsiyla analizler gerceklestirilmektedir. (Cuomo ve dig., 2007; Y oriik

ve Yli- Mattila, 2019).

2.3 BITKILERDE Fusarium TEMELLI HASTALIKLAR VE HAYVANLAR
UZERINDEKI ETKISI

Bitkilerdeki Fusarium kaynakl hastaliklar hem patojenin hem de konak bitkinin tiiriine bagl
olmakla birlikte, bitkinin vejetatif ve generatif evreleri ile de iliskilidir (Moretti, 2009). F.
graminearum diinya ¢apinda Fusarium Basak Yanikligi (FBY), kok ve kok bogazi ¢iiriikligii
hastaliklarindan sorumlu olan en yaygm fitopatojen olmakla birlikte (Tunali ve dig., 2006; Yli-
Mattila, 2010) F. culmorum da aym hastaliklarin ortaya ¢ikmasindan sorumludur (Scherm ve
dig., 2013). Bu tiirlerin neden oldugu hastaliklar ciddi ekin kayiplariyla sonuglanmaktadir. EK
olarak ekinlerde mikotoksin birikimine sebep olduklarindan, gida ve yem iiretim zincirlerini de
kontamine etmektedirler. Gidalarin islenmesi agamalarina ve yiiksek sicakliga karsi olduk¢a
direncli olduklarindan mikotoksinler hayvan ve insan saglig1 i¢in de ciddi bir risk faktoriidiir
(Mugrabi de Kuppler ve dig. 2011). Mikotoksine uzun siireli maruziyet mikotoksikoz ile

sonu¢lanmaktadir (Pinson-Gadais ve dig., 2008).

Canlilarda mikotoksikoz olgularmin ortaya ¢ikmasindan sorumlu ¢ok sayida faktor bir araya
gelmelidir. Oncelikle patojenik izolat mikotoksin iiretmeli, mikotoksine duyarli konak bitki bu
etmenle enfekte olmalidir. Cevresel faktorler hastaligin gelismesine elverisli olmahidir. Patojen
hayvan veya insana zararl olan metabolit/leri tiretmelidir. Mikotoksine uzun siireli maruziyet
sonucu mikotoksikoza yol acacak miktarda sekonder metabolit birikimi olmalidir. Mikotoksin

iceren bitki materyali endotoksine hassas bir tiiketici tarafindan yeterli miktarda alimmalidir
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Diinya geneline bakildiginda tiim bu sartlarin bir araya gelerek olusturdugu mikotoksikoz

vakalar1 bildirilmistir (Nelson ve dig., 1994).

Gida kaynakli mikotoksin maruziyeti; cevresel faktorler, gida iiretimi kosullar1 ve insanlarin
sosyo-ekonomik durumlari ele alindiginda, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde halk sagligi igin
risk faktoridir. Mikotoksinlere ilk olarak gastro-intestinal epitel hiicreleri maruz kalmaktadir.
Bu maruziyet, dokulara ait savunma mekanizmalarinda degisimlere sebep olmaktadir. Epitel
dokunun biitiinligii, hiicre proliferasyonu, mukus tabakasi ve imiinoglobulin ile sitokinler gibi
immun sistem ile iligkili proteinlerin tiretiminde degisimler meydana gelmektedir. Devaminda
mikotoksinler epitel dokuyu gecerek dolagima katilabilmekte ve immun sistemi tetikleyecek ya

da baskilayacak tipte sonuglar dogurabilmektedir (Nelson ve dig., 1994).

Diinya genelinde ¢esitli hastaliklarin etmeni olan Fusarium tiirlerinin kemotiplendirilmesi ve
genotiplendirilmesi tizerinde ¢ok ¢esitli ¢alisilmalar yiiriitilmektedir (Yorik ve Yli-Mattila,
2019). Fusarium kaynakli epidemilerde iriin kaybi ve ekinlerin Kkalitesinde diisiis
yasanmaktadir. Bununla birlikte, hasat1 yapilan ekinlerde organizmanin enfekte ettigi bitkiler
iizerinde gerceklestirdigi normal metabolik aktivitesinin bir yan iiriinii olan mikotoksinlerle
kontaminasyon gozlenmektedir. Kontamine olmus bitkilerin gida ve yem tiretiminde kullanima,
insanlarda ve hayvanlarda mikotksikoz vakalarmin ortaya ¢ikmasma sebep olmaktadir. Gen
bolgesi hedeflenerek gerceklestirilen kemotiplendirme calismalarina ek olarak, son yillarda
hedefli genotip analizi ile de organizmanin mikotoksin iiretim ve cografik dagilim profillerinin
belirlenmesi hiz kazanmistir. 3-ADON kemotipinde oldugu belirlenmis bazi Fusarium
izolatlarmin ileri molekiiler analizlerle 3-ADON vyerine NX-2 kemotipinde oldugunun
saptanmasi, kemotiplendirme ¢alismalaria ek olarak hedefli genotip analizinin 6nemini ortaya
koymustur (Varga ve dig. 2015; Lofgren ve dig., 2017). Bununla birlikte, son yillarda
mikotoksin iiretim kapasitesinin molekiiler diizeyde belirlenmesi amaciyla genomda belli bir
bdlgenin analizinin hedeflendigi ¢caligmalar da bulunmaktadir (Bakan ve dig. 2002; Quarta ve
dig. 2005). Tiim bu ¢aligmalar Fusarium tiirlerine ait agro-ekolojik yayilim profillerini ortaya
koyarak, hastalik etmeni organizmanin ayrintili tanimlanmasina ve organizmaya yonelik

miicadele yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir.

Yiiksek lisans tez ¢alismasinda Tiirkiye ve Iran’in farkli bdlgelerinden izole edilmis arpa,
bugday ve musir bitkilerinde hastaliga yol acan Fusarium izolatlarinin alem ve tiir diizeyinde

tanimlanmasi, kemotip ve alt kemotip tayinlerinin molekiiler yaklagimlarla belirlenmesi ve
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hedefli genotip analizi ile hem heniiz dagilim1 hakkinda bilgi eksigi olan yeni bir mikotoksinin

taranmas1 hem de izolatlarin mikotoksin iiretim kapasitelerinin ortaya konmasi amaglanmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Fusarium iIZOLATLARI VE in vitro URETIMIi

Samsun Ondokuz Mayis Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Anabilim Dali’nda
iiretilip Istanbul Yeni Yiizy1l Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir
koleksiyonunda saklama altina alinan 30 adet Fusarium spp. izolat1 (Tablo 3.1.a) ile birlikte
Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir
koleksiyonunda yer alan 48 Fusarium spp. izolat1 (Tablo 3.1.b, c) tez ¢alismasmin
gerceklestirilmesinde mantar materyali olarak kullanildi. Fusarium izolatlari, Tiirkiye ve
Iran’m farkh bolgelerinde yetistirilen ve patojenle infekte olmus hasta arpa, bugday ve musir

bitkilerinden tek spor analizi ile saflastirilmislardir (Gerlach ve Nirenberg, 1982).

Tablo 3.1: Calismada kullanilan Fusarium izolatlar.

Kod Tiir Konak Bolge

a) 09-1 Fusarium spp. Bugday Cordiik-Kastamonu
09-2 Fusarium spp. Bugday Polatli-Ankara
10-2 Fusarium spp. Misir Bafra-Samsun
12-1 Fusarium spp. Bugday Kadinhani-Konya
14-1 Fusarium spp. Arpa Yildizeli-Sivas
14-2 Fusarium spp. Bugday Kavak-Samsun
14-3 Fusarium spp. Bugday Yozgat-Merkez
14-4 Fusarium spp. Bugday Pazar-Tokat
14-5 Fusarium spp. Bugday Amasya-Merkez
14-6 Fusarium spp. Bugday Pazar-Tokat
14-7 Fusarium spp. Bugday Amasya
14-8 Fusarium spp. Bugday Suluova-Amasya
14-9 Fusarium spp. Arpa Yildizeli-Sivas
15-1 Fusarium spp. Bugday Tekirdag
15-2 Fusarium spp. Bugday Hamidiye-Edirne
15-3 Fusarium spp. Arpa Tekirdag
15-4 Fusarium spp. Bugday Kesan-Edirne
17-5 Fusarium spp. Bugday Ovabagi-Samsun
17-6 Fusarium spp. Bugday Merzifon-Amasya
17-7 Fusarium spp. Bugday Merzifon-Amasya
17-8 Fusarium spp. Bugday Merzifon-Amasya
17-9 Fusarium spp. Bugday Ovabagi-Samsun
17-11 Fusarium spp. Bugday Ovabagi-Samsun
17-12 Fusarium spp. Bugday Ovabagi-Samsun
17-14 Fusarium spp. Bugday Ovabagi-Samsun
17-15 Fusarium spp. Bugday Ovabagi-Samsun
17-16 Fusarium spp. Bugday Ovabagi-Samsun
17-17 Fusarium spp. Bugday Ovabagi-Samsun
17-18 Fusarium spp. Bugday Boyabat-Samsun
17-19 Fusarium spp. Bugday Tekkekdy-Samsun

b) F1 F. culmorum Bugday Marmara
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Tablo 3.1 (devam): Calismada kullanilan Fusarium izolatlar1.

F2 F. culmorum Bugday Marmara
F3 F. culmorum Bugday Konya
F4 F. culmorum Bugday Marmara
F10 F. culmorum Bugday Bilecik
F12 F. culmorum Bugday Balikesir
F14 F. culmorum Bugday Bilecik
F16 F. culmorum Bugday Sarayonii-Konya
F17 F. culmorum Bugday Merkez-Konya
F19 F. culmorum Bugday Sarayonii-Konya
F20 F. culmorum Bugday Bilecik
F21 F. culmorum Bugday Banaz-Usak
F24 F. culmorum Bugday Cumra-Konya
8F F. culmorum Bugday Avyas-Ankara
10F F. culmorum Bugday Tekkekoy-Samsun
11F F. culmorum Bugday Akyazi-Corum
12F F. culmorum Bugday Gilimiigshacikoy-Amasya
13F F. culmorum Bugday Cumra-Konya
14F F. graminearum Bugday Kastamonu-Hacihamza
20F F. culmorum Arpa Afyon-Dinar
Sh7 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgSh14 F. graminearum Bugday Iran
FgSh15 F. graminearum Bugday Iran

c) FgM1 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgM3 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgM5 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgM6 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgM7 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgM9 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgM10 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
Fg4 F. graminearum Bugday Mazandaran
Fg5 F. graminearum Bugday Dashtenaz-Sari
Fgl18 F. graminearum Bugday Parsabad, Moghon
Fg56 F. graminearum Bugday Gorgan
Fg165 F. graminearum Bugday Kordkooy
Fg170 F. graminearum Bugday Gorgan
Fgl74 F. graminearum Bugday Gorgan
FgSh4 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgSh5 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgSh10 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgT2 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgT3 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgT7 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgT9 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgT10 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgT11 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgT12 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran
FgT16 F. graminearum Bugday Neka-Mazandaran

Uzun stireli saklamaya alinmis gliserol stoklarin canlandirilmasinda Sentetik Nutrient Agar

(SNA) besi ortamui kullanildi (Tablo 3.2). Kiiltiirler 25°C’de % 50 nem orani ile 16 saat
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giindiiz/8 saat gece dongilisinde 7 giin siire ile inkiibe edilerek {iretildi. Canlandirilan
izolatlardan alinan 6rnekler patates dekstroz agar (PDA) besi ortamina aktarildi (Tablo 3.2). Alt
kiiltiirler de ayn1 ortam kosullarinda (25°C’de % 50 nem orani ile 16/8 saat giindiiz/gece

dongiisii) 7 giin siire ile in vitro iretildi.

Tablo 3.2: Kullanilan besi ortamlari, bilesenleri ve miktarlari.

Besi Ortamm Bilesenler Miktarlar
KH2PO4 1g/l
KCI 0,59/
KNOs 1g/l

SNA (pH 5,6) MgS0,.7H,O 0,59/
Glukoz 0,2 g/l
Sukroz 0,2 g/l
Agar 20 g/l
Patates dekstroz oziitii 15 g/l

PDA (pH 5,6) Agar 20 g/l

3.2 GENOMIK DNA iZOLASYONU VE ANALIZI

Izolatlarm genomik DNA’lar1 (gDNA) yedi giinliik kiiltiirlerin miselyumlarindan, TNES (pH
7,5; Tris 50mM, NaCl 0,4M, EDTA 100mM (pH 8), SDS 0,5%) tamponu kullanilarak Doyle
ve Doyle (1987)’e gore izole edildi. Izolasyon i¢in kiiltiirlerden 50 mg yas agirhga sahip
miselyum ornegi siipiiriilerek toplandi. Fusarium 6rnegi porselen havana alinarak sivi azot ile
parcalandi. Par¢alama islemine 500 pul TNES tamponu eklenerek devam edildi. Homojen hale
getirilen ornekler 1,5 ml’lik mikrotiiplere toplandi. Mikrotiip i¢cindeki par¢alanmig 6rneklerin
iizerine 350 pl LiCl (8M) eklendi ve karistirildi. Homojenat tizerine 700 pul
kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendikten sonra 13000 rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi1 olusan faz ayriminda {iist sivi mikropipet ile toplanarak yeni bir mikrotiipe
aktarildi. Homojenat {lizerine 10 pul RNazA (10 mg/ml) eklendi. Her 5 dakikada bir ters yiiz
edilmek suretiyle karistirilan tiipler 65°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Esit hacimde
kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendikten sonra 13000 rpm’de 1 dakika siire ile santrifiij
gerceklestirildi. Santrifiij sonrast olusan faz ayriminda iist sivi yeni bir mikrotiipe aktarildi.
Mikrotiipe toplanan homojenatin iizerine 1/10 hacim NaOAc (3M) ve 2 hacim soguk etanol
eklendi ve tiipler -70°C’de 30 dakika bekletildi. Inkiibasyon sonunda 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapildiktan sonra st sivi uzaklastirilarak Ornekler kurumaya brrakildi. Kuruma

isleminin ardindan gDNA pelleti 50 pl destile su iginde ¢ozdiiriildii.
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gDNA’nin nitel ve nicel analizi elektroforetik ve spektral yontemler kullanilarak
gerceklestirildi. Elektroforez %1°lik hazirlanan agaroz jelde gerceklestirildi. Bu amagla tartilan
0,7g agaroz 70 ml 1X tris-asetik asit-EDTA (TAE) tamponunda (Tablo 3.3) ¢ozdiiriildii. Jele
fragmentlerin UV 1s1k altinda goriintiilenebilmesi i¢in etidyum bromiir (10 mg/ml) eklendi.
gDNA ornekleri yiikleme tamponuyla (Tablo 3.3) kuyulara ¢oktiiriildii. Elektroforetik analiz
icin molekiil agirligi bilinen fragmentleri igeren standart DNA Ornekleri (Lambda
DNA/Hindlll; Thermo Scientific, SM0101, ABD) de jele yiiklendi. Elektroforez 70 V ve 120
A sabit giicte gerceklestirildi. gDNA miktari, boyutu ve saflig1 jelde ayrilan standart DNA
fragmentleri ile translimunatér UV 151k altinda karsilastirilarak kontrol edildi. Son olarak jel

goriintiilerinin fotograflar1 Avegene, X-lite 2000 kullanilarak ¢ekildi.

Tablo 3.3: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlara ait bilesenler ve derigimler.

Tampon Bilesenler Derisim

Tris-Asetik Asit-EDTA | L1is bazt "o

Glasiyal asetik asit 1M
(TAE) Tamponu (50X) EDTA (pH 8.0) 0,05 M

Tris-HCI (pH 7.6) 10 mM
Bromophenol Blue %0,03
Yiikleme Tamponu (6X) | Xylene Cyanol FF %0,03
Glycerol %60

EDTA 60 mM

gDNA’nin nicel analizi spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarindaki UV 15181 emme
degerleri ol¢iilerek gergeklestirildi. gDNA miktarlari; DNA(pg/ml) = A260 x sulandirim orani
x OD formiiliine (OD: Optik yogunluk) gore hesaplandi (¢ift iplikli DNA molekiili i¢in 1 OD
degeri 50 pg/ml’ye karsilik gelir). DNA saflik kontrolii i¢in 260 ve 280 nm dalga boylarmdaki
absorbans degerleri oranlandi (A2e0/A2g0) Ve 1,8-2,0 araligindaki degerlere sahip gDNA’larin
¢ogaltima uygun saflikta oldugu kabul edildi (Maniatis ve dig., 1982).

3.3 GENOTIPLENDIiRME VE MOLEKULER KEMOTIPLENDIRME
3.3.1 Genotiplendirme

[zolatlarin alem tanis1 igin 28S ribozomal DNA (rDNA) bdlgesi, tiir diizeyinde tanisi igin
translasyon elongasyon faktor 1o (TEFI o) bolgesi (Roger ve dig., 1999), tiir tayini i¢in de tiire
0zglin SCAR markirlarina ait hedef bolgeler (Schilling ve dig., 1996) polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi. PZR analizi her bir primer ¢ifti (Tablo 3.4) i¢cin Tablo 3.5’de

verilen reaksiyon bilesenlerinin belirtilen sira ve final derisimlerde bir araya getirilerek toplam
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25 pl hacimde gerceklestirildi. Bilesenlerinden dNTP’nin final konsanstrasyonu 28S rDNA i¢in
UNIF/R primer ¢ifti i¢cin 0,1mM, TEF1a i¢in EF1/2 primer ¢ifti i¢in 0,2mM ve UBC85F/R ile
OPTI18F/R primer ¢iftleri i¢in 0,25mM olacak sekilde kullanildi. Negatif kontrol i¢in tiipler
kalip DNA yerine ayn1 miktarda iki kere saflastirilmis su ile hazirlandi. PZR analizlerinin timii
her bir primer ¢ifti i¢in iki tekrarli olarak gergeklestirildi. Primer baglanma sicakliklar1 her gen

icin her iki tiirde de optimize edildi.

Tablo 3.4: Alem ve tiir tanisinda kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Hedef Gen Primer Niikleotid Dizisi (5'>3") UB (b¢) BS (°C)
o N COAICMIMCCOCATMAE o) o
e L ACCOMCOROANO oy
SR i B [CACSOTTGATCCCAGA, 5,
sk kOB [GATGCCACACCAGACEME—

Uriin boyutu: UB; Baglanma Sicaklig1: BS

Tablo 3.5: Alem ve tiir tanis1 PZR bilesenleri ve final derisimleri.

Bilesenler Final derisimi
ddH,0 -

Reaksiyon tamponu 1X

MgCl; 1,5mM

dNTP Degisken*
fleri primer 10pmol

Geri primer 10pmol

DNA 50ng

Taq DNA polimeraz U

* Tlgili gen bolgeleri igin 0,1, 0,2 ve 0,25 mM kullamldi (bkz. 3.3.1).

Hedeflenen gen bdlgelerinin izolatlarin gDNA’larindan ¢ogaltimi Tablo 3.6°da verilen kosullar

uygulanarak gerceklestirildi.

Tablo 3.6: Alem ve tiir tanis1 PZR kosullar1 ve dongii sayisi.

Reaksiyon Basamagi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On denatiirasyon 94 5 1
Denatiirasyon 94 i:: 35

Primer baglanma Degisken* ek

Uzama 72

Final uzama 72 5' 1

* Her primer i¢in baglanma sicakligi Tablo 3.6’da verildi.
**TEF 1o gen bolgesinin ¢ogaltiminda denatiirasyon, primer baglanma ve uzama siireleri
sirastyla 30", 30", 1' olarak uygulandi.
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Cogaltim triinleri agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi. Elektroforez yontemi Boliim 3.2°de
verildigi sekilde gergeklestirildi. Fragmentlerin degerlendirilmesinde “GeneRuler 100 bp DNA
ladder” (Thermo Scientific, SM0241, ABD) DNA standardi olarak jele ytiklendi.

3.3.1.1 Cogaltum Uriinlerinin Saflastirilmasi ve Niikleotid Dizi Bilgisi Analizi

25 ul hacimde PZR ile ¢ogaltilan niikleotid dizilimi belirlenecek 6rnekler ticari PZR iirtinii
saflastirma kiti (Plus PCR Clean-Up Kit, GeneMark) ile saflastirildi. Bu baglamda PZR {iriinleri
yeni mikrotiiplere alind1 ve tizerinde ii¢ hacim Baglama Soliisyonu eklenerek karistirildi. Spin
Kolonu ile toplama tiipii bir araya getirilerek mikrotiipte bulunan soliisyon kolona aktarildi ve
13000 rpm’de 1 dakika santrifiij gergeklestirilerek iist sivi uzaklastirildi. Yeni bir toplama
tiipine alinan spin kolonuna 700 pl Yikama Soliisyonu eklenerek 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiij gerceklestirildi. Ust siv1 uzaklastirilarak spin kolonu yeni bir toplama tiipiine alind1 ve
100 ul Eliisyon Soliisyonu eklenerek 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Maksimum hizda
2 dakika stireyle santrifiij gerceklestirilerek saf PZR {iriinleri elde edildi.

Saflagtirilmis ¢ogaltim tiriinlerinin nukleotid dizilim bilgisi hizmet alim1 ile Sanger metoduna
gore belirlendi. Dizileme isleminde g¢ogaltim i¢in hedef bolgeye 6zgiin olarak tasarlanan
oligonukleotid primerler kullanildi. Tek yonlii olarak gerceklestirilen dizileme sonucunda gen
bolgelerine ait ileri dizi bilgisi FASTA formati halinde “Chromas Lite” programi kullanilarak
elde edildi. FASTA formatindaki dizi bilgisi NCBI (National Center for Biotechnology of
Information) veri tabaninda ¢evrimigi olarak kullanilan hizalama arama aracinda (BLASTn)?
veri giris penceresine yapistirildi. Organizma olarak Fusarium genusu segilerek gogaltimi

saglanan TEFla gen bdlgesinin hangi tiire ait oldugu hizalama ile belirlendi.
3.3.2 Molekiiler Kemotiplendirme
3.3.2.1 DON ve NIV Tanist

Temel kemotip tayini Tri5 gen kiimesinde yer alan tri7 gen bolgesinin Tri7F/Tri7R ve
Tri7FgC/Tri7R primer ¢iftleri; tril3 gen bolgesinin ise Tril3F/Tril3DONR ve Tril3F/Tril3R
primer ciftleri ile ¢ogaltimina dayali olarak gergeklestirildi (Tablo 3.7).

2 https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tablo 3.7: DON ve NIV tanisinda kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Gen  Primer Niikleotid Dizisi (5'>3') UB (b¢) BS (°C)

tri7 Tri7F TGCGTGGCAATATCTTCTTCTA 458-535* 60
Tri7R TGTGGAAGCCGCAGA 436**

tri7 Tri7FgC CGCCAATGCCGAGC 349-426* 62
Tri7R TGTGGAAGCCGCAGA 327**

ti13 Tr? 13F CATCATGAGACTTGTKCRAGTTTGGG 282 55
Tril3DONR | GCTAGATCGATTGTTGCATTGAG

ti13 Tr? 13F CATCATGAGACTTGTKCRAGTTTGGG ~ 799* 55
Tril3R TTGAAAGCTCCAATGTCGTG 1075**

Uriin boyutu: UB; Baglanma Sicakligi: BS; *DON, **NIV igin kullamld.

tri7 ve tril3 geni ¢ogaltimi i¢in kullanilan PZR bilesenleri ve final derisimleri Tablo 3.8’de

verildi.

Tablo 3.8: DON ve NIV tanis1 PZR bilesenleri ve final derigimleri.

Bilesenler Final derisimi
ddH,0 -

Reaksiyon tamponu 1X

MgCl, 2mM*

dNTP 0,4mM**

fleri primer 5pmol***
Geri primer 5pmol****
DNA 50ng

Taq DNA polimeraz U

tril3 geni i¢in; *1,5 mM,**0,25 mM, ***10 pmol/ul, ****10 pmol/pl kullanild1.

Cogaltim i¢cin kullanilan sicaklik degerleri ve siireleri ise Tablo 3.9’daki gibi uygulandi.

Cogaltim {irtinlerinin elektroforetik analizi Boliim 3.3.1°deki gibi gergeklestirildi.

Tablo 3.9: DON ve NIV tanis1 PZR kosullar1 ve dongii sayisi.

Reaksiyon Basamagi  Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 28** 35

Primer baglanma Degisken* 30"

Uzama 72

Final uzama 72 107> 1

*Bkz. Tablo 3.7; tri13 geni igin; **45" ve ***5' kullanildi.
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3.3.2.2 Alt Kemotip (3-ADON ve 15-ADON) Tanist

DON kemotipindeki izolatlarin alt kemotiplendirilmesinde 3-ADON alt kemotipi tri3 geninin
cogaltimmi hedefleyen Tri303F/R oligonukleotid primer ¢iftinin (Tablo 3.10); 15-ADON alt
kemotipi tri3 geninin c¢ogaltimmi hedefleyen Tri315F/R primer ¢iftinin (Tablo 3.10)
kullanildig1 PZR ile ortaya kondu.

Tablo 3.10: 3-ADON ve 15-ADON tanisinda kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Gen  Primer _ Niikleotid Dizisi (5'>3') UB (bg) BS (°C)

tri3 Tri303F | GATGGCCGCAAGTGGA 583 58
Tri303R | GCCGGACTGCCCTATTG

i3 Tri315F | CTCGCTGAAGTTGGACGTAA 863 55
Tri315R | GTCTATGCTCTCAACGGACAAC

Uriin boyutu: UB; Baglanma Sicakligi: BS

Bilesenler Tablo 3.11°de verilen final derisimlerde bir araya getirildi ve cogaltim Tablo
3.12°deki (Tri303F/R primer ¢iftine ait degerler) kosullarda saglandi. Cogaltim {iriinlerinin
elektroforetik analizi Boliim 3.3.1°deki gibi gergeklestirildi.

Tablo 3.11: 3-ADON ve 15-ADON tanis1 PZR bilesenleri ve final derisimleri.

Bilesenler Final derisimi
ddH,0O -

Reaksiyon tamponu 1X

MgCl; 1,5mM

dNTP 0,25mM

fleri primer 10pmol

Geri primer 10pmol

DNA 25ng

Taq DNA polimeraz U

Tablo 3.12: 3-ADON ve 15-ADON tanis1 PZR kosullar1 ve dongii sayisi.

Reaksiyon Basamagi Sicaklik (°C) Siire Dongii Sayisi
On denatiirasyon 94 2 1
Denatiirasyon 94 28 35

Primer baglanma 58** 45k

Uzama 72

Final uzama 72 10 1

Tri315F/Tri315R primer ¢ifti i¢in *6n denatiirasyon siiresi 5'; **baglanma
sicaklig 55°C; *** uzama stiresi 1' kullanildi.
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3.3.3 Hedefli Genotip Analizi ile NX-2 Tanisi

Izolatlarin A tipi trikotesen ailesinden NX-2 mikotoksinini {iretme potansiyeli temel alinarak
kemotip tayini ¢ogaltimi yapilan tril gen bolgesinin restriksiyon endonukleazlar1 (RE) ile
kesimi ile tarandi. tril gen bolgesinin ¢ogaltimi Tri-1F/Tri-1R primer ¢ifti (Tablo 3.13) ile
gerceklestirildi. PZR bilesenleri Tablo 3.14’°te verilen final derisimlerde bir araya getirildi ve
cogaltim Tablo 3.15’te verilen kosullarda gerceklestirildi.

3.3.3.1. Oligonukleotid Primer Tasarimi ve Hedef Gen Bolgesinin Cogaltimi

tril gen bolgesinin ¢ogaltimmin saglanmasi i¢in 6zgiin primer ¢ifti ilk defa bu ¢alismada
tasarlandi. Bu amagla 6ncelikle F. graminearum referans genomunda yer alan tril gen dizisi
NCBI veri tabanindan elde edildi. Gen bdlgesine ait kodlama dizisinin tiimiine (complete cds)
ait dizi bilgisi FASTA formatinda “Primer3”® programmna girildi. Primer ¢iftine ait GC bazlar1
icin en fazla % 50 orani, boyutlarin yaklasik 20 baz olmasi, her iki oligonukleotidin erime
noktasi (Tm) sicaklik araliklarinin uyumlu olmasi (yaklasik 55-60°C) kriterlerine dikkat edildi.
Primer ¢iftlerinin hairpin, heterodimer ve homodimer olusturma olasiliklar1 “Oligo Analyzer”*
ile test edildi ve AG degeri -6 kcal/mol ile +2 kcal/mol araliginda olanlar se¢ildi. Fusarium

izolatlarinin NX-2 iiretme potansiyelini dolayli olarak belirlemede, tril geni ¢ogaltimi igin

tasarlanan primer cifti (TrilF/TrilR) ve 6zellikleri Tablo 3.13’te verildi.

Tablo 3.13: tril gen bolgesinin ¢ogaltiminda kullanilan 6zgiin primer ¢ifti ve dzellikleri.
Gen Primer Niikleotid Dizisi (5'=>3") UB (b¢) BS (°C)

THlF | ATGGCTCTCATCACCAG

_ TrilR | CAATTCCAATCGCAGACAA 1740 53

Ml TH1-AF | CTCATCACCAGTTTGCAGGA 61 5
TH1-AR | GTTTGCGACCTCGAGACTGT

Uriin boyutu: UB; Baglanma Sicakligi: BS

Cogaltim icin bilesenler final derisimleri Tablo 3.14’te verildigi sekilde bir araya getirildi ve
reaksiyon kosullar1 Tablo 3.15’e gore uygulandi. Cogaltim iiriinlerinin elektroforetik analizi

Boliim 3.3.1°deki gibi gerceklestirildi.

3 http://biocinfo.ut.ee/primer3/
4 https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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Tablo 3.14: tril gen bolgesi PZR bilesenleri ve final derigimleri.

Bilesenler Final derisimi
ddHO -

Reaksiyon tamponu 1X

MgCl, 2mM

dNTP 0.2mM*

fleri primer 10pmol

Geri primer 10pmol

DNA 50ng

Tag DNA polimeraz 1U

TrilF/R primer ¢ifti i¢in *0,4 mM olarak kullanild:

Tablo 3.15: tril gen bolgesi PZR kosullar1 ve dongii sayisi.

Reaksiyon Basamag1  Sicakhk (°C) Siire Diéngii Sayisi
On denatiirasyon 94 2' 1
Denatiirasyon 94 jg:: 35

Primer baglanma 58* 15

Uzama 72 '

Final uzama 72 2 1

TrilF/R primer ¢ifti i¢in *baglanma sicakligi 53°C
3.3.3.2 Cogaltim Uriinlerinin Restriksiyon Endoniikleazlary ile Kesimi

tril gen bolgesine ait ¢gogaltim tiriinleri Apol enzimi ile kesildi. Kesim reaksiyonu toplam 10 ul
hacimde; 2 pl amplikon, 1 ul NEB tamponu ve 0,2 ul Apol (5U/ ul) igerecek sekilde bir araya
getirilen bilesenlerin 50°C’ de, 90' tutulmasi ile gergeklestirildi. Tiiplerde enzim inaktivasyonu
80°C’de 5' inkiibasyonla saglandi. Kesim iiriinlerinin elektroforetik analizi Boliim 3.3.1°deki

gibi gerceklestirildi
3.3.3.3 Cogaltim Uriinlerinin Dizi analizi

PZR analizi ile ¢ogaltimi gergeklestirilen tril geninin dizi analizi bolim 3.3.1.2°de
detaylandirildign sekilde gergeklestirildi. NCBI-BLASTn ¢evrimigi aracinda Fusarium
genusuna ait tril gen bolgesinin veri tabaninda bulunan dizi bilgisi ile dizi analizi
gerceklestirilen Orneklerin hizalamasi saglanarak polimorfizm profilleri belirlendi ve

‘Restriction Mapper’ ¢evrimig¢i biyoinformatik araci kullanilarak RE kesim bolgesi tarand.
3.3.4 DON Kemotipindeki izolatlarin Uretim Kapasitelerinin Belirlenmesi

B tipi trikotesen iireten izolatlarin {iretim kapasiteleri tri5 ile tri6 genleri arasinda yer alan

intergenik bdlgenin PZR c¢ogaltimi araciligiyla az ya da ¢ok iiretici olanlarin molekiiler diizeyde
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belirlenerek ortaya kondu. Az ve ¢ok iiretici tayini Bakan ve dig. (2002) tarafindan gelistirilen
sirasiyla 4056/3551 ve N1-2/N1-2R primer ciftleri kullanilarak gergeklestirildi. Primerler ve
ozellikleri Tablo 3.16’da verilmektedir.

Tablo 3.16: tri5-tri6 intergenik bolgenin ¢ogaltiminda kullanilan 6zgiin primerler ve 6zellikleri.

Hedef _ Primer __ Nikleotid Dizisi 33) ___ UB(bg) _BS Q)
4056 | ATCCCTCAAAAACTGCCGCT

vicaig 3951 | ACTTTCCCACCGAGTATTTC % 3
NI-2 | CTTGTTAAGCTAAGCGTTTT -
NI-2R_| AACCCCTTTCCTATGTGTTA

Uriin boyutu: UB; Baglanma Sicakligi: BS

Cogaltim i¢in bir araya getirilen bilesenler final derigimleri ile birlikte Tablo 3.17°de verildi.
Reaksiyon kosullar1 ise Tablo 3.6’ya gore uygulandi (primer baglanma sicakligi i¢in bkz. Tablo
3.13). Cogaltim iiriinlerinin elektroforetik analizi Boliim 3.3.1°deki gibi gerceklestirildi.

Tablo 3.17: tri5-tri6 intergenik bolgesi PZR bilesenleri ve final derisimleri.

Bilesenler Final derisimi
ddH,0 -

Reaksiyon tamponu 1X

MgCl; 2,5mM

dNTP 0.1mM

fleri primer 10pmol

Geri primer 10pmol

DNA 50ng

Taq DNA polimeraz U
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4. BULGULAR

4.1 Fusarium iZOLATLARINDA COGALTIM

Morfolojik gozlemlerle 35’1 F.culmorum, 18’1 F. graminearum olarak belirlenmis, gliserol stok
halinde saklanan toplamda 53 adet Fusarium izolati SNA besi ortaminda 7 giin boyunca

canlandirildi ve PDA besi ortaminda 7 giinliik inkiibasyon sonucunda etkin olarak ¢ogaltildi

(Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Baz1 Fusarium izolatlarinin PDA besi ortamindaki 7 giinkik in vitro kiiltiirleri. Bar: 3cm.

4.2 MOLEKULER TANI iLE iLGiLi BULGULAR

53 Fusarium izolatindan izole edilen gDNA’larin spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda
gergeklestirilen dlgtimleri sonucunda miktarlar1 70-120 ng/ul olarak hesaplandi. gDNA’larin
saflik diizeylerini gosteren OD260/OD2go oranlarinin da 1,7-1,9 deger araliginda oldugu
belirlendi. Izole edilen gDNA’larin biitiinliigiiniin korundugu, gDNA’larm PZR analizinde
kullanilabilecek kalitede oldugu %1°lik agaroz jel elektroforezi ile saptandi (Sekil 4.2).

- AN N +H4 —+H N MO < 0 O I~ —
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bg

Sekil 4.2: Baz1 Fusarium izolatlarina ait gDNA izolasyonunun agaroz jel elektroforezi goriintiisii. M:
A+Hind3 (Thermo Scientific, SM0101, ABD).
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4.2.1 Alem Diizeyinde Tan1 Bulgulan

UNIF/R primer ¢iftinin kullanildigt PZR’de Tablo 3.1a’da verilen tiim izolatlardan 620 bg
boyutundaki 28S rRNA bolgesi ¢ogaltilarak toplanda 30 Ornegin alem diizeyindeki tanilari
gerceklestirildi (Sekil 4.3). Tablo 3.1.b’de yer alan ve ilk kez Yorik ve Albayrak (2012)

tarafindan alem tanilar1 gergeklestirilen izolatlarin da tanilar1 kontrol edildi.

— N < v O >~ 00 &
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Sekil 4.3: Fusarium izolatlarindan UNIF/R primerlerinin kullanildigi PZR ¢ogaltimindan elde edilen
28S rRNA bolgesine ait 620 bg boyutlu fragmentlerin agaroz jel elektroforezi goriintiisi. M: 1 kB
(Thermo Scientific, SM0311, ABD), NK: Negatif kontrol.

4.2.2 SCAR Markirlan ile Tiir Diizeyinde Tam1 Bulgulan

SCAR markirlarmin ¢ogaltimi temeline dayali tiir tayini analizinde, OPT18F/R primerleri ile
10 izolatta elde edilen 472 bg¢’lik ¢ogaltim iiriinii bu izolatlarin F. culmorum tiiriine ait bireyler
olduklarmi ortaya koydu (Sekil 4.4.a). Benzer sekilde 6 izolatin F. graminearum tiirii bireyleri
oldugu UBCS85F/R primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 332 b¢’lik fragment ile belirlendi (Sekil 4.4.b).

Morfolojik olarak 6’s1 F. culmorum (09-1, 14-2, 14-8, 15-2, 15-4 ve 17-5 kodlu izolatlar) ve 8’1
F. graminearum (10-2, 14-4, 14-5, 17-12, 17-15, 17-17, 17-18 ve 17-19 kodlu izolatlar) olarak
tanimlanan 14 izolatta SCAR markirlarma ait fragmentler ¢ogaltilamadi (Bkz. Tablo 4.1).
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Sekil 4.4: Fusarium izolatlarinda 6zgiin SCAR markirlarinin tarandigi PZR analizlerinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii a) F. culmorum izolatlarindan OPT18F/R primerleri ile ¢ogaltilan 472 bg
boyutlu fragmentler b) F. graminearum izolatlarindan UBC85F/R primerleri ile ¢ogaltilan 332 bg
boyutlu fragmentler. M: 100 bp (Thermo Scientific, SM0241, ABD), NK: Negatif kontrol.

4.2.3 TEF1a Cogaltimi ile Tiir Diizeyinde Tam Bulgular
SCAR markirina ait ¢ogaltim tiriinii elde edilemeyen morfolojik olarak 6’s1 F. culmorum ve 8’1

F. graminearum olarak tanimlanmis 14 izolatta TEFlo geni 6zgiin EF1/2 primerleri ile

cogaltild1 ve 700 bg boyutlu fragmentler agaroz jel elektroforezinde gézlendi (Sekil 4.5).

X
= zZ

bg

Sekil 4.5: Fusarium izolatlarinda PZR ile ¢ogaltilan ve agaroz jel elektroforezinde goriintiilenen 700 bg
boyutlu TEFI1a gen fragmentleri. M: 1 kb (Thermo Scientific,SM0241, ABD), NK: Negatif
kontrol.

TEFIo genine ait cogaltim triinleri saflagtirma isleminin ardindan “Sanger” yontemine gére
tek yonlii dizilendikten sonra gergeklestirilen hizalama analizleri; morfolojik kriterlere gore F.
culmorum olarak tanimlanan alt1 izolatin F. proliferatum referans sekanslari ile %98,80-99,55
oraninda ve F. graminearum olarak tanimlanan sekiz izolattan yedisinin %97,60-99,39
oraninda F. proliferatum ve birinin %99,55 oraninda F. oxysporum ile yakin iliskili oldugunu
ortaya koydu (Tablo 4.1). izolatlara ait coklu hizalama nukleotid dizi bilgileri ile F.
proliferatum olarak belirlenen izolatlar i¢in Ek 1°de, F. oxysporum olarak belirlenen izolat i¢in

ise Ek 2°de hizalama analizleri verildi.
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Tablo 4.1: F. culmorum ve F. graminearum olarak tanimlanmis izolatlarin TEF/a geninin nukleotid
hizalamalarina ait veriler (tiim izolatlar i¢in E degeri: 0,0).

Kod Tiir Tam SK (%) | BY (%)
09-1 F. proliferatum 88 99,55
14-2 F. proliferatum 88 98,96
14-8 E. culmorum F. proliferatum 98 98,80
15-2 ' F. proliferatum 97 98,81
15-4 F. proliferatum 88 99,40
17-5 F. proliferatum 86 99,39
10-2 F. proliferatum 96 97,60
14-4 F. proliferatum 95 98,79
14-5 F. proliferatum 86 99,09
17-12 F. graminearum F. proliferatum 98 97,94
17-15 ' F. proliferatum 95 98,35
17-17 F. proliferatum 98 98,83
17-18 F. proliferatum 95 99,39
17-19 F. oxysporum 95 99,55

SK: Sorgu kapsami; BY: Benzerlik yiizdesi.

4.3 MOLEKULER KEMOTIP VE ALT KEMOTIP ANALiZ BULGULARI
4.3.1 DON ve NIV Kemotipi Bulgulan

Yeni Yiizy1l Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (Tablo 3.1.a) saglanan izolatlarm molekiiler
kemotip analizlerinde tri7 gen bolgesi PZR araciligiyla Tri7F/R ve Tri7FgC/Tri7R primer
ciftleri kullanilarak ¢ogaltilamadi. Bu nedenle kemotip tayini tril3 gen bolgesinin ¢ogaltimi ile
gergeklestirildi. Tril3F/Tril3DONR primer ¢ifti ile 10 izolattan (09-1, 14-2, 14-6, 14-7, 15-1,
15-2, 15-4, 17-11, 17-14, 17-16) elde edilen 282 b¢’lik ¢ogaltim iiriinleri izolatlarm DON
kemotipine sahip olduklarini ortaya koydu. Agaroz jel elektroforezinde silik bant veren dort
izolatin (09-1, 14-6, 15-2, 15-4) gDNA’lar1 Tril3F/R primer ¢ifti ile 799 bg’lik cogaltim
iirlinlerini verdigi i¢in bu izolatlarin DON kemotipi dogruland1. Bes izolatta (14-1, 14-9, 17-5,
17-16 ve 17-17) bu primer ¢ifti ile ¢ogaltilan 1075 b¢’lik gogaltim iriinii izolatlarmm NIV
kemotipinde olduklarni ortaya koydu (Ek 3).

4.3.2 3-ADON ve 15-ADON Alt Kemotipi Bulgular

Molekiiler alt kemotip analizlerinde tri3 gen bolgesinin ¢ogaltimi hedeflenerek 3-ADON ve 15-
ADON alt kemotipleri belirlendi. 15 izolattan Tri303F/R primer ¢ifti ile elde edilen 583 bg¢’lik
cogaltim iirlinii bu izolatlarm 3-ADON alt kemotipine sahip olduklarini ortaya koydu. 18
izolatin gDNA’larindan bu bdlgenin ¢ogaltimi saglanamadi (Ek 3). Bu 18 izolatin 15-ADON
alt kemotip tayini Tri315F/R primer ¢ifti ile gerceklestirilen PZR ile arastirildi. Sadece ii¢


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
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izolatin (14-6, 14-7, 17-16) gDNA’larindan 863 bg’lik fragmentler elde edilerek 15-ADON alt
kemotipinde olduklari ortaya kondu (Sekil 4.6).

Sekil 4.6: 15-ADON kemotip tayini i¢in Tri315F/R primerleri ile gerceklestirilen g¢ogaltim
reaksiyonundan elde edilen 863 bg¢ boyutlu fragmentler. M: 100 bp (Thermo Scientific, SM0241,
ABD), NK: Negatif kontrol.

4.4 HEDEFLI GENOTIPLENDIRME BULGULARI
4.4.1 NX-2 Bulgulan

Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu’ndan kullanilan 30 izolatm (Tablo 3.1.a)
tril cogaltimi oncelikle 1740 bg¢’lik ¢ogaltim iiriinii veren TrilF/R primer ¢ifti ile denendi. Bu
oligonukleotidler ile izolatlarda PZR optimizasyonunun saglanamamasi, ayni gen iizerinde yeni
bir ¢ogaltim bdlgesini hedefleyen primer ciftinin tasarlanmasi ve PZR analizinin bu primerler

ile gergeklestirilmesiyle sonuglandi.

Istanbul Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu’na ait 3-ADON kemotipinde oldugu Yoriik ve
Albayrak (2012) tarafindan belirlenmis 23 izolatta (Tablo 3.1.b) PZR analizi tril gen bolgesinin
cogaltimini hedefleyen Tril-AF/R primer ¢ifti ile gergeklestirildi. Cogaltimi hedeflenen 821
be’lik fragment sadece 14F izolatindan elde edildi. Diger 22 6rnekte ¢ogaltim saglanamadi. 14F
izolatindan elde edilen ¢ogaltim {iriiniiniin Apol RE ile kesiminde NX-2 kemotipi i¢in
hedeflenen 346 bg¢ ve 475 bg’lik iki fragment yerine agaroz jelde kesilmemis tam boydaki

cogaltim iirlinii gézlendi.

Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu izolatlarinin (Tablo 3.1.a) TrilF/R
primer ¢ifti ile tril gen bolgesi 29 izolatta hedeflenen 821 bg’lik fragment halinde ¢ogaltildi
(Sekil 4.7). Bu primer ¢ifti 17-8 kodlu izolatta ¢ogaltimi saglamadi. 16 izolattan (09-2, 14-1,
14-2, 14-6, 14-7, 14-9, 15-1, 15-2, 15-3,17-9, 17-11, 17-14, 17-15, 17-16, 17-17 ve 17-19) elde

edilen yliksek miktardaki cogaltim tirlinleri Apol RE ile kesime birakildiginda kesim reaksiyonu
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gerceklesmedi. NX-2 kemotipinin belirlenmesi i¢in beklenen 346 bg ve 475 bg’lik iki fragment

agaroz jelde gozlenmedi.

<t O O
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Sekil 4.7: tril gen bolgesinin ¢ogaltimi igin Tril-AF/R primerleri ile gergeklestirilen ¢ogaltim
reaksiyonundan elde edilen 821 bg boyutlu fragmentler. M: 100 bp (Thermo Scientific, SM0241,
ABD), NK: Negatif kontrol.

RE kesimi temelli NX-2 tayini gergeklestirilememesi tizerine 12 izolatin (09-2, 14-6, 14-7, 15-
1, 15-1, 15-2, 15-3, 17-9, 17-11, 17-14, 17-16 ve 17-19) tril genine ait ¢ogaltim {irtinleri
saflastirilarak “Sanger” yontemine gore dizilendi. Dizi analizlerinin biyoinformatik araglarla
gerceklestirilen Apol kesim noktasi taramasinda 17-11 izolatma ait tril ¢ogaltim fragmentinin

437. noktasinda hedeflenen kesim noktasi saptandi (Sekil 4.7).
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17-11 digest
Enzymes: Apol
= 5 3 ¥
Length Enzyme  Base  Enzyme Base Sequence

437 none 1 Apol 437 GGCTCGACAT GCTGGCATATTTIGTTIGCCT
TICTCGTCGT AGTATCCGTC

GTACGAAGAG AAGCTGGCCC CGCAACCCAG
CGCATACTTG CTCAACCCCA

GACGCTGGTACGAGTTTACC GATGCTCGTG
CAGTCTCAGA AGTCCTICAC

ACCACCCGCC AAACCCTCGA AGAATGGTIC
CACAAGCACC CAACAACCCC

TGTCCGCCTG ACAACCGATT TCGGTGAAAT
GACCTTITIG CCTCCCACTC

TGGCCGATGA AATCAAGAGC GATAAGCGCC
TCAGCTTCAT CAAGGCAGCT

AACGATTCGG TATGTGGAAC AATCAAGAGC
GATAAGCGCC TCAGCTTCAT

CAAGGCAGCT AACGATTCGG TATGTGGAAC
TIGTTGAATA AATGACTGGT

CCATATAGCT AAACAACCAATAGGCCTTCC ACACTGA

415 Apol 438 fione 85

[

AATTIGTTGA ATAAATGACT GGTCCATATA
GCTAAACAAC CAATAGGCCT

TCCACACTGA AATCCCCGGT TTIGAGCCTT
TCCGCGAGGG CGGAAGAAAT

GAGGCAGCAC TGATCAAGGAGGTTATICAC
GGTCAATTAA AGAAAACTCT

GAGTAAGCCG GCAAACCCCG TCCAGATTAT
AACATGCCAT GTCGATGCTA

ATTGTTTTGT TAAGACAAAA TGACCTTTCC
ATTGGGTCAA GAAACCCAGC

TGGCTGTIGAACACTACCTC GGTGCTAACA
AGGGTAAGGACCATCGCGAC

ACGTIGTIGACTTAAGCTGATIGTCTATAG
AATGGCACAA GATTCGACTC

AGGGACGCCC TGCTACCCCC GGACACTAGA
ATCTCAACAC GTATCCTTTT

TGGTGGGGTT GAAGG

Sekil 4.8: Restriksiyon haritalama programu ile belirlenen, 17-11 izolatinin tril geni igerisinde yer alan
Apol RE kesim bolgesi.
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Ek olarak, tril geninde insersiyon meydana gelmis 120 nukleotidlik bdlgenin varligi bu izolatta
ortaya kondu (Sekil 4.8).

09-2 TR AR TT IO IR LTGRO TTTIT T GO TCOCCACTC TEOCGATGAL AT
15-1 TR AR CEATTTCOG GTGARATGACCTTTTT GOCTCCCACTC TEEOCGATGARATC
15-2 OGO CTGRC AR GATTTCOG GTGARATGRACCTTTTT GOCTCCCACTC TEGEOCGATGRARATC
15-3 TR AR CGATTTOG GEEARATGACCTTTTIT GOCTCCCACTC TEGEOCGATGAR AT
14-7 CECTTGRC AR CCGATTTCOGGTGRARATGRACCTTTTT GOCTCCCACTC TGEOCGATGRAR AT
17-1& OGO CTGRC AR CGATTTCOG GTGRARATGRCCTTTTT GOCTCOCACTC TGEOCGATGRARATC
Fusarium T GRC AR CGATTICOGEIGRAA L TGACCTTITI GOCTCCOCACTC TGO GATGARATC
17-% OGO CTGRC AR CGATTTCOGGTGRARATGRCCTTTTT GOCTCCCACTC TGEOCGATGRAR AT
17-1%9 TR AR TT IO IR LTGRO TTTIT T GO TCOCCACTC TEOCGATGAL AT
17-14 T GRC ARG ATTTCOGGTGRARATGACCTTTTT GOCTC CCACTC TEGEOCGATGARATC
l4-6 TR AR CEATTTCOG GTGARATGACCTTTTT GOCTCCCACTC TEEOCGATGARATC
17-11 OGO CTGRC AR GATTTCOG GTGARATGRACCTTTTT GOCTCCCACTC TEGEOCGATGRARATC

R o R R S R R e T R R R R

05-2 ARG AGCGATRA GG CCTCAGCTTCATC ARG GCAGC TRRCGATTCOGE TATST GERARC - ———
15-1 ARG AEOGA TR OGO CAGCTTC AT ARG GO RGO TRARCGATICOGETATG T GEARC — ———
15-2 ARG ARG TR OO TR T T AT C ARG GO A TRARCGATTCOGETATG T GEARC — ———
15-3 ARG ARG TR LGOI CAGCTTAT T C ARG GO A TARCGATTCOGETATG T GEARC — ———
14-7 ARG AGCGA TR OGO TCAGCTTCATC ARG GO AGC TRAACGATTCOGETATGT GEARD - ———
17-16 ARGAGOGATRAAGOGCCTCAGCTTCATCARG ECAGC TRACGATTCOGETETGT GEARC - ———
Fusarium A GAGOGA TR GG O TCAGCTTCATC ARG GO ARG TRACGATTCOGE TG TGT GEARC - ———
17-% ARG AGCGA TR OGO TCAGCTTCATC ARG GO AGC TRAACGATTCOGETATGT GEARD - ———
17-1% AR GAGCGA TR GG CCTCAGCTTCATC ARG GCAGC TRRACGATTCOGE TATST GERARC - ———
17-14 ARG AT AN OO TR T T AT ARG GO RO TARCGATICOGETATG T AR — ———
l4-g ARG AEOGA TR OGO CAGCTTC AT ARG GO RGO TRARCGATICOGETATG T GEARC — ———
17-11 ARG AREOGA TR OGO CA G TTC AT C ARG GO A TRARCGATTOGETATGT GERARCR AT
R R R E R R s R E EE B R T R

og4-2 00
15-1 =0 e
i5-2
15-32 000 e
l4-7 0 e
17-1& 00 @ Mmoo
rusgrjyom -—-——1—m"—— - - ——————
i7-% = e
17-1% 0000 e
17-14 =00 e
la-8 =000 mmm e
17-11 AN RACGOGATARGCG O ICAGCTTICATCALG GCAGC TR RCOGATTICOGE TATGTI GEGRARCTTGET

0%-2 @ ————_————— TTG
15-1. 000 mmm e TTG
15-2 00 & —mmmmmm e TTG
15-3 0 e I E
14-7 e e TTG
17-18 00 oo IIG
frsgriom - - -~~~ ——————— ————— ————— TIG
17-38 0 e I E
17-1% 00 mmm e IIG
17-14 0 mmm e TTG
l4-8 000 mmm e e TTG
17-11 TGALTAR A TGRCTGGTCCATATAGCTALMC AR CCRAATAGGCCTTCCACACT GRARTTTGT

&k ko

a9-2 IGRAT A TR TG ETOCATATAGCT AR A C A R TR OCTTOCACACT GRRR TOCOCT
15-1 IGRAT A TR TG ETOCATATAGCT AR A C A R TR OCTTOCACACT GRRR TOCOCT
15-2 IR AT TEAC TG ETOCATATAGCT AR AR OO A TRAGEOCTTOC ACAC T GRRRTOOOD
15-3 TR A TEACTEETOCATCTAC CTRAR A AL A R TAGE OCTTOCACACT GRARAT OO
14-7 TGERATAR A TGAC TGO CATATAGCTRAR A AL AR TAGEOCTTOCACACT GRRRATOCOCT
17-1& TGRATA R A TGRAC TGO OCATATAGCTRAR M AL CR R TRAGGOCTTOCACACT GRRRATOCOCT
Fusarium TGRATA A TGAC TGO CATATAGCTRAR A AN OO A R TAGEOCTTOCACACT GRRRTOCOOCT
17-% TGRATA R A TGRAC TGO CATATAGCTRAR A C AL C AR TAGEOCTTOCACACT GRRATOOOCT
17-1%9 TGRATA R A TGRAC TGO OCATATAGCTRAR M AL CR R TRAGGOCTTOCACACT GRRRATOCOCT
17-14 IR AT TR TG T OCATATAGCT AR A C A O TR GG OCTTOC ACAC T GRRER T OOOT
l4-g IGRAT A TR TG ETOCATATAGCT AR A C A R TR OCTTOCACACT GRRR TOCOCT
17-11 IR AT TEAC TG ETOCATATAGCT AR AR OO A TRAGEOCTTOC ACAC T GRRRTOOOD

KEKLE AEXEENENEE KAEXN AL NAANEALE AN ENNANNN L NNANNN AN NANNNLN N NN N

Sekil 4.9: Hizalama programu ile dizileme bulgusu elde edilen 11 izolata ait tril ¢ogaltim bolgesinin
referans ile hizalanmas:.
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4.4.2 izolatlarin DON Uretim Kapasitelerine Ait Bulgular

B tipi trikotesen iiretimi saptanan Istanbul Yeni Yiizyil Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu
izolatlarindan (30 izolat) 23’linde (bkz. Tablo 3.1.a) tri5-tri6 intergenik bolgesine ait 200 bg’lik
fragment N1-2/N1-2R primer ¢ifti ile ¢ogaltilarak bu izolatlarin ¢ok tiretici olduklar1 gosterildi
(Sekil 4.9.a). 3551/4056 primer ¢ifti ile gerceklestirilen az liretici tanisinda sadece 14-1
izolatindan 525 bg’lik fragment elde edildi (Sekil 4.9.b). Her iki primer cifti kullanilarak
gerceklestirilen analizde tri5-tri6 intergenik bolgesi 14-4, 14-5, 14-8, 14-9, 17-12 ve 17-17

kodlu alt1 izolatta ¢ogaltilamada.

Yoriik ve Albayrak (2012) tarafindan 3-ADON kemotipinde oldugu belirlenmis Istanbul
Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu izolatlarinin (23 izolat, bkz. Tablo 3.1.b) 22’sinden N1-2/N1-
2R primer ¢ifti ile 200 bg¢’lik fragment elde edildi (Sekil 4.9.c). Sh7 izolatinda tri5-tri6
intergenik bolgesi iki primer ¢ifti ile de ¢ogaltilamadi (Ek 3).

Istanbul Universitesi Kiiltiir Koleksiyonu’na ait NIV kemotipinde oldugu belirlenmis (Y 6riik
ve Albayrak, 2012) 25 adet izolatta (Tablo 3.1.c) 3551/4056 primer ¢ifti ile 650 b¢ boyutlu iiriin
elde edilemedi. NIV kemotipindeki bu izolatlarin az {iretici olmadiklar1 ortaya kondu (Ek 3).
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Sekil 4.10: Az ve ¢ok tiretici tanisi i¢in a) Tablo 3.1.a’da verilen izolatlarin N1-2/N1-2R primer ¢ifti ile
gerceklestirilen ¢ok iretici tamisinda g¢ogaltimi hedeflenen 200 b¢ boyutlu fragmentleri b)
3551/4056 primer cifti ile az iretici oldugu belirlenen 14-1’den ¢ogaltilan 525 b¢ boyutlu
fragment ¢) Tablo 3.1.b’de verilen izolatlarn N1-2/N1-2R primer ¢ifti ile ger¢eklestirilen ¢ok
iiretici tanisinda ¢ogaltimi hedeflenen 200 bg¢ boyutlu fragment. M: 100 bp (Thermo Scientific,
SMO0241, ABD), NK: Negatif kontrol.
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5. TARTISMA VE SONUC

Fusarium spp. ilkemizde ve diinyada ckinlerde g¢esitli hastaliklara neden olan bitki
patojenleridir. Kontamine olmus iiriinlerde Fusarium’un metabolik aktivitesi sonucunda
biriken mikotksinler ciddi iiriin kayiplarina neden olmaktadir. Mikotoksinler hastalikli ekinlerin
hasatindan sonra gida ve yem iiretim zincirine karigmaktadir. Toksin kontamine {riinlerin
tiiketimi sonucunda insanda ve hayvanlarda mikotoksikoz meydana gelmektedir. Ciddi maddi
kayiplarla birlikte sebep oldugu saglk risk faktorlerinden dolayr Fusarium izolatlarina ait tiir
diizeyinde tam1 ve belirli agro-ekolojik bolgelere ait kemotiplendirme ve hedefli
genotiplendirme ¢alismalar1 Fusarium’a karsi etkin miicadele yontemlerinin gelistirilmesinde
onem arz etmektedir. Gergeklestirilecek benzeri caligmalarla tiirlerin ve izolatlarin mikotoksin
iretim profilleri belirlenerek infeksiydz ajan erken donemde ve hassas bigimde
tanimlanabilecektir. Bu fitopatojenlerin potansiyel toksikolojik riskleri haritalanabilecek,

toksinlerin besin zincirindeki mevcudiyetleri azaltilabilecektir (Moretti, 2009).

Gergeklestirilen bu yiiksek lisans tezi kapsaminda, farkli dénemlerde yurdumuz ve Iran’in
farkli cografik bolgelerinden toplanmis, hastalikli arpa, bugday ve musir bitkilerinden
izolasyonu gergeklestirilmis ve tiir diizeyinde tanimlanmis olan 78 Fusarium izolatina ait
molekiiler kemotiplendirme ve hedefli genotiplendirme analizlerinin tamamlanmasi

amaclanmustir.

Fusarium tiirlerinin; konidyum ve konidiyofor yapist ve boyutu, renklenme gibi c¢esitli
morfolojik karakterleri incelenerek tayin edilmektedir. Tez kapsaminda kullanilan, tek spor
analizi ile saflagtirilmis Fusarium izolatlarindan Tiirkiye kokenli olanlar Prof. Dr. Berna Tunali,
[ran kokenli olanlar ise Prof. Dr. Bahram Sharifnabi tarafindan morfolojik ve fizyolojik
karakterlere gore tanimlanmistir. Ancak, in vitro yetisme kosullarindaki farkliliklarla meydana
gelebilen morfolojik 6zelliklerdeki tiir i¢i ve tiirler aras1 varyasyonlar, zaman alan ve zahmetli
olan bu yaklagimlarla gerceklestirilen tan1 calismalarinda ciddi problemlere yol agabilmektedir
(Wu ve dig., 2002). Ozellikle tiir kompleksi iiyelerinden olusan F. graminearum tiiriiniin
izolatlar1 hatali olarak tanimlanabilmektedir. Bu nedenle infekte tahil bitkilerindeki mikrobiyal
topluluk {iyelerinin ya da saf kiiltliirdeki 6rneklerin ayirt edilmesinde ve kesin tanisinda; dogru,
giivenilir ve hizli sonuglar veren, dogrudan genomun hedeflendigi molekiiler yaklagimlar genis

capl kullanilmaktadir (Wu ve dig., 2002; Koncz ve dig., 2008).
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Giliniimiizde fungal patojenlerin tanisi, molekiiler diizeydeki genotiplendirme ve O6zellikle
kemotiplendirme ¢alismalarindan elde edilen veriler tiirlere ait agro-ekolojik yayilim
alanlarinin da ortaya konmasimna katki saglamaktadir (Yoriik ve Albayrak 2012). Genomik
hedefleri temel alan molekiiler markir ¢aligmalar1 ve dizileme yontemleri fungal patojenlerin
tanimlamasinda etkili olarak kullanilmaktadir. rRNA’lar1 kodlayan gen bdlgelerinin analizi ve
dizilenerek karsilagtirilmasi bu kapsamda en ¢ok tercih edilen yaklagimlardir. rDNA bolgesinin,
gelistirilen evrensel oligonukleotid primerlerle, PZR aracili ¢ogaltildig1 organizmalarda ortaya
konan ¢ogaltim triinlerinin boyut polimorfizmi, bilgi verici molekiiler markirlarin eldesine
olanak saglamaktadir (Haynes ve dig., 1995). Bu yiiksek lisans tez ¢aligmasi kapsaminda
Fusarium izolatlarmm genomundaki 28S rDNA bélgesi evrensel UNIF/R primer ¢ifti
kullanilarak c¢ogaltilmistir. Literatiirde iirlin boyutu deger araligi 650-700 bg olarak
bildirilmekle birlikte tez kapsaminda gerceklestirilen analizlerde, Yoriik ve Albayrak (2012)’1n
sonuglar1 ile paralellik gosterecek sekilde, 650 bg¢’lik tek bir fragment elde edilerek izolatlar

alem diizeyinde tanimlanmustir.

Fungal diizeyde tanimlanmis bu izolatlar; genomda daha ¢ok kodlanmayan bolgeleri igeren ve
tir i¢inde kararli tasinan RAPD fragmentlerinden gelistirilmis SCAR (ing., sequence
characterized amplified region) markirlar1 ¢gogaltilarak tiir diizeyinde ayirt edilmistir (Schilling
ve dig., 1996). Bu amagla tiire 6zgliin SCAR markirlari, tek spor analizinden elde edilen ve
konidiyospor bi¢imi vb. kriterlere gére F. culmorum veya F. graminearum olarak tanimlanmis
30 Ornekte 6zgiin primerler (F. culmorum tanisi i¢in OPT18F/R primer ¢ifti, F. graminearum
tanis1 igcin UBC85F/R primer ¢ifti) kullanilarak taranmistir. SCAR markirlarmin bu iki 6zgiin
oligonukleotid primerle F. culmorum ve F. graminearum tiirlerini dogru bi¢imde ayirt ettigi
cesitli arastiricilar tarafindan da bildirilmistir (Brandfass ve Karlovsky, 2008; Yorik ve
Albayrak, 2012). 30 6rnegin 10’undan elde edilen 472 b¢ boyutlu iriinler bu izolatlarn F.
culmorum, altisindan ¢ogaltilan 332 bg¢’lik fragmentler de izolatlarin F. graminearum tiirleri
iyesi olduklarmi ortaya koymustur. Her iki SCAR markirmin varlig1 14 izolatin genomunda
gosterilememistir. Markir cogaltimi primer baglanma bdlgesi ile yakm iligkilidir. Bu bolgede
meydana gelen mutasyonlar primer baglanma bolgesi varyasyonlarna neden olarak allelin
cogaltilamamasina yol acabilmektedir. 14 izolatta primer baglanma bolgesi varyasyonlarinin
null allel eldesi ile sonuclanmis olabilecegi diisliniilmiis, ayn1 bdlgenin farkli bir primer
tasarlanarak ¢ogaltiminin hedeflenmesi yerine, bu izolatlar translasyon mekanizmasinda

gorevli proteini kodlayan TEF I« geni analiz edilerek tiir diizeyinde tanimlanmustir.
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Ortolog olmayan gen kopyalar1 genus i¢inde saptanmayan 7EF[a gen bolgesi tiirler arasinda
yiikksek seviyede sekans polimorfizmi gosterdiginden, tiir tanisinda markir gen olarak
kullanilmaktadir (Geiser ve dig., 2004). Ayrica bu genin sekansi Fusarium izolatlarinin
filogenetik iligkilerinin belirlenmesinde de kullanigh veriler sunmaktadir. O’Donnell ve dig.
(1998) tarafindan tasarlanmis oligonukleotidlerin (EF1/EF2) kullanildig1 analizlerde Geiser ve
dig. (2004)’nin elde ettigi boyuttaki fragmentler (700 bg) 14 izolattan da cogaltilmigtir. F.
culmorum ve F. graminearum tiirlerine ait SCAR markirlarinin iiretilemedigi 14 G6rnegin
TEFIo bolgesinin ¢ogaltimi EF1/EF2 primer ¢ifti ile gergeklestirilerek 700 b¢ boyutlu
fragmentler elde edilmistir. Bu fragmentlere ait sekans bilgilerinin NCBI veritabaninda bulunan
TEF1a genine ait referans nukleotid dizi bilgileri ile hizalanmasmda gevrimig¢i biyoinformatik
araclardan faydalanilmistir. Coklu hizalama analizi sonucunda morfolojik tayin ile F.
culmorum olarak tanimlanmus alt1 izolatin (09-1, 14-2, 14-8, 15-2, 15-4, 17-5) gen bolgesi, F.
proliferatum’a ait TEF [« referans sekanslar1 ile % 98,80-99,55 oraninda; morfolojik tayin ile
F. graminearum olarak tanimlanmus sekiz izolattan yedisininki (10-2, 14-4, 14-5, 17-12, 17-15,
17-17,17-18) % 97,60-99,39 oraninda F. proliferatum ve birininki (17-19) de % 99,55 oraninda
F. oxysporum TEF1o gen bolgeleri ile benzerlik gostermistir. Bulgular morfolojik ve fizyolojik
kriterlere gore yapilan tiir tayinlerinin molekiiler yaklasimlarla teyidinin onemini ortaya
koymaktadir. Bu izolatlarin tiir diizeyindeki kesin tanisi ancak detayli analizlerinden elde

edilecek verilerle gergeklestirilecektir.

Fusarium tiirlerinin kimyasal profillerinin belirlenmesi, 6zellikle sekonder metabolizma {iriinii
olan ve mikotoksikoz etmeni olan mikotoksinlerinin iiretim potansiyellerinin ortaya konmasi,
bu tiirlerin olas1 toksikolojik dagilim profillerinin saptanmasina olanak sunacaktir. Alem ve tiir
diizeyindeki tanilarimin ardindan toplamda 78 Fusarium izolatinda kemotiplendirme ve hedefli
genotip analizi ile genis ¢capli kimyasal profil taramasi gerceklestirilmistir. Bu amagla dncelikle
izolatlarm kemotipleri (DON ve NIV) tri7 geni hedeflenerek arastirilmisti. DON
kemotipindeki bireylerde tri7 geni genomda tam boyda, ardigik tekrara sahip bolgeyi de
icerecek sekilde, taginmaktadir. Ardisik tekrarlarin varligi genin iglevselligini kaybetmesine
sebep olmaktadir. NIV kemotipindeki izolatlarda bu ardisik tekrar bolgesinin delesyonu sonucu
genin anlatimmin gerceklesmesi, NIV kemotipinin ortaya ¢ikmasi ile sonuclanmaktadir (Lee
ve dig., 2002). Chandler ve dig. (2003) tarafindan gelistirilen oligonukleotidler (Tri7F/Tri7R
ve Tri7FgC/Tri7R) kullanilarak bu gen bolgesinden, ardigik tekrarli bolgenin varhig: ya da
yokluguna gore elde edilen farkli boyutlu ¢ogaltim tiriinleri izolatlarin sirastyla DON veya NIV
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kemotipinin tayinini saglamaktadir (Jennings ve dig., 2004). Ancak PZR analizlerinde iki
primer ¢ifti ile de tri7 genine ait ¢ogaltim {irlinlerinin elde edilememistir. Bu durumun tez
caligmasinda kullanilan izolatlarin genomlarinda primer baglanma bolgelerinin yoklugundan
veya baglanma bolgesindeki varyasyonlardan kaynaklandigi diisiiniilmiistiir. Bu nedenle bu
izolatlar i¢in kemotip tayini ayni gen kiimesinde yer alan tril3 geni hedeflenerek

gergeklestirilmistir.

DON kemotipindeki izolatlarda, delesyona ugramis ii¢ bolgeden (178, 61 ve 37 bg
uzunlugunda) dolay1 tril3 gen anlatimi yapilamamaktadir. NIV kemotipindeki izolatlarda ise
tam boyutlu taginan tril3 geni islevseldir. Bu nedenle tril3 geninin anlatimi yalnizca NIV
kemotipindeki bireylerde goriilmektedir. DON kemotipi, Chandler ve dig. (2003) tarafindan
gelistirilen primerler (Tril3F/Tril3DONR) ile 37 b¢’lik delesyonlu fragmenti iceren bdlge
cogaltilarak belirlenebilmektedir. Ayni arastirmacilarin gelistirdigi Tril3F/Tri13R primer ¢ifti
ise genin tam boyutta ¢ogaltimin1 hedeflediginden elde edilen fragment boyutuna gére DON
veya NIV olarak kemotip ayirimini1 saglamaktadir. Calisma kapsaminda kullanilan 30 yeni
ornekten 10’unun (09-1, 14-2, 14-6, 14-7, 15-1, 15-2, 15-4, 17-11, 17-14, 17-16) DON
kemotipinde oldugu, Yoriik ve Albayrak (2012) tarafindan da kullanilan, Tril3F/Tril3DONR
primer ¢iftinin ¢ogalttig1 282 bg¢’lik fragment ile gosterilmistir. Ancak bu izolatlar arasindan
yetersiz miktarda iiriin elde edilen 09-1, 14-6, 15-2, 15-4’te kemotip Tril3F/R primer ¢ifti ile
cogaltilan 799 b¢’lik iiriinlerin agaroz jelde gdzlenmesi ile teyid edilmistir. Bu primerle 30
izolatin besinde (14-1, 14-9, 17-5, 17-16 ve 17-17) iiretilen 1075 bg’lik fragment, bu izolatlarin
NIV kemotipine sahip olduklarin1 ortaya koymustur. Haratian ve dig. (2008) 57 F.
graminearum izolatmm kemotipini benzer sekilde tril3 gen bdlgesini hedefleyerek
belirlemisler, 799 bg ve 1075 bg boyutlu fragmentlerin sirastyla DON ve NIV kemotipine 6zgiin
olduklarini bildirmislerdir. Yiiksek lisans tezi kapsaminda tril3 hedefli kemotip tayini dort
izolatta (14-4, 14-5, 14-8, 17-12) yapilamamistir. Bu durumun primer baglanma bolgelerinde
tagian varyasyonlardan kaynaklanmis olma olasilig1 bulunmakla birlikte, izolatlarin farkl tiire
(F. proliferatum) ait olma olasiligindan (bkz. TEFIa nukleotid dizilim bulgular1) da
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Geriye kalan 12 izolatin alt kemotipi 3-ADON
olarak belirlenmistir. Ancak bu izolatlar i¢cin kemotiplendirmenin tez kapsaminda yapilmamis
olmasi eksiklik olarak goriilmektedir. Calismada kapsamma dahil edilen 23 izolatin (Tablo
3.1.b) kemotiplendirmesi Yoriik ve Albayrak (2012) tarafindan gergeklestirilmistir. Haratian ve
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dig. (2008)’nin kullandig1 NIV kemotipindeki 25 izolat (Tablo 3.1.c) da yiiksek lisans tez

caligmasi1 kapsaminda hedefli genotiplendirme analizinde kullanilmistir.

Alt kemotiplendirme i¢in, gen kiimesinde yer alan tri3 geni Jennings ve dig. (2004)’nin
gelistirdigi primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmistir. tri3 tetrasiklik seskiterpen halkasmin
C-15 oksijen atomunun esterifikasyonundan sorumlu enzimi kodlamaktadir. 15-ADON alt
kemotipindeki izolatlarda bu gen tam boyutlu olarak taginmaktadir. tri3 gen bolgesinde
meydana gelen delesyonlar genin islev kaybi ile sonuglanmakta ve bu durumda 3-ADON
kemotipi gézlenmektedir. Ug izolatta (14-6, 14-7, 17-16) cogaltilan (primer:Tri315F/R) 863 bg
boyutlu fragment izolatlarn 15-ADON alt kemotipine; 15 izolattan g¢ogaltilan (primer:
Tri303F/R) 583 bg boyutlu fragment ise izolatlarin 3-ADON alt kemotipine sahip oldugunu
gostermistir. Yortik ve dig. (2016)’den farkli olarak 13 izolatin (bkz. Tablo 3. 1 a’daki 17-kodlu
izolatlar) alt kemotiplendirmesi ilk defa bu yiiksek lisans tezi kapsaminda ¢alisiimistir. Kemotip
tayini gerceklestirilememis dort izolatin (14-4, 14-5,14-8, 17-12) alt kemotiplerinin de
beklendigi sekilde belirlenememesi bu Orneklerden null allel eldesi olasiligmi disarida
birakmustir. Ilging olarak bu izolatlardan 14-4 ve 14-5 Yériik ve dig. (2016) tarafindan 15-
ADON; 14-8 ise 3-ADON olarak bildirilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda Yorik ve dig.
(2016)’den farkli olarak TEF' 1o geni temelli tiir tayini analizi gergeklestirildiginde bulgular dort
izolatin farkl tiirtin (F. proliferatum) bireyleri olabilecegini isaret etmistir. 3-ADON ve 15-
ADON tanis1 beklendigi sekilde molekiiler kemotiplendirmede NIV iiretme potansiyeli ortaya
konan 4 izolatta (14-1, 14-9, 17-5 ve 17-17) gerceklestirilememistir. DON mikotoksinini
iiretme potansiyeli gosterilmis 09-1 (F. culmorum) ve 17-11 (F. graminearum) izolatlarinda
olast primer baglanma bolge varyasyonundan dolay1 alt kemotip tayini yapilamadigi
diistiniilmektedir. TEFla sekans bulgusuna goére F. proliferatum tiirii ile yakinligi saptanan
diger iki izolatta da (14-2 ve 15-2) alt kemotip tayini basarilamamustir. Tablo 3.1.b’de yer alan
23 izolatin alt kemotipleri Yoriik ve Albayrak (2012) tarafindan belirlenmistir.

Tir dizeyinde F. graminearum oldugu teyid edilmis 17-16 izolatinin molekiiler
kemotiplendirme analizlerinden birbirleri ile uyumlu olmayan bulgular elde edilmistir. PZR
analizi ile tril3 geninin delesyonlu tasindigi agaroz jelde silik bir bant halinde gozlenmis de
olsa bu izolatin DON mikotoksinini iiretme kapasitesinde oldugu diisliniilmiistiir. Yapilan ikinci
kemotip tayini tril3 geninin tam boyda tasindigini bu nedenle bu izolatin kemotipinin NIV

oldugunu ortaya koymustur. Ancak 17-16’nin tri3 geni hedefli alt kemotip analizi bu genin tam
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boyda tasindigini, izolatn 15-ADON pozitif oldugunu ortaya koymustur. Tiir kompleksi
iyelerinden olusan ve yiiksek diizeyde genetik c¢esitlilige sahip F. graminearum
populasyonlarinin klonal olarak uyumlu olan bireyleri arasinda meydana gelen paraseksiiel
rekombinasyon mekanizmasi heterokaryon olusumu ile sonuglanabilmektedir (Busso ve dig.,
2007; Maheshwari, 2012). Kiflerin apikal uglar1 aracili fiizyonu allelleri identik olarak
tagindiginda het ve vic lokuslari tarafindan kontrol etmektedir ve genetik 6zellikleri bakimimdan
iki farkli izolatm hifleri flizyonla prototrof hiflerden farkli 6zellikte yeni bir heterokaryon
olusturabilmektedir (Maheshwari, 2012). 17-16 izolatinin uyumsuz kemotip bulgularmnn tri
genleri farkli iki hif arasinda meydana gelen paraseksiiel rekombinasyondan kaynaklanmis

olabilecegi diistiniilmektedir.

Fusarium izolatlarinin NX-2 kemotipi, tril geninin ¢ogaltim tiriiniiniin Apol RE ile kesiminden
elde edilen fragmentlerin boyut analizine gore belirlenmektedir. Bu kapsamda Liang ve dig.
(2014) tril gen bolgesine ait 1740 bg’lik fragmenti, gelistirdikleri korunmus Tril -F/R primer
cifti ile ¢ogaltmislardir. DON kemotipindeki bireylerden ¢ogalttiklar: gen iiriiniinii Apol enzim
muamelesine biraktiklarinda kesim sonucunda agaroz jelde 888 b¢ ve 851 b¢ boyutunda iki
fragmentin ayrildigmi, NX-2 kemotipinde ise 851 bg, 482 bg¢ ve 407 b¢ boyutlu 3 fragmentin
elde edildigini bildirmislerdir. Bu yaklagim Tablo 3.1.a’da verilen 30 izolatin hedefli NX-2
kemotiplendirmesi i¢in uygulanmis, ancak referans primer ¢ifti ile tril bolgesi etkin olarak
cogaltilamamistir. Biyoinformatik araglar kullanilarak genin referans dizisine uygun yeni bir
primer ¢ifti (Tril F/R) bu ¢alisma i¢in tasarlanmis, RE kesim noktalariin ¢ogaltilacak bolgede
yer almasi saglanmistir. DON kemotipindeki izolatlarda gen bdlgesi i¢cinde kesim noktasi
bulunmayacagindan ¢ogaltim {iriin boyutu enzim muamelesi ile degismeyecekken; NX-2
kemotipineki 6rneklerde Apol RE kesimi ile 475 ve 346 b¢ boyutlu iki fragmentin ayrilmasi
saglanacaktir. Tez kapsaminda tril geni Tablo 3.1.a’da verilen 30 izolatin genomundan bu
primer cifti ile ¢ogaltilmis ve hedeflenen 821 b¢ boyutlu fragment elde edilmistir. Tablo
3.1.b’de verilen 23 izolattan ise yalnizca 14F’de ¢ogaltim {irlinii gozlenmistir. Apol RE
muamelesi ile NX-2 kemotipi igin beklenen 475 bg ve 346 bg¢ boyutlu kesim iriinleri
izolatlardan elde edilememis, tam boydaki ¢ogaltim iiriinleri izolatlarmm DON kemotipini teyid
etmistir. Restriksiyon polimorfizminin ¢ogaltim ve kesim temelli olarak belirlenememesi
tizerine hedefli genotiplendirme, tril geni etkin olarak ¢ogaltilan 11 izolatta (09-2, 14-6, 14-7,
15-1, 15-2, 15-3, 17-9, 17-11, 17-14, 17-16, 17-19) dizileme temelli olarak gerceklestirilmistir.

Bu izolatlarin sekans dizilimleri tek tek taranmus, tril bolgesi i¢inde tasman Apol kesim noktasi
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biyoinformatik araclar kullanilarak belirlenmistir. Gergeklestirilen taramalar sonucunda 17-
11°¢ ait tril sekansinda 437. pozisyonda Apol kesim noktasmi tasidigi, bu izolatin NX-2
kemotipinde olabilecegi ortaya konmustur (Sekil 4.8). Bu izolatin NX-2 kemotip teyidi

iizerinde ¢aligma siirdiiriilmektedir.

Ayn tiirlin izolatlarinda trikotesen tiretim kapasitesindeki farkliliklar ortaya konmasi, iiretim
kapasitesinin (¢cok ve az fiiretici) belirlendigi hedefli genotiplendirme caligmalarini 6ne
¢ikarmistir. Bu ¢alisma kapsaminda da Tablo 3.1.a’da verilen 30 izolatin DON trikotesenini
iretme kapasitesi molekiiler diizeyde incelenmistir. Bu amagla Tri5 gen kiimesinde yer alan
tri5 ve tri6 genleri arasindaki bdlgenin analizi hedeflenmistir. Intergenik bdlgede meydana
gelen varyasyonlarin DON {iretim miktarini etkileyebildigi, bu nedenle de az ve ¢ok DON
iireticilerinin hedefli olarak secilebildigi ortaya konmustur. Bakan ve dig. (2002) tasarlamig
olduklar1 6zgiin primerlerle (N1-2/N1-2R) cogalttiklar1 200 b¢ boyutlu fragmentleri yiiksek
miktarda DON f{ireticilerini segcmede; benzer sekilde 3551/4056 primer c¢ifti ile elde ettikleri
650 bg’lik driinleri de az miktarda DON fiireticilerini belirlemede kullanmislardir. Ayni
calismada bazi NIV fireticilerinin az miktarda DON mikotoksinini de tiretme kapasitesine sahip
olabileceklerini az tireticilerin belirlenmesini saglayan primerlerle ortaya koymuslardir. Y 6riik
ve dig. (2016) ¢esitli Fusarium tiirlerinde DON mikotoksininin az ve ¢ok {ireticilerini bu
yaklasimla belirlemislerdir. Yiiksek lisans tez ¢caligmasi kapsaminda da Tablo 3.1.a’da yer alan
17- kodlu 13 izolat ilk defa bu calisma kapsaminda taranmis ve 11 izolatin DON iiretimi
bakimindan ¢ok iiretici grubunda yer aldig1 ortaya konmustur. Yoriik ve dig. (2016) ile ortak
analiz edilen Tablo 3.1.a’da yer alan 17 izolattan 12’sinin tiretim kapasiteleri bakimmdan ¢ok
iiretici olduklar1 teyid edilmistir. Tablo 3.1.a’da yer alan 30 izolattan birinin (NIV
kemotipindeki F. culmorum 14-1) 3551/4056 primer gifti ile 525 bg’lik gogaltim {irlinii vermesi
ile az tretici oldugu belirlenmistir. Biri F. culmorum 14-9, F. proliferatum tiiriine yakin olan
bes izolatta (14-4, 14-5,17-12 ve 17-17) mikotoksin iiretme kapasitesi cogaltim temelli olarak
tayin edilememistir. Alt1 izolattan ¢ogaltimin saglanamamasi tri5-tri6 intergenik bolgesinde
delesyon tasindigini diisiindiirmiistiir. Bakan ve dig. (2002) 3551/4056 primer ¢ifti ile cogaltilan
iirlin boyutunu 650 bg olarak belirtmisler ve bu izolatlart DON trikoteseninin az iireticileri
olarak tanimlamiglardir. Ancak Quarta ve dig. (2005) ger¢eklestirdikleri benzer ¢aligmalarinda
525 b¢ boyutundaki ¢ogaltim iirliniiniin az miktardaki DON fireticileri ile iligkili olmadigini
tam tersine NIV {ireticilerinin belirlenmesini sagladigini savunmuslardir. 3551/4056 primer

cifti ile 525 b¢’lik bdlgenin gogaltildigi 14-1 izolatinin tril3 geni hedefli kemotiplendirmesi
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NIV fdireticisi oldugunu ortaya koymustur. Bu bulgu Quarta ve dig. (2005)’nin ¢aligmalarindan
elde ettikleri ile parallelik gostermektedir. Bununla birlikte, tril3 geninin ¢ogaltimi ile NIV
kemotipinde oldugu belirlenmis 2 6rnek (17-5 ve 17-16) ise bu ¢alismada N1-2/N1-2R primer
cifti ile ¢ok miktarda DON f{ireticisi ¢ogaltim iirinii vermistir. Yoriik ve Albayrak (2012)
tarafindan 3-ADON alt kemotipinde oldugu belirlenmis 23 6rnekten (Tablo 3.1.b) 22’sinde N1-
2/N1-2R primer ¢ifti ile 200 bg’lik ¢ogaltim iiriin elde edilerek Yo6riik ve dig. (2016) ile paralel
bulgular elde edilmis ve bu izolatlarin ¢ok iiretici oldugu molekiiler seviyede gosterilmistir. Bir
izolat (FgSh7) ise iki primer c¢ifti ile de ¢cogaltim iiriinii vermemistir. Haratian ve dig. (2008)
tarafindan NIV kemotipinde oldugu belirlenmis 25 izolatta (Tablo 3.1.¢) az tiretici 3551/4056

primer c¢ifti ile gerceklestirilen PZR analizinden ise sonug¢ alinamamastir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasi ile Fusarium izolatlarinin tamammin fungal tanist yapilmustir.
[zolatlarin tiir tanilari hem gen bolge hedefli cogaltim hem de c¢ogaltim iiriinlerine ait dizi
analizlerinin veri tabaninda bulunan referans diziler ile hizalanmasiyla elde edilmistir. Dizi
analizleri sonucunda morfolojik kriterler 1s1gmnda tiir tayini gergeklestirilmis izolatlarin
molekiiler diizeyde yapilan taramasi, bazi izolatlarin tiir diizeyinde tanilarinda morfolojik
tayinden farkli bulgularla sonug¢lanmistir. Bu durum molekiiler yaklagimlarin tanimlama
calismalarindaki Onemini ortaya koymustur. Kemotip tayinlerinin saglanmasi amaciyla
gergeklestirilen gen bolgesi hedefli analizlerde ise bazi izolatlarda c¢ogaltim iiriinii elde
edilememistir. Bu durum gen bdlgelerindeki polimorfizm kaynakli primer baglanma
bolgelerindeki varyasyonlar ile iliskilendirilmistir ve tiir i¢i c¢esitliligin varli§mi ortaya
koymustur. Benzer sekilde bir izolatta kemotip tayini analizlerinde farkli kemotiplere dair
¢ogaltim triinleri elde edilmis olmasi, izolatlarda hifler aracili paraseksiiel rekombinasyonun
meydana gelmis olma ihtimalini ortaya koymustur. Hedefli genotip analizi kapsaminda
cogaltimi saglanan gen bdlgesinin biyoinformatik analizinde bir 6rnekte hedeflenen kesim
noktasi saptanmistir. Ornege ait bu kesim profili, iilkemizden daha &nce bildirimi
gerceklesmemis NX-2 kemotipinin varligina yonelik bulgu niteligi tasimaktadir. Bu kesim
noktasinin  varligmm molekiiler diizeyde de kanitlanmasina yonelik ¢aligmalar
siirdiiriilmektedir. Hedefli genotip analizi altinda gerceklestirilen mikotoksin iiretim
kapasitesinin belirlenmesine yonelik molekiiler taramada ise izolatlarin biiyiik ¢cogunlugunun
cok tiretici olduklar1 belirlenmistir. Gergeklestirilen kemotiplendirme caligsmalar1 izolatlarin
mikotoksin iiretimleri temelli cografi dagilim profillerini ortaya koymustur. Bununla birlikte,

tiretim kapasitesine dair analizlerinden elde edilen yiiksek iiretici bulgular1 bu izolatlarin hem
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tarimsal agidan hem de insan ve hayvan saglig1 agisindan ciddi risk faktorii olusturdugunu
ortaya koymaktadir. Calisma sonucunda elde edilen bulgularin, Fusarium izolatlarinda hem tiir
ici hem de tiirler arasi1 genetik iligkinin tayinine yonelik literatiire ciddi katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Calisma bulgularmin, farkli cografi bolgelerde hastalik etmeni olan bu
izolatlar arasindaki g¢esitlilige ve evrimsel siireglere dair molekiiler mekanizmalarin
aydmlatilmasinda temel niteligi tasidigi diisiiniilmektedir. Genotiplendirme c¢alismalar: ile
Fusarium izolatlarinin patojenitesine dair belirli molekiiler bulgular ortaya konmustur. Bu
bulgular organizma ile miicadele ve organizmanin neden oldugu hastaliklarin engellenmesine

yonelik gelecek caligsmalara temel saglayici niteliktedir.
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EK 1. 13 izolatta TEF 1« sekansinin referans F. proliferatum TEF1a dizisi ile hizalama

bulgularn.
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ARGTTCGAGRAGGTTAGTCACT TICCCT TCGAT OO0 GTOCTCTGUCCACCGATTTICAC

ARGTTCGAGRAGGTTAGTCACT TICCCT TCGAT OO0 GTOCTCTGUCCACCGATTTICAC
L e T e e e e e A e A W o 8 e

TIGOGATTOGRARCGTGCC TGO TACCCC GUTOGAGRCCARR R AT TTTGOGATAT GRCOCET
TIGOGATTOGRARCGTGCC TGO TACCCC GUTOGAGRCCARR R AT TTTGOGATAT GRCOCET
TIGOGATTOGRARCGTGCC TGO TACCCC GUTOGAGRCCARR R AT TTTGOGATAT GRCOCET
TIGCGATICGRAACGTGCCTGCTACCOCGCTCGAGRCCARRARTTTTGC GATAT GACCOGT
TIGOGATTOGRARCGTGCC TGO TACCCC GUTOGAGRCCARR R AT TTTGOGATAT GRCOCET
TIGCGATICGRAACGTGCCTGCTACCOCGCTOGAGRCCARRARTTTTGC GATAT GACOGT
TIGOGATTOGRARCGTGCC TGO TACCCC GUTOGAGRCCARR R AT TTTGOGATAT GRCOCET
TIGCGATTCGRAACGTGCCTGCTACCCCGCTCGAGRCCARR LR TTTTGC GATAT GACOGT
TIGOGATTCOGRA RGO TGCTACCCC GUTOGAGRACCARRRATTTTGOGATAT GRCOGT
TIGOGATTCOGRA RGO TGCTACCCC GUTOGAGRACCARRRATTTTGOGATAT GRCOGT
TIGOGATTCOGRA RGO TGCTACCCC GUTOGAGRACCARRRATTTTGOGATAT GRCOGT
TIGOGATTCOGRA RGO TGCTACCCC GUTOGAGRACCARRRATTTTGOGATAT GRCOGT
TTGOGATTOGRA RCGTG TGO TACCCC GUT O AGRACCARR R AT TTTGOGATAT GRCCET

TIGOGATTOGRARCGTGCC TGO TACCCC GUTOGAGRCCARR R AT TTTGOGATAT GRCOCET
L e R e T o e e S o e e g W o 8 e

ARTTTTITIGST GEEGCATITACCCOGC CACTC GRAGCGATEEGCGOGTTITITIGCOCTITC
ARTTTITITGGT GeEGCATTITACCCCGC CACTCGAGCGATGEEOGOGTTITIGCCCTITIC
ARTTTTITIGST GEEGCATITACCCOGC CACTC GRAGCGATEEGCGOGTTITITIGCOCTITC
ARTTTTITITGGT GeEGCATITACCOCGC CACTCGRAGCGATGEEOGOGTTITIGCCCTITIC
ARTTTTIT-GGT GEEECATITACCCOGC CACTC GRAGOGATGAGCGOGTTITTITIGCOCTITC
ARTTTTTI-GGT GEGGCATTTACCCOCGC CACTC GRAGCOGATGAGCGOGTTITIGCCCTTTIC
ARTTTITIT-GGIGEEECATITACCCOGU CACTCGAGUGATGAGCGOGTTTITGCOCTTITC
ARTTTITITIGGI GGEGCATITACCCOGU CACTCGAGUGATGEECGOGTTTITGCOCTTITC
ARTTTITITIGGI GGEGCATITACCCOGU CACTCGAGUGATGEECGOGTTTITGCOCTTITC
ARTTTITITIGGI GGEGCATITACCCOGU CACTCGAGUGATGEECGOGTTTITGCOCTTITC
ARTTTTTIT-GGT GEEECATTTACCCOGC CACTCGRAGCGATGAGCGOGTTTTITGCOCTITC
ARTTTTIT-GGT GEEECATITACCCOGC CACTC GRAGOGATGAGCGOGTTITTITIGCOCTITC
ARTTTTIT-GGT GEEECATTITACCCOGC CACTC GAGUGATGAGCGOGTTITTTGCOCTITC

ARTTTTIT-GGT GEEECATITACCCOGC CACTC GRAGOGATGAGCGOGTTITTITIGCOCTITC
L e e e T o e A O S A i W o 8 o




54

EK 2. TEF1a sekansimin referans F. oxysporum ile hizalama bulgusu.

CLUSTAL 2.1 multiple segquence alignment

MEO558958.1 GICTEAGT GATATGTTAGT ACGARGAGRRGTAGRR TGRAAGCATGAGCGACARCATACCRAR
17-1%5 GICTEAGT GATAT GTTAGT ACGRRGAGRRGTAGRR TGRAGCATGAGCGACARCATACCRR
L
MEO558958.1 TEA T GACATAG TGO G ARG TCTCGARCT TCCAGAGAGCARTATCGATGGTGATAC
17-145 TEA T GACATAGT ARG ARG TCTCGARCT TCCAGAGAGCARTATCGATGETGATAC
B S S o O S S A R S R S R R
ME0359958.1 AT A eI oG T T AT TG T C AR R CC CAGEC GTACTT GRAGEARCCCT TAC
17-145 CRCGCT A CGCTOG GO T T GAGCT TGTCAR AR CC CAGEO GTACTT GRAGRARCCCT TAC
B S S o O S S A R S R S R R
MEO558958.1 AT A RCGE T TCCTATIGI T GARTGETTAGT GRCTGCT TGACACGT GACGACECAC
17-15 R GCT ARG T TOCTAT TG I T GAATGETTAGT GRCTGCT TGACACGT GACGACGCAC
L
MEO558958.1 TCATTGAGGTITGTGAGART GETTARGRAGEGCARAC GCTCCOGTOGC TCARG TGEOGEGET
17-1%5 TCATTGAGGTITGTGAGART GETTARGAGLEECARAC GCTCCCGTOGC TCARG TGEOGEGET
i e R e R R R R R R
MEO558958.1 ARG TGO R AR R R A R TT A GETCAT AT TGO AR AT TTTIGE TCTCGAGDGEEGTA
17-145 ARG TGO R AR R R A R TT A GETCAT AT TGO AR AT TTTIGE TCTCGAGDGEEGTA
B S S o O o S S A S S O S R S R R
MEO558958.1 FOE A ATTICGAGT O TAGE AR AT CGAT G GLARA GRACGL GOGAT CGRAGEGAR
17-15 FOG G ACATTIOGAGT O TAGGE AR AT CGAT GG GUARA GRACGL GOGAT CGRAGEGRA
o O S S A S R R R
MEO558958.1 AT GACTA AT T T O GA R T T T CRAT G TTCGC TTGT CGATACC ACCGOACTGET AGA
17-1%5 AT GACTA AT T T GAR T T T O T e T TORC TTGT CGATACC ACCEOACTGET AGA
L
MEO558958.1 T AT A G TG T AR O GA TGTCAGTAT GT TGACT TTGAGR AR TACCOCACCAGE
17-145 T AT A G TG T AR O GA TGTCAGTAT GT TGACT TTGAGR AR TACCOCACCAGE
B S S o O S S A R S R S R R
MEO558958.1 T TGO EEGAT T GAC A T AGAT ARG CTCAT TGTCGAGEAGA GTACT CACAGT GET
17-15 T TGETCGEGATT GACA TG AGAT ARG TCAT TGTCGAGEAGR GTACT CRCAGT GET
B S S o O S S A R S R S R R
MEO558958.1 CEACT TGO CAGAGT CRACG T O AT GACGACGRA CGTTALGETGAGICTIT GTICCTICCTT

17-1% CRACTT GO CAGRAGT A TEROC AT GACGACGR CATTAMGRTGAGTCTT GOCTOCCTC

L R kkk




55

EK 3. izolatlarn trikotesen mikotoksini iiretim profili tablosu.

Trikotesen Mikotoksini Uretim Profili

. B tipi A tipi
Kod Tir Kemotip Alt Kemotip
NIV DON 3-ADON 15-ADON UK NX-2

09-1 F. culmorum + - - C X
09-2 F. proliferatum + C X
10-2 F. proliferatum + - C X
12-1 F. culmorum + C X
14-1 F. culmorum + - - A X
14-2 F. proliferatum + - - C X
14-3 F. culmorum + + C X
14-4 F. proliferatum - - - X
14-5 F. proliferatum - - - X
14-6 F. graminearum + - + C X
14-7 F. graminearum + - + C X
14-8 F. proliferatum - - - X
14-9 F. culmorum + - - X
15-1 F. culmorum + C X
15-2 F. proliferatum + - - C X
15-3 F. culmorum + C X
15-4 F. proliferatum + + - C X
17-5 F. proliferatum + - - C X
17-6 F. culmorum + C X
17-7 F. culmorum + C X
17-8 F. culmorum + C X
17-9 F. graminearum + C X
17-11 F. graminearum + - - C X
17-12 F. proliferatum - - - X
17-14 F. graminearum + + C X
17-15 F. proliferatum + - C X
17-16 F. graminearum + - + C X
17-17 F. proliferatum + - - - X
17-18 F. proliferatum + - C X
17-19 F. oxysporum + - C X

F1 F. culmorum + + C -

F2 F. culmorum + + C -

F3 F. culmorum + + C -

F4 F. culmorum + + C -
F10 F. culmorum + + C -
F12 F. culmorum + + C -
F14 F. culmorum + + C -
F16 F. culmorum + + C -
F17 F. culmorum + + C -
F19 F. culmorum + + C -
F20 F. culmorum + + C -
F21 F. culmorum + + C -
F24 F. culmorum + + C -
8F F. culmorum + + C -
10F F. culmorum + + C -
11F F. culmorum + + C -
12F F. culmorum + + C -
13F F. culmorum + + C -
14F F. graminearum + + C X



https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1435761019
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EK 3 Devam: izolatlarin trikotesen mikotoksini iiretim profili tablosu.

20F F. culmorum + + C -
FgSh7 F. graminearum + + - -
FgSh1l4 | F. graminearum + + C -
FgShl5 | F. graminearum + + C -
FgM1 F. graminearum + *
FgM3 F. graminearum + *
FgM5 F. graminearum + *
FgM6 F. graminearum + *
FgM7 | F. graminearum + *
FgM9 F. graminearum + *
FgM10 | F. graminearum + *
Fg4 F. graminearum + *
Fg5 F. graminearum + *
Fgl8 F. graminearum + *
Fg56 F. graminearum + *
Fg165 F. graminearum + *
Fg170 F. graminearum + *
Fgl74 F. graminearum + *
FgSh4 F. graminearum + *
FgShs F. graminearum + *
FgSh10 | F. graminearum + *
FgT2 F. graminearum + *
FgT3 F. graminearum + *
FgT7 F. graminearum + *
FgT9 F. graminearum + *
FgT10 F. graminearum + *
FgT11 F. graminearum + b
FgT12 F. graminearum + *
FgT16 F. graminearum + *

UK: Trikotesen iiretim kapasitesi

C: N1-2/N1-2R primer ¢ifti ile tri5-tri6 intergenik bolgenin ¢ogaltimi ile 200 bg¢’lik ¢ogaltim
tiriinii vererek trikotesen iiretim kapasitesi agisindan ¢ok iiretici oldugu belirlenen izolatlar

A: 4056/3551 primer ¢ifti ile tri5-tri6 intergenik bolgenin gogaltimi ile 525 bg’lik gogaltim
iriinii vererek trikotesen iiretim kapasitesi acisindan az iiretici oldugu belirlenen izolatlar

*: NIV kemotipindeki bireylerde trikotesen iiretim kapasitesi agisindan az {iretim yaptigimi
belirleyici 4056/3551 primer ¢ifti ile PZR gergeklestirildi. Beklenen 525 bg¢ boyutlu ¢ogaltim
fragmentleri agaroz jel elektroforezinde gézlenmedi.

X: tril geninin TRIIF/R primer ¢ifti ile ¢ogaltimi sonucunda elde edilen 800 bg’lik
fragmentlerin Apol ile kesimi sonucunda NX-2’ya ait kesim profili elde edilememis izolatlar
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