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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

PROTHIOCONAZOLE’UN Fusarium’UN REFERANS SUSLARI
UZERINDEKI ETKILERININ HUCRESEL GOSTERIMIi

Mehmet ARSLAN

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman : Prof. Dr. Giilruh ALBAYRAK

Bu vyiiksek lisans tezi kapsaminda azol fungusit aktif bileseni protiokonazoliin ¢esitli bitki
tiirlerinde hastaliklara neden olan F. graminearum PH1 ve F. culmorum UK99 referans suslar1
iizerindeki etkileri hiicresel diizeyde (oksidatif stres, apoptoz, hiicre canlili§1 ve mikotoksin
iiretimi) arastirilmistir.

Protiokonazoliin minimum inhibitor konsantrasyonlar1 (MIK) PHI ve UK99 i¢in sirasiyla 1,2
pg/ml ve 1 pg/ml olarak belirlendi. Deneylerde PDA besi ortaminda yetistirilen kiiltiirler
kontrol grubu olarak kullanilirken, protiokonazoliin ¢Oziiclisii olan asetonu i¢eren besi
ortaminda yetistirilen kiiltiirler ise normalizasyon grubu olarak kullanildi. Protiokonazoliin ICz2s
ve 1Cso dozlar1 PH1 i¢in sirasiyla 0,3 pg/ml ve 0,6 pg/ml, UK99 i¢in ise 0,25 pg/ml ve 0,5 pg/ml
olarak hesaplandi. Bu dozlarm her iki referansta da radyal biiylime oranlarini azalttig1 belirlendi
(p<0,001). Bu aktif bilesigin spor liretimi iizerine etkisi, UK99 referansinin czapek dox broth
(CDB) besi ortamu kiiltiirlerinde gézlendi. ICso dozu, kontrole gére makrokonid uzunlugunda
(% 66) ve capinda (%123) artisa neden oldu (p<0,001). Protiokonazol tarafindan tetiklenenen
oksidatif stres ve apoptotik etkiler sirasiyla 2',7'-diklorodihidrofloresein diasetat (H.DCFDA)
boyamasi ve akridin turuncusu/etidyum bromiir (at/etbr) ikili boyamasi kullanilarak ters
floresan mikroskobunda hiicresel diizeyde goriintiilendi. Protiokonazol dozundaki artiga bagli
olarak PH1’de katalaz (IC25 igin %105; ICso i¢in %278) ve siiperoksit dismutaz (ICzs igin %48;
ICs0 i¢in %103) aktivitesinin arttirdigi belirlendi (p<0,001). Benzer sekilde, bu iki dozun
UK99’da siiperoksit dismutaz (ICzs icin %38; ICsp icin %84) aktivitesinde artisa neden
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olduklari saptandi (p<0,001). 1C2s dozu bu referansda katalaz aktivitesinde anlamli artisa (%52)
neden oldu (p<0,001). Protiokonazoliin hiicre canliligina etkileri WST-1 kullanilarak belirlendi.
PH1 referansi i¢in, protiokonazoliin ICzs5 ve 1Csg dozlar1 hiicre canliligini sirasiyla %40,2 ve
%53,82 oraninda azaltt1 (p<<0,001). 1C25 ve 1Cso protikonazol dozlar1 da UK99 un canli hiicre
sayisini %25,33 ve %41,93 oraninda azaltt1 (p<<0,001). Ayrica, protiokonazoliin UK99 referans
susunda deoksinivalenol (DON) iiretim miktarmni azalttig1 ince tabaka kromotografisinde (ITK)
gosterildi.

Yiiksek lisans tezi kapsaminda, protiokonazoliin F. graminearum PH1 ve F. culmorum UK99
referanslar1 iizerindeki etkilerinin hiicresel diizeyde gosterilmesi, fungisidal kimyasal
bilesenlerin aktive ettigi farkli mekanizmalarin bir hiicrede ger¢cek zamanli olarak
izlenebilecegini ortaya koymustur. Ek olarak, protiokonazoliin DON iiretimini baskiladigina
iliskin bulgular, halk saghigmnin korumasmda Fusarium fitopatojenleri ile miicadelede
kullanilacak fungisit aktif bilesenlerinin igeriginde mikotoksin iiretimini baskilayan bir ajanin
bulunmasinin 6nemini gostermesi bakimmdan 6nemlidir.

Eyliil 2020, 80 sayfa.

Anahtar kelimeler: Fusarium spp., oksidatif stres, apoptoz, antioksidan enzim, mikotoksin
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

CELLULAR DISPLAY OF THE EFFECTS OF PROTHIOCONAZOLE ON
Fusarium REFERENCE STRAINS

Mehmet ARSLAN

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Prof. Dr. Giilruh ALBAYRAK

In the context of this master thesis, the effects of the azole fungicide active ingredient
prothioconazole on F. graminearum PH1 and F. culmorum UK99 reference strains causing
diseases in various plant species were investigated at the cellular level (oxidative stress,
apoptosis, cell viability and mycotoxin production).

The minimum inhibitory concentrations (MIC) of prothioconazole were determined as 1,2
pug/ml and 1 pg/ml for PH1 and UK99, respectively. In the experiments, reference cultures
grown on PDA medium were represented as control group, while cultures grown on PDA
containing acetone, the solvent of prothioconazole, were used as normalization group. The 1C2s
and ICso doses of prothioconazole were calculated as 0,3 pg/ml and 0,6 pg/ml for PH1, 0,25
pg/ml and 0,5 pg/ml for UK99, respectively. These doses were determined to reduce radial
growth rates in both references (p<0,001). The effect of this active ingredient on spore
production was observed in UK99 reference grown on czapek dox broth (CDB) medium. The
ICso dose caused an increase in macroconidia size (%66) and diameter (%123) compared to the
control (p<0,001). Oxidative stress and apoptotic effects triggered by protioconazole were
visualized at cellular level under inverted fluorescence microscope using
2',7'dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.DCFDA) staining and acridine orange/ethidium
bromide (ao/etbr) dual staining.. It was determined that catalase (for 1Czs: %105; for 1Cso:
%278) and superoxide dismutase (for 1Czs: %48; for 1Cso: %103) activities increased in PH1
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due to the increase in the concentration of prothioconazole (p<0,001). Similarly, it was
determined that these two prothioconazole doses caused an increase in superoxide dismutase
(for 1Cas: %38; for 1Cso: %84) activity in UK99 (p <0,001). The ICas dose caused a significant
increase in catalase activity (%52) in this reference strain (p<0,001). The effect of
prothioconazole on cell viability were detected by using WST-1. For PH1 reference, I1Czs and
ICso protioconazole doses reduced cell viability at the rate of 40.2% and 53.82%, respectively.
IC2s5 and 1Cso doses of proticonazole also reduced the viable cell count of UK99 by 25.33% and
41.93% (p <0.001). In addition, protioconazole has been shown in thin layer chromatography
(TLC) to reduce the amount of deoxynivalenol (DON) production in UK99 reference strain.

Within the scope of the master's thesis, demonstration of the influences of prothioconazole on
F. graminearum PH1 and F. culmorum UKO99 references in cellular level revealed that different
mechanisms activated by fungicidal chemical compounds can be monitored in a cell, in real
time. In addition, the findings that protioconazole inhibits the DON production are important
in terms of demonstrating the importance of the presence of an agent that suppresses mycotoxin
production in the composition of fungicidal active ingredients to be used in the fight against
Fusarium phytopathogens in protecting public health.
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1. GIRIS

Fusarium tiirleri ekonomik 6neme sahip bitkilerde hastaliklara neden olarak ¢ok sayida iilkede
ekonomik agidan biiyiik kayiplara yol agmaktadir. Insanlar, uzun yillar boyunca bitkilerin
topraga ekim sirasini degistirerek, topragi daha sik araliklarla siirerek, sulama planlamasi
yaparak ve tarmm arazilerinde bulunan yabani otlar1 ortadan kaldirarak Fusarium spp. ile
miicadele etmeye ¢alismistir. Bu yaklagimlar Fusarium tiirleri ile miicadelede sinirli kalmis, bu
fitopatojenlerin neden oldugu hastaliklar ve yol actig1 ekonomik kayiplar giderek artmistir.
Giiniimiizde; bu tiirlerin yol a¢tig1 hastaliklara direngli bitki ¢esitleri gelistirilerek ve ekimleri
tesvik edilerek; rizomda bu tiirlere antogonist etkili mikroorganizmalarm yogunlugu
arttirilarak; gesitli aktif bilesenlerden olusan fungisit uygulamasi yapilarak Fusarium spp. ile
miicadelede edilebilmektedir. Ancak en ¢ok tercih edilen, en ekonomik ve en etkili olan yol
fungisit uygulamasidir (Van Der Kerk, 1969; Oros ve Ujvary, 1999; Geat ve Singh, 2016).

Gergeklestirilen yiiksek lisans tez ¢alismasinda fungisit aktif bileseni olan prothioconazole’iin
(protiokonazol) F. graminearum PHI ve F. culmorum UK99 suslar1 iizerinde etkili olan
minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIK) belirlendi. Bu degerin %25 (IC25) ve %50’sine
(I1Cs0) karsilik gelen dozlarinin uygulandig: kiiltiirlerde oksidatif stres ve apoptoz siiregleri
hiicresel diizeyde ters floresan mikroskobu ile goriintiilendi. Bu aktif bilesenin hiicredeki
onemli antioksidan enzimlerden katalaz (KAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) miktarinda
meydana getirdigi degisimler spektrofotometrik olarak izlendi. Ayrica bu azol tiirevinin hiicre
canliligina olan etkisi WST-1 analiziyle, deoksinivenol (DON) mikotoksini iiretimi tizerindeki
etkisi de ince tabaka kromotografisi (ITK) kullanilarak ortaya kondu. Tez kapsaminda
protiokonazoliin F. graminearum PH1 ve F. culmorum UK99’daki etkilerinin hiicresel diizeyde
belirlenmesi, farkli etki mekanizmasina sahip fungisit aktif bilesenlerinin Fusarium spp.’deki

etkilerinin hiicresel diizeyde incelenebilecegini gostermistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BITKI PATOJENI Fusarium spp.

Fusarium spp. taksonomik olarak Ascomycota boliimiinden, Sordariomycetidae sinifinin,
Hypocreales takiminin tiyesidir (Nelson ve dig., 1994). Fusarpum spp., kii¢iik taneli tahillarda,
sebze ve meyvelerde, endiistriyel ve siis bitkilerinde, hayvan ve insanlarda ¢esitli hastalik lara
neden olabilmekte ve ayrica trettikleri mikotoksinleri ile de insan ve hayvan sagligmni tehdit
edebilmektedir. Tarimda neden oldugu tiriin kayiplar1 ve iirettikleri mikotoksinler yoluyla halk
saghigina olan etkileri nedeniyle bitki patojeni Fusarium spp. calismalarin odak noktasi
olmustur. Bu ¢aligmalarda; tiirlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, mikotoksin {iretiminin
engellenmesi ve bitkilerde olusturduklar1 hastaliklarla miicadele yontemlerin gelistirilmesi

tizerine odaklanilmistir (Munkvold, 2017).

Toprakta bol miktarda bulunmasi, toprak yiizeyindeki olii bitki kalintilarmin {izerinde
yasayabilmesi ve bitkiye kok gibi topraga yakin kisimlarindan bulagsmasi1 nedeniyle Fusarium
spp. toprak kaynakli fitopatojenler arasinda gruplandirilmistir. Bazi tiirleri (F. culmorum, F.
moniliforme) ¢ok cesitli konak organizmalar iizerinde hastalik olustururken, bazi tiirleri (F.
coeruleum, F. eumartii) sadece belli bir konakta hastalik etmenidir. Hastalik belirtileri bitki ve
bitki kismina gore farklilik gostermektedir (Nelson ve dig., 1994). Fusarium spp.’nin yayilmasi
ve neden oldugu hastaliklarin siddeti; sicaklik ve nemde meydana gelen degismeler, glibreleme,
yabani otlarla miicadele yontemleri ve toprak biyotasi gibi faktorlerden etkilenmektedir (Xu ve
Nicholson 2009; Audenaert ve dig., 2014). Fusarium spp.’nin ¢ok farkli yilizeylerde
iireyebilmesi, iirettikleri sporlarin hava olaylar1 ile uzak mesafelere dagilmasi ve sporlarinin
olumsuz cevre kosullarinda uzun siire hayatta kalmasi, bu cinsin farkli cografik bolgelere

yayllmasma olanak saglamistir (Nelson ve dig., 1994).

Bo6lmeli ve dallanan hif yapisina sahip olan Fusarium spp. aseksiiel sporlar (mikrokonid,
makrokonid ve klamidyasporlar) aracilifiyla eseysiz olarak iiremektedir (Sekil 2.1).
Makrokonidler genelde hiflerden olusan sporodosyum adi verilen 6zel yapilar igerisinde
iretilmektedir. Egimli ve bolmeli yapiya sahip olan makrokonid ¢ok hiicrelidir. Mikrokonid,
hava hiflerinde, monofialidlerde ve polifialidlerde tiretilmektedir. Oval ve tek bolmeye sahip
olan mikrokonid genelde tek hiicrelidir. Kalin bir hiicre duvarina sahip olan klamidyaspor

hiflerin u¢ kisimlarinda tekli veya zincir halinde bulunmaktadir. Klamidyaspor uygun olmayan



cevre kosullarinda Fusarium spp’nin hayatta kalmasini saglamaktadir. Aseksiiel sporlar, uygun
cevre sartlar1 saglandiginda ¢imlenerek hifleri meydana getirmektedir (Nelson ve dig., 1994;
St-Germain ve dig., 1996). Fusarium spp. eseyli olarak {ireme yetenegine de sahiptir (Ma ve
dig., 2013). Fusarium spp.’de Mat 1-1 ve Mat 1-2 genlerinin bulunmasina bagli olarak iki farkli
esem tipi vardir. Haploid genomlarinda her iki esem tipine ait genleri (Mat 1-1 ve Mat 1-2)
birlikte bulunduran tiirler homotallik olarak adlandirilmaktadir. Bu tiirler farkli bir esem
tipindeki bireye ihtiya¢ duymadan kendi i¢inde zigot olusturarak eseyli olarak
tireyebilmektedir. Hetorotallik tiirler ise sadece bir esem tipine ait geni (Mat 1-1 veya Mat 1-2)
haploid genomlarinda bulundurmaktadir. Bu tiirler, sadece farkli esem tipine sahip bireylere
eseyli olarak iireyebilmektedir (Yun ve dig., 2000). Fusarium spp.’de hem homotallik hem
heterotallik tiirler bulunmaktadir. Eseyli tireme, erkek (anteridyum) hifin nukleusunun disi
(askogonyum) hife aktarilmasi ile iki hifin de nukleuslarmi igeren hiicrelerin (askus hiicreleri)
bulundugu yeni bir hif (askogen hif) yapismin olusmasiyla baslamaktadir (Trail, 2009).
Nukleuslarm bir arada bulundugu ancak birlesmedigi evre dikaryotik evre olarak
adlandirilmaktadir. Askus hiicrelerindeki nukleuslar birleserek zigotu meydana getirmektedir.
Zigot, mayoz bdliinme ile haploid sayida kromozom igeren dort nukleus olusturmaktadir.
Nukleuslarm her birinin mitoz boliinme gecirmesi sonucunda zigot i¢eresinde sekiz haploid
nukeus meydana gelmektedir. Her bir nukleusun bélmeler ile birbirinden ayrilmasi ile haploid
sayida kromozoma sahip sekiz askospor meydana gelmektedir (Sekil 2.1). Askosporlarin
olusumu ile diploid yasam dongiisiinden haploid yasam dongiisiine ge¢ilmektedir. (Ma ve dig.,
2013).

Fusarium mikotoksinleri fitopatojen tarafindan iiretilen sekonder metabolitlerdir. Bitkilerin
cogu bu sekonder metabolitlerin fonksiyonel gruplarma (hidroksil, tiol, amino ve karboksil)
malonil ve glikosil gibi bilesikler ekleyerek maskeli forma doniistiirmektedir. Bu sayede
bitkiler mikotoksinlerin yikici etkilerinden korunabilmektedir (Aldred ve Magan, 2004,
Berthiller ve dig., 2013). Fusarium spp. tarafindan en g¢ok iretilen mikotoksin gruplari
trikotesen (deoksinivalenol, nivalenol), fumonisin (fumonisin A1, fumonisin P1) ve
zearalenondur (Munkvold, 2017). Insan ve hayvanlarm bitkiler ve bitkisel iiriinlerde bulunan
bu mikotoksinlere maruz kalmalar1 kusma, istahsizlik gibi saglik sorunlar1 yagamalarma neden
olurken, diizenli olarak uzun siire bu mikotoksinlere maruz kalmalar1 nérolojik bozukluklar,

immiin yetmezlik ve kanserle sonuglanan ciddi saglik sorunlarina yol agabilmektedir (Bennett

ve Klich, 2003).
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Sekil 2.1: Fusarium spp.’de eseyli ve eseysiz tireme (Ma ve dig., 2013).

2.1.1. F. graminearum

F. graminearum arpa, bugday ve misir gibi ekonomik 6neme sahip kiigiik taneli tahillarda yikici
etkilere sahip Fusarium Basak Yanikligi (FBY) etmenidir (Matny, 2015). Bu fitopatojen
tarafindan iiretilen sporlar, riizgar, yagmur ve ¢esitli bocek tiirleri tarafindan tagmarak basaga
ulastirilmaktadir. Basaga ulasan sporlar, uygun iklim kosullarinda hizli bir sekilde ¢imlerek
enfeksiyonu baglatmaktadir (Bai ve Shaner, 2004). Zamanla tiim basak boyunca yayilarak
tanelerin biiziismesine ve burusmasina neden olmaktadir. (Champeil ve dig., 2004). F.
graminearum hemibiotrofik yasam dongiisiine sahiptir. Yapilan ¢aligmalar F. graminearum’un
bitkilerde, hastaligin baslangic asamalarinda degil hastaligin ilerledigi siirecte nekrozlu dokular
olusturdugunu ortaya koymustur (Kazan ve Gardiner, 2012).

F. graminearum yasam dongiisiiniin biiyiikk bir kismuini eseysiz lireyerek gecirmekle birlikte
eseyli iireme yoluyla da ¢ogalabilmektedir. Bu tiiriin olusturdugu makrokonidler orak seklinde
veya diiz yapida olup, hafif kavisli dorsal yiizeye sahiptir. Makrokonidin orta bolgesi hafifce
sigmis, uc kismlar1 ise bir nokta olusturacak sekilde bigimlenmistir. Genelde 5-6 adet bolmeye
sahiptir. Mikrokonid olusturmayan F. graminearum’da nadiran klamidyaspor yapisi
goriilmektedir (Zemankoa ve Lebeda, 2001). F. graminearum homotallik bir tiirdiir. Bu
fitopatojen haploid genomunda Mat 1-1 ve Mat 1-2 genlerini bulundurdugundan dolay farkli
esem tipindeki bireye ihtiyag duymadan da eseyli iireyebilmektedir (Trail, 2009).



2.1.2. F. culmorum

F. culmorum, arpa, bugday, yulaf gibi kii¢iik taneli tahillar basta olmak iizere seker pancari,
fasulye, pirasa gibi ¢ok ¢esitli bitklerde FBY, kok ve kok bogazi ¢iiriikliigii gibi hastaliklara
neden olan bitki patojenidir. Bu tiir, toprak biyotasindaki diger canlilarla yiiksek rekabet
kabiliyetine sahiptir (Hornok ve dig., 2007; Scherm ve dig., 2013). F. culmorum, bitkiye kokleri
vasitasiyla bulagmaktadir. Bu fitopatojen bitkiye ilk bulastiktiginda kisa bir biyotrofik evrenin
ardindan, bitki savunma sistemini inhibe edici ve bitki hiicre duvarmni parcalayici enzimleri ile
nekrotrofik evreye gegerek bitki dokularinda oliimlere neden olmaktadir. Bu tiir ayrica hasat
sonrasi patojeni olarak da bilinmektedir. Uygun kosullarda saklanmayan ve islenmemis tahil
tanelerini de enfekte etmektedir (Scherm ve dig., 2013).

F. culmorum eseysiz olarak iiremektedir. Bu tiiriin iirettigi makrokonidler kavisli, ince ¢eperli,
kisa, kiit uclu ve genistir, genelde 3-5 bolme icermektedir. Baz1 6zel kiiltiir kosullar1 disinda
mikrokonid iretmemektedir (Wagacha ve Muthomi 2007). Oval veya kiiresel sekilli

klamidyasporlar1 hiflerin u¢ kistminda tek basina veya kiimelenmis halde bulunmaktadir.
2.2. Fusarium ILE MUCADELE YONTEMLERI
2.2.1. Biyolojik Kontrol Yontemleri

Dogal ekosistemlerde Fusarium tiirlerinin neden oldugu hastaliklar nadiren salgin seviyesine
ulagsmaktadir. Bunun nedeni, bu tiir ekosistemlerde Fusarium spp. ile birlikte bulunan farkli
mikroorganizmalarm, Fusarium tiirlerinin tiremesini ve yayilmasini sinirlandirici etkilere sahip
olmasidir. Bu mikroorganizmalar, ortamda bulunan besin ve mineraller i¢in Fusarium spp. ile
rekabet ederek, cesitli sekonder metabolitler lireterek ve bitkinin savunma mekanizmalarini
aktive ederek etkilerini gostermektedir. Antagonist etki gdsteren bu mikroorganizmalarin
dogadan toplanarak Fusarium spp. tizerindeki etki mekanizmalarmin belirlenmesi ve Fusarium
spp.’nin kontroliinde etkin olarak kullanilmasi, Fusarium tiirleri ile biyolojik miicadele
arastrmalarimm odagmi olusturmaktadir (Schisler ve dig., 2002a). Fungisitlerin bitkiler
iizerinde uzun siireli kullaniminin ¢evreye, insan ve hayvan sagligina olumsuz etkileri vardir.
Dogadan elde edildiklerinden bu mikroorganizmalarin kullaniminin insan ve hayvan saghigma
etkilerinin fungisitlere gore daha az olacagi diisiniilmektedir (Xue ve dig., 2009). Antagonist
etki gosteren mikroorganizmalar, fungisitlerin yasal olarak kullanilamadig1 hasat Oncesi

donemde de kullanilabilmektedir (Wegulo ve dig., 2015). 21. yy’in basindan itibaren tarim



arazilerinde ve seralarda yapilan ¢alismalar ile; Bacillus spp. (Schisler ve dig., 2002b),
Pseudomonas spp. (Schisler ve dig., 2006), Streptomyces spp. (Palazzini ve dig., 2007) gibi
bakteri tiirlerinin ve Trichoderma spp. (Palazzini ve dig., 2007), Clonostachys spp. (Xue ve
dig., 2014a,b), Cryptococcus spp. (Schisler ve dig., 2011) gibi mantar tiirlerinin Fusarium
spp.’ye antagonist etki gosterdigi ve bu mikroorganizmalarla Fusarium tiirlerinin
biyokontroliiniin miimkiin olabileceg§i ortaya konmustur. Antagonist etki gosteren
mikroorganizmalarm basaga uygulanmasi FBY 'nin ilerlemesini yavaglatmaktadir (Xue ve dig.,
2014b). Bu mikroorganizmalar toprak ylizeyinde bulunan bikti kalintilarmin tizerine inokule
edildiginde Fusarium spp.’nin spor olusturmasini baskilamaktadir (Xue ve dig., 2014a). Bir
mikroorganizmanin biyokontrol ajani olarak tanimlanmasi i¢in bu tiire ait ¢cok sayida birey
taranmalidir. Sera ve tarla uygulamalarinda kullanilmak tizere yeterli sayida mikroorganizma
eldesi i¢cin dogru yetistirme ortami ve mikroorganizmalarin uzun siireli muhafazasini
saglayacak, raf Oomriinii uzatacak tasiyici ortam belirlenmelidir (Schisler ve dig., 2004).
Fusarium tiirleri ile miicadelede antagonist etki gdsteren mikroorganizmalarm kullanimi
alternatif bir yontem saglasa da etki mekanizmalar1 hakkinda smirli bilgi bulunmasi, saha
calismalarinda degisken sonuclar vermesi ve hastalik kontroliinde fungisitler kadar etkili
olamamasi nedeniyle giiniimiizde yaygin olarak kullanilmamaktadir (Pirgozliev ve dig., 2003;

McMullen ve dig., 2012).
2.2.2. Direngli Bitkilerin Kullanimi

Fusarium spp. ile miicadelede, bu fitopatojenin neden oldugu hastaliklara direngli bitkilerin
kullanim1 ekolojik ve ekonomik agidan verimli bir yaklasimdir. Calismalarda, bu hastaliklara
daha direncli bitkilerin geleneksel melezleme yontemleriyle eldesi lizerine odaklanilmistir
(Pirgozliev ve dig., 2003; Champeil ve dig., 2004). Bugdayda FBY ’ye kars1 bes farkli direng
tipinin oldugu ortaya konmustur. Enfeksiyonun baslamasina direngli olanlar tip I, enfeksiyonun
yayilmasina ve kolonize olmasina direngli olanlar tip II, toksin birikmesine direngli olanlar tip
III, yiiksek toksin konsantrasyonuna tolerans gdosterenler tip IV ve basakta enfeksiyon
olugmasma direngliler tip V olarak siniflandirilmistir (Schroeder ve Christensen, 1963; David
Miller ve Arnison, 1986; Wang ve Miller, 1988). FBY ye en fazla direng gosteren Sumai 3
(Cin), Frontana (Brezilya) ve Nobeokabouzu-komugi (Japonya) gibi ¢esitli bugday hatlar1 tiim
diinyada geleneksel melezleme ¢alismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Champeil ve

dig., 2004; Niwa ve dig., 2014). Ancak, klasik melezleme ¢aligmalari, hem yiiksek hastalik



direncine hem de yiiksek iiriin verimliligine sahip bitki ¢esitlerinin gelistirilmesinde yetersiz
kalmaktadir. Fusarium tiirlerinin neden oldugu hastaliklarla iliskili direng genlerinin
belirlenmesi ve genetik miithendisligi tekniklerinin kullanimi hastalik direncli transgenik
bitkilerin elde edilmesine olanak saglamistir. Bu alandaki genetik miihendisligi ¢aligmalari
bitkinin antifungal 6zellige sahip protein ve sekonder metabolitlerinin iiretiminin arttirilmast,
bir bitkideki direngle iligkili genlerin baska bir bitkiye aktarimi ve Fusarium tiirlerinin
mikotoksin tiretimini baskilayict veya mikotoksinleri yikici ajanlarin bitki tarafindan tiretiminin

saglanmasi gibi uygulamalar1 kapsamaktadir (Champeil ve dig., 2004).

Bitkilerdeki savunma ve diren¢ mekanizmasi; bitkinin bulundugu biiylime asamasina, sicaklik
ve nem gibi ¢evresel faktorlere ve bitkide bulunan direngle iligkili genlere baghdir. Cok sayida
faktoriin bitkideki diren¢ mekanizmasmi etkilemesi Fusarium tiirlerinin neden oldugu
hastaliklara tamamen direngli bitki tiirii eldesini smirlamistir. Bitkilerdeki hastalik direng
mekanizmalarinin  aydinlatilmasina yonelik olarak gerceklestirilen ve Dbitki-patojen
etkilesiminin molekiiler diizeyde incelendigi c¢alismalarmm bu hastaliklara daha direncli

bitkilerin gelistirilmesine olanak saglayacag diisiiniilmektedir (Bai ve Shaner, 2004).
2.2.3. Fungisit ve Fungisit Aktif Bilesenleri

Fungisit uygulamasi Fusarium spp.’nin neden oldugu hastaliklarla etkili ve hizli bir sekilde
miicadele edilmesi, {iriin kayiplarinin en aza indirilmesi i¢in uygulanan en etkili miicadele
yontemidir (Yang ve dig., 2011; Wegulo ve dig., 2015). Fungisitler, fitopatojenlerin
Oldiiriilmesinde veya tiremelerinin kontrol altina alinmasinda etkili olan fungisit aktif
bilesenlerini igermektedir. Fungisit aktif bilesenleri, fitopatojenin birden fazla biyokimyasal
yolagin1 inhibe edebildikleri gibi sadece tek bir biyokimyasal yolagi hedefleyen 6zgiin etki
mekanizmasma da sahip olabilmektedir. Ozgiin etki mekanizmasmna sahip fungisit aktif
bilesenlerin daha diisiik dozlar1 fitopatojenin kontrol altina alinmasinda etkili olabilmektedir

(Hermann ve Stenzel, 2019).

Fungisit aktif bilesenlerinin toprakta birikmesi hedef fitopatojenle miicadelenin yaninda
toprakta bulunan diger mikroorganizmalarin inhibisyonuyla da sonuglanmaktadir (Yang ve
dig., 2011). Birden fazla etki mekanizmasma sahip fungisit aktif bilesenleri, 6zgiin etki
mekanizmasina sahip fungisit aktif bilesenlerine gore toprakta bulunan diger

mikroorganizmalara daha fazla zarar vermektedir. Tarim arazilerinde fungisitlerin gereginden



fazla kullanimu, fitopatojenin aktif bilesen direnci gelistirmesi ile sonuglanabilmektedir. Ozgiin
etki mekanizmasmna sahip fungisit aktif bilesenleri i¢cin bu olasilik daha yiiksektir. Hem
fitopatojenlerin aktif bilesen direnci gelistirmesini hem de toprakta bulunan diger
mikroorganizmlarin zarar gérmesini onlemek i¢in fungisit igcerisindeki aktif bilesen miktarlar1

optimize edilmelidir (Hermann ve Stenzel, 2019).
2.2.3.1. Hiicre Solunumu Inhibe eden Fungisit Aktif Bilesenleri

Ozgiin etki mekanizmasma sahip fungisit aktif bilesenleri, hedefledikleri biyokimyasal
yolaklara gore siniflandirilmaktadir (Nabi ve dig., 2017). Hiicre solunumunu hedefleyenler,
mantarlarin solunum sisteminin ¢esitli basamaklarini inhibe ederek etki gosterdiklerinden ti¢

gruba ayrilmaktadir.

NADH oksidorediiktaz inhibitorii fungisit aktif bilesenleri, NADH oksidorediiktaz enziminin
aktivitesini durdurarak elektronlarin elektron tasima sistemine (ETS) girisini engelleyerek etkili
olurlar. Elektron akisinin durmasi, fitopatojenin 6liimii ile sonu¢lanmaktadir. Bu aktif bilesenler
stis bitkilerinde meydana gelen hastaliklarda etkili olarak kullanilmaktadir (Nabi ve dig., 2017).
Ticari olarak temin edilebilen tek NADH oksidorediiktaz inhibitorii fungisit aktif bileseni
diflumetorim, ilk defa 1997 yilinda siis bitkilerindeki ¢esitli mantar hastaliklarini tedavi etmek
amaciyla piyasaya siiriilmistiir (Fujii ve Takamura, 1998). NADH oksidorediiktaz inhibitorii
etkili fungisit aktif bilesenleri hakkinda smirli sayida aragtirma bulunmaktadir (Yang ve dig.,
2011). Bu aktif bilesenler, yiiksek maaliyeti ve toprakta bulunan diger mikroorganizmalara

yiiksek toksisite gostermeleri nedeniyle sinirli kullanim alanima sahiptir (Kuck ve dig., 2012).

Siiksinat dehidrogenaz inhibitorii (SDHI) fungisit aktif bilesenleri, siiksinat dehidrogenaz
enzimini inhibe ederek islevini yerine getirmesini engellemektedir. Siiksinat dehidrojenaz
enziminin inaktivasyonu, krebs dongiisiiniin aksamasma ve fitopatojenin Oliimiine neden
olmaktadir (Sierotzki ve Scalliet, 2013). Bu grubun ilk iiyesi olan karboksin 1966 yilinda
kullanilmaya baslanmistir (Von Schmeling ve dig., 1966). Karboksin, az sayida fitopatojen
iizerinde etkili oldugundan sadece tohumlarin hastaliklardan korunmasinda kullanilmistir. 2003
yil1 ve sonrasinda basta boskalid olmak tizere ¢cok sayida genis spektrumlu etkiye sahip SDHI
fungisit aktif bileseni piyasaya siirilmiistir (Sierotzki ve Scalliet, 2013). Siiksinat
dehidrongenaz c¢ok sayida canlida bulunan bir enzimdir. SDHI fungisit aktif bilesenlerinin

kullanimi fitopatojenlerin inhibasyonunun yani sira toprakta bulunan diger mikroorganizmalara



ve bitkilere de toksik etki gostermekte, hayvan ve insan sagligina zarar vermektedir. Bu nedenle

bu akitf bilesenlerin kullanim1 sinirlandirilmistir (Yang ve dig., 2011).

Strobulirin fungisit aktif bilesenleri, sitokrom b ile sitokrom c1 arasindaki elektron transferini
durdurmaktadir. ETS’deki elektron transferinin aksamasi, hiicre solunumunu durdurarak
fitopatojenin dliimiine neden olmaktadir (Balba, 2007). ilk strobulirin fungisit aktif bileseni,
1977 yilinda Anke ve arkadaslari tarafindan Strobilurus tenacellus mantarindan izole edilmistir
(Anke ve dig., 1977). Daha sonraki yillarda ¢ok sayida strobulirin fungisit aktif bileseni farkli
mantar tiirlerinden de elde edilmistir. Strobulirin fungisit aktif bilesenleri, Blumeria graminis
ve Erysiphe graminis gibi fitopatojenlerin neden oldugu hastaliklarla miicadelede etkin bir
sekilde kullanilmaktadir (Balba, 2007). Yapilan ¢alismalar, Fusarium spp.’nin neden oldugu
hastaliklarla miicadelede strobulirin fungisit aktif bilesenlerinin antifungal etkisinin diger
fungisit aktif bilesenlerine gore daha diisiik oldugunu ortaya koymustur. (Cromey ve dig., 2002;
Chala ve dig., 2003).

2.2.3.2. Hiicre Déngiisiine Etki Eden Fungisit Aktif Bilesenleri

Mikrotubiiller mitoz ve mayoz bdliinme, hiicre iskeletinin olusturulmasi ve hiicre i¢i madde
tasinmasinda gorev almaktadir. Mikrotiibiiller, o ve P yapisindaki tubilin proteinlerinden
olusmaktadir. Metil-2-benzimidazol karbamat (MBK) fungisit aktif bilesenleri, B-tubuline
baglanarak mikrotubiil olusumunu inhibe etmektedir. Mikrotubiil iiretiminin durmasi
fitopatojenin Gliimiine neden olmaktadir. (Vela-Corcia ve dig., 2018). MBK fungisit aktif
bilesenlerinin en 6nemli avantaji secici etki gostermeleridir. Yapilan ¢alismalar bu aktif
bilesenlerin bitki, hayvan ve insan hiicrelerindeki mikrotubiil olusumunu etkilemedigini, sadece
mantar hiicrelerinde inhibisyon etkili olduklarin1 gdstermistir. Bu nedenle toprakta bulunan
mantar disindaki diger mikroorganizmalara, bitki, hayvan ve insanlara zarar vermemektedirler.
MBK fungisit aktif bilesenleri, 1970'lerin basinda piyasaya siiriilmiistiir. Bu aktif bilesenler
arpa, bugday, yulaf, iiziim, muz gibi ¢ok sayida bitkide meydana gelen hastaliklarla miicadelede
yaygin olarak kullanilmigtir. Giiniimiize kadar Fusarium tiirleri dahil ¢ok sayida fitopatojen
MBK fungisit aktif bilesenlerine direng gelistirdiginden kullanim alan1 giderek daralmustir.
(Vela-Corcia ve dig., 2018; Dos Santos ve dig., 2019; Xu ve dig., 2019).
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2.2.3.3. Ergosterol Biyosentezi Inhibitorii Fungisit Aktif Bilesenleri

Mantarlar, bitki, hayvan ve insanlarda bulunmayan 6zgiin sterollere sahiptir. Bu durum bitki,
hayvan ve insanlara zararsiz olan ve sadece mantarlar1 etkileyen ¢ok ¢esitli kimyasal yapilara
ve yilkksek antifungal etkiye sahip fungisit aktif bilesenlerinin gelistirilmesine olanak
saglamigtir. Bir sterol olan ergosterol, mantar hiicre zarmin ana bilesenlerinden biridir
(Rodrigues, 2018; Liu ve dig., 2019). Demetilasyon inhibitorii (DMI) fungisit aktif bilesenleri,
cyp51 geni tarafindan kodlanan 14a-demetilaz enzimine baglanarak enzimin katalitik
aktivitesini inhibe etmektedir. 14a-demetilaz, ergosterol biyosentezi sirasinda 24-metilen-
dihidrolano-sterolden metil grubu kopararak 4,4-dimetilergosta-8,14,24(28)-trien-3-ol
olusumunu saglamaktadir. Bu enzimin inhibisyonu, ergosterol biyosentezinin durmasina yol
acmakta, bu durum da hiicre zarmin gegirgenliginin bozulmasi ile fitopatojenin 6liimiine neden
olmaktadir (Barrett-Bee ve Dixon, 1995; Stenzel ve Vors, 2019). Giiniimiizde ticari olarak
temin edilebilen fungisitlerin %30’unda DMI fungisit aktif bilesenleri bulunmaktadir.
Fitopatojenlerin neden oldugu hastaliklar1 hem tedavi edici hem de onleyici etkiye sahip olan
DMI fungisitleri dogada uzun siire bozulmadan kalmaktadir. Bu aktif bilesenler fitopatojenlerle
miicadelenin yani sira hayvan ve insanlarda hastalik yapan mantarlar iizerinde de yaygin olarak
kullanilmaktadir. DMI fungisit aktif bilesenleri bitkide iletim demetlerini kullanarak tiim bitki
kisimlarma ulagabilmektedir (Hermann ve Stenzel, 2019). Fitopatojenler; 14a-demetilazi
kodlayan cyp51 geninde meydana gelen mutasyonlar, cyp51 geninin ve zararli maddelerin
hiicreden uzaklastirilmasinda gorevli tasiyic1 proteinleri kodlayan genlerin anlatimlarmin
artmasi araciligryla DMI fungusit aktif bilesenlerine kars1 direng gelistirebilmektedir. Tarim
arazilerinde yapilan caligmalar fitopatojenlerin genellikle DMI fungisit aktif bilesenlerine
tamamen diren¢ kazanmadigini ancak sik uygulamalar sonucu duyarliligini kaybeden bu
patojenlerin daha yiikksek doz uygulamasi ile kontrol edilebildigini ortaya koymustur (Bolton
ve dig., 2012; Cools ve dig., 2013; Ronis ve dig., 2014; Zhang ve dig., 2020)

Azol fungisit aktif bilesenlerinin yapisinda 1,2,3-triazol (C2HsNa3) halkasi bulundurmaktadir.
1,2,3-triazol halkasmin varligi, bu aktif bilesenlerin diger DMI fungisit aktif bilesenlerine gore
daha yiiksek antifungal etkiye sahip olmasini saglamistir. 1,2,3-triazol halkasina eklenen farkls
gruplar aktif bilesigin fiziksel 6zelliklerini ve fitopatojenlerde meydana getirdigi etkileri
degistirebilmektedir. Azol fungisit aktif bilesenlerinin kesfiyle, fitopatojenlerle miicadelede
biiyiik ilerleme kaydedilmistir. Ik azol fungisit aktif bileseni olan triadimefon 1976 yilinda
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piyasaya siirilmiis ve daha sonralar1 yaprak benegi ve elma kiillenmesi gibi hastaliklara kars1

kullanilmistir (Stenzel ve Vors, 2019).
2.2.3.4. Protiokonazol

Azol fungisit aktif bilesenlerinin en yeni iiyesi olan protiokonazol (C14H15C12N3OS) 2004
yilinda Bayer CropScience tarafindan Proline® adiyla piyasaya siiriilmiistiir. Bu aktif bilesenin
IUPAC adi (RS)-2-[2-(1-klorosiklopropil)-3-(2-klorofenil)-2-hidroksipropil]-2,4-dihidro-
1,2,4-triazol-3-tion’dur (Liu ve Ding, 2019). Protiokonazoliin iki enantiyomer formu (R-
protiokonazol ve S-protiokonazol) bulunmaktadir (Sekil 2.2). Kolon kromotografisi
kullanilarak enantiyomerler birbirinden ayrilabilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, R-
protiokonazoliin antifungal etkisinin S-protiokonazolden daha fazla oldugunu gostermistir
(Zhai ve dig., 2019; Zhang ve dig., 2019). Ticari olarak temin edilebilir olan protiokonazoller
her iki enantiyomeri de esit miktarda bulundurmaktadir (Stenzel ve Vors, 2019). Protiokonazol
diger azol fungisit aktif bilesenlerinden farli olarak 1,2,3-triazoliin kiikiirt eklenmis formu olan
1,2,4-tirazol-3-tion halkasini igermektedir. Bu halka yapis1 protiokonazoliin 140-demetilaza
baglanma mekanizmasinin diger azol fungisit aktif bilesenlerinden farkli olmasina neden
olmaktadir (Parker ve dig., 2011). Bu sayede protiokonazol, diger azol fungisit aktif bileseniyle
capraz direng gostermemektedir. Protiokonazol, kii¢iik taneli tahillarda genis spekturumlu etki
gostermesi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu aktif bilesen yaprak benegi (etmen:
Mycosphaerella graminicola ve Pyrenophora tritici-repentis), elma kiillemesi (etmen:
Blumeria graminis) ve Fusarium basak yanikligi (etmen: Fusarium spp.) gibi ¢ok sayida
hastalikla miicadelede etkilidir (Stenzel ve Vors, 2019).

Protiokonazol iilkemizde Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan ruhsatlandirilmig 11 fungusitin
aktif bilesenidir ve bu fungusitler; bugday, arpa, pamuk, misir gibi ¢esitli bitkilerde gozlenen
farkli hastaliklarla miicadelede ve ayrica son yillarda azol grubu fungisit aktif bileseni olan
tebukonazol ile birlikte basak yanikligi ve kdk ve kok bogaz ciirtikliigii ile miicadelede etkin

olarak kullanilmaktadir.
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Sekil 2.2: Protikonazol enantiyomerleri.

2.3. OKSIDATIF STRES

Oksijenli solunum yapan hiicrelerde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip olan ve bu
nedenle de yiiksek reaktivite gosteren serbest radikaller olusmaktadir. Serbest radikaller,
radikal olmayan oksijen tiirleri ile birlikte hiicrede reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak
adlandirilmaktadir. Prokaryotlarda hiicre membrani, 6karyotlarda ise mitokondrideki oksijenli
solunum, endoplazmik retikulum ve kloroplast gibi organallerde gergeklesen reaksiyonlar
sonucunda ROT olusmaktadir. ROT ile ROT’un siipiiriilmesinden sorumlu antioksidan
savunma sistemleri arasindaki dengenin bozulmasi hiicrede oksidatif strese neden olmaktadir
(Burton ve Jauniaux, 2011). Toksik madde, 1s1, iyionize ve iyonize olmayan 1sinlar gibi ¢esitli
kimyasal ve fiziksel faktorler hiicrelerdeki ROT miktarmin artmasia yol agmaktadir. Maya ve
mantarlarda yapilan ¢alismalar oksidatif stresin hiicre 6liimlerine neden oldugunu gostermistir
(Aung-Htut ve dig., 2011). Hiicredeki en yaygin ROT; siiperoksit anyon radikali (O2~), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH")’dir (Cheeseman ve Slater, 1993; Thomas, 2000).

Sekil 2.3°’de ROT’larn birbirlerine doniistimii 6zetlenmistir.

H—:—
0, / 0, / H,0, 7—* OH->-— H,0
e e e’ e

Sekil 2.3: Hiicredeki reaktif oksijen tiirleri ve birbirlerine doniisiimii.

Hiicrede reaktivitesi yiiksek olan oksijen ETS’de son elektron alicist olarak gorev almaktadir.
Elektronlar ETS boyunca tamamen verimli tasmamadigi i¢in, ETS’de meydana gelen elektron

sizintilar1 molekiiler oksijene (O2) bir elektron eklenmesiyle O2~nin olusumu ile
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sonuglanmaktadir (Finaud ve dig., 2006). Okaryotik hiicrelerde O,™nin ana kaynagi
mitokondridir. Normal sartlarda, hiicreye alinan oksijenin %?2'si mitokondride suya
indirgenmek yerine Oz 'ye donistiiriilmektedir. Yiikii nedeniyle O~ mitokondri membrandan
gegemedigi icin matriksde kalmaktadir. O27, SOD enzimi tarafindan serbest radikal tasimayan
ve daha az reaktiviteye sahip H.O2’ye indirgenmektedir. Yiiksiiz olmasi sayesinde H>O> hiicre
ve organel membranlarindan gecebilmekte, ayrica H20: hiicrede sinyal iletim yolaklarinda
gorev alabilmektedir. H.O2, KAT ve glutatyon peroksidaz (GPx) gibi antioksidan enzimler
tarafindan HoO’ye ¢evirilmektedir. (Burton ve Jauniaux, 2011). Ancak Fenton ve Haber-Weiss
reaksiyonlar1 H2O>’den OH' radikali olusumuna yol agmaktadir (Sekil 2.4) (Kehrer, 2000). OH
radikali diger ROT’a gore daha yiiksek reaktiviteye sahip oldugundan hem hiicrede oksidatif
hasara yol agmakta hem de yakin ¢evredeki tiim biyolojik molekiillerle etkileserek yapilarini
bozmaktadir (Burton ve Jauniaux, 2011). OH’yi siipliren bir antioksidan enzim

bulunmamaktadir (Finaud ve dig., 2000).

H,0, + Cu"/Fe™? mmmmmmmp OH: + OH-+ Cu™?/Fe™® Fenton Reaksiyonu
0,"+H,0;, ey O, + OH-+OH- Haber—Weiss Reaksiyonu

Sekil 2.4: Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonlari.

2.3.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Hiicrede Meydana Getirdigi Hasarlar
2.3.1.1. Lipid Peroksidasyonu

ROT (6zellikle OH"), hiicre zarmnda ve fazla miktarda ¢coklu doymamis yag asidi yan zincirleri
iceren organellerin yapisinda bulunan lipidlerin peroksidasyonuna neden olmaktadir. ROT, yag
asidinin hidrokarbon yan zincirinden hidrojen atomunu kopararak lipid radikali (L)
olugturmaktadir (\VVolinsky ve Kinnunen., 2013). Ortamda bulunan oksijen, L' ile reaksiyona
girerek lipid peroksil radikali (LOO') olusmasina neden olmaktadwr. LOO’, komsu lipid
molekiilinden hidrojen atomu kopararak peroksidasyonun diger lipitlere yayilmasini
saglamaktadir. Lipid peroksidasyonu, hiicre membraninin biitiinliigiiniin bozulmasina ve
membrana bagli proteinlerin aktivitesini kaybetmesine neden olmaktadir.(Negre-Salvayre ve
dig., 2008). E vitamini gibi antioksidanlar LOO“’ya hidrojen atomu vererek lipid

peroksidasyonunu sonlandirmaktadir (Yin ve dig., 2011). Lipid peroksidasyonu sonucunda
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malondialdehit (MDA), propanal, heksanal gibi aldehitler olusmaktadir. MDA, tiyobarbitiirik
asit (TBA) ile kolayca reaksiyona girerek 1s1ma yapan bir kompleks olusturmasi sebebiyle lipid

peroksidasyonunun belirlenmesinde belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Aung-Htut ve dig., 2011).
2.3.1.2. Proteinlerin Yap1 Degisimleri

ROT hem hiicrede serbest halde bulunan hem de proteinlerin yapisina katilan amino asitlerden
hidrojen atomu kopararak amino asidin yapisinda radikallerin olugsmasina neden olmaktadir. Bu
radikaller de oksijenle reaksiyona girmekte ve alkil, alkil peroksil, alkil peroksit gibi radikalleri
meydana getirmektedir. Bu radikaller, ayn1 veya farkli proteinlerdeki amino asitlerle etkileserek
yeni radikalleri olusturmaktadir. Oksidasyonun yayilmasi proteinlerin yapisinda bozulmaya ve
islevlerini kaybetmelerine neden olmaktadir (Berlett ve Stadtman, 1997). Ayrica ROT, sistein
amino asidinin tiol gruplar1 ile etkileserek sisteninin yapisinda yiiksek reaktiviteye sahip
stilfenik asit yan zincirleri olusturarak siilfenik asit ve sistein amino asitleri arasinda disiilfit
baglar1 kurulmasima ve sonugta proteinlerin anormal katlanmalarma neden olmaktadir (Ezraty
ve dig., 2017). Anormal katlanan proteinler islevlerini gergeklestirememekte, hiicrede
birikmekte ve hatta hiicre 6liimiine bile neden olabilmektedir. ROT un proteinlere verdigi
hasarlar Western Blot ve ELISA gibi yontemler araciligiyla belirlenebilmektedir (Burton ve
Jauniaux, 2011).

2.3.1.3. DNA Hasarlar:

ROT, DNA citft ipliginde yer alan nukleotidlerin baz ve deoksiriboz yapi taslariyla etkilesime
girerek DNA’nin yapisinda bozulmalara neden olmaktadir. Deoksiribozdaki C-H baglaridan
hidrojen atomu kopararak karbon merkezli radikallerin olusumuna neden olmaktadir. (Aust ve
Eveleigh, 1999; Cooke ve dig., 2003). Deoksiribozdaki 4. ve 5. pozisyonda meydana gelen
karbon merkezli radikaller DNA’da iplik kiriklarina yol agmaktadir. ROT, pirimidin bazlarinin
karbon atomlar1 arasinda ¢ift bag olusumunu tetikleyerek veya timinden hidrojen atomunun
ayrilmasina yol agarak olusturduklar1 baz radikalleri ile niikleik asit yap1 degisikliklerine neden
olmaktadir (Aust ve Eveleigh, 1999). ROT’un histonlarin yapisinda meydana getirdigi
degisimler de kromatinin dogru katlanamamasma yol agarak DNA’nin onarimi ve
transkrpsiyonunda aksamaya neden olmaktadir. Mitokondri DNA’s1, ETS’ye olan yakmligi,
histon proteinlerinin bulunmamasi ve az sayda onarim mekanizmasina sahip olmasi nedeniyle

ROT’a kars1 savunmasizdir. Normal kosullarda mitokondri DNA’sinda mutasyonlar yaygidir
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ve nuklear DNA’ya gore on kata kadar daha fazla mutasyon meydana gelmektedir. Mitokondri
DNA’s1, ETS enzimlerinin alt birimleri de dahil olmak iizere bir¢ok proteini kodlamaktadir.
Mitokondri DNA’sindaki mutasyonlar enerji iretiminin bozulmasina yol agarak oksidatif strese
neden olmaktadir (Burton ve Jauniaux, 2011). ROT’un DNA’da meydana getirdigi hasarlar

kapiler elektroforez, sivi ve gaz kromotografisiyle belirlenebilmektedir (Guetens ve dig., 2002).
2.3.2. Antioksidan Savunma Sistemi

Hiicrede ROT un zararh etkilerinin 6nlenmesinden antioksidan enzimler ve enzimatik olmayan

antioksidanlar sorumludur. SOD, KAT ve GPx en 6nemli antioksidan enzimlerdir.

SOD, ROT’a kars1 antioksidan enzim savunma sisteminin ilk basamagmda bulunmaktadir.
SOD yiiksek reaktiviteye sahip O2"yi O2 ve H2O>’ye ¢evirmektedir (Sekil 2.5). Bu antioksidan
enzim mitokondri, kloroplast, peroksizom ve sitoplazmada bulunmaktadir. Hiicrede iki temel
SOD izoformu vardir. Sitoplazmada bulunan aktif bolgesinde bakir ve ¢inko metalleri tagiyan
bakir-¢inko SOD homodimer yapidadir. Bakir SOD’un katalitik aktivitesine, ¢inko atomu ise
enzimin kararliligma katki saglamaktadir. Manganez SOD ise aktif bdlgesinde manganez
metali tasiyan hetoromer yapili izoformdur. SOD, ETS de dahil bir ¢cok metabolik aktivite
sonucu olusan Oz ’nin indirgenmesinden sorumlu oldugundan hiicre i¢indeki en Onemli

antioksidan enzimlerden biridir (Bowler ve dig., 1992).

20, + 2H* =222y H,0, + O,

Sekil 2.5: SOD’un gergeklestirdigi reaksiyon.

KAT, memeli hiicrelerinin mitokondrileri hari¢ peroksizomlar basta olmak iizere ¢esitli hiicre
kisimlarinda bol miktarda bulunan, tetramerik yapili, hem grubu tasiyan antioksidan enzimdir.
ROT’a kars1 savunma hattinin ikinci basamaginda gorev alir (Chelikani ve dig., 2004). Bu
enzim, kendisine bagli olan hem grubunun i¢erdigi demir atomunu kullanarak SOD tarafindan
iiretilen H202’nin H20 ve O2’ye doniisiimiinden sorumludur (Sekil 2.6) (Ighodaro ve dig.,
2018). Ayrica KAT alkol, fenol ve formik asit gibi bilesiklerin hiicreye zararsiz hale
getirilmesinde de gorev almaktadir (Nordberg ve Arnér, 2001). Yiiksek verimliligi ve hiicre
icerisindeki alkol, fenol gibi bilesiklerin metabolize edilmesindeki roki nedeniyle KAT 6nemli
bir antioksidan enzimdir (Lledias ve dig., 1998).
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H,0, =2 2H,0 + O,

Sekil 2.6: KAT 1n gergeklestirdigi reaksiyon.

GPx, hidrojen wvericisi olarak glutatyonu (GSH) kullanarak H202’yi H>O’ya veya
hidroperoksitleri alkollere ¢eviren bir antioksidan enzimdir (Sekil 2.7) (Ighodaro ve dig., 2018).
Sitoplazmada ve mitokondride yaygin olarak bulunmaktadir. GPx enziminin iki temel izoformu
vardir. Aktif bolgesinde selenyum bulunduran selenyuma bagli glutatyon peroksidaz (Se-GPx)
izoformu, H20; ve organik hiperoksitlere kars: etkilidir. ikinci izoformu ise hidroperoksitlerin
metabolize edilmesinde gorev alan selenyum tagimayan GPx’dir (Cnubben ve dig., 2001). GPX,
hiicrede oksidatif stres olmadig1 durumlarda da H20: siipiiriiciisii olarak gorev yaparken KAT
sadece belli bir konsantrasyonun tstiinde H>O> varliginda (oksidatif stres durumunda) H>0-
stipiiriiciisii olarak gorev almaktadir (Nordberg ve Arnér, 2001). GPx, oksidatif stres olmadigi
kosullarda da aktif olmasi, lipit peroksidasyon iiriinlerinin siipiiriilmesinde etkin bir sekilde

gorev almasi nedeniyle 6nemli bir antioksidan enzimdir.

2GSG + H,0, =222y GSSG + H,0
2GSG + ROOH —=—p GSSG + ROH + H,0

Sekil 2.7: GPx’in gergeklestirdigi reaksiyonlar (ROOH: hidroperoksit, ROH: alkol GSSG: glutatyon
disiilfit).

ROT’un verdigi hasarlar1 6nlemede antioksidan enzimlere yardimci C vitamini (askorbik asit),
GSH, karetenoid ve a-tokoferol gibi ¢esitli enzimatik olmayan antioksidan 6zellikteki bilesikler
bulunmaktadir. Askorbik asit, O2” ve OH’nin siipiiriilmesinde, membranin lipit
peroksidasyonundan korunmasinda, askorbat peroksidaz ile birlikte H2O2’nin H20 ve Oz’ye
ceviriminde gorev almaktadir (Ahmad ve dig., 2010). Tiol grubu tasiyan GSH ise sitoplazmada
ve organellerde ROT un siipiiriilmesinde ve GPx ile H202’nin yikiminda gorev almaktadir
(Millar ve dig., 2003). Bitki ve alglerde bol miktarda bulunan a-tokoferol ise fotosentez sonrasi

olusan O2'nin giderilmesinde islevseldir (Ahmad ve dig., 2010).

Hiicrede meydana gelen oksidatif stres HoDCFDA gibi boyalar kullanilarak floresan
mikroskobunda hiicresel diizeyde belirlenebilmektedir. H-DCFDA hiicrede ROT ile reaksiyona
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girerek yesil renkli 1s31ma yapmaktadir. Hiicrede ROT miktar1 arttik¢a isimanin siddeti de
artmaktadir. Ayrica antioksidan enzimlerin miktarmdaki artis belirlenerek hiicrede olusan
oksidatif stres gosterilebilmektedir. Bu amacla SOD, KAT ve GPx gibi antioksidan enzimlerin
substratlar1 ile reaksiyona girmeleri saglanarak enzimlerin miktarlarindaki degisimler

spektrofotometrik olarak izlenebilmektedir (Haida ve Hakiman, 2019).
2.4. APOPTOZ

Programlanmis hiicre 6limii olarak tanimlanan apoptoz hiicre dongiisiiniin devamliliginin
saglanmasi, hasarli hiicrelerin kontrollii bicimde ortadan kaldirilmasi, biyotik ve abiyotik strese
uyum, homeostazin saglanmasi, bagisiklik sisteminin igleyisinin saglanmasi, embriyonik
gelisim gibi bir¢ok biyolojik siirecte 6nemli rol oynamaktadir (Elmore, 2007). Cok sayida
proteinin gorev aldig1 ve hiicre tarafindan siki bir sekilde kontrol edilen bu siireg ile ilgili
arastirmalar, sinyal mekanizmalarmin aydinlatilmas: ve proteinlerin etki mekanizmalarmin
tanimlanmas1 {izerine odaklanmistir (Sharon ve dig., 2009). Apoptoz programli olarak
yiiriitiilen, enerjiye bagl hiicre Olimiidiir (Zeiss, 2003). Hiicre igerisindeki kaspaz
proteinlerinin ve ATP’nin yetersiz oldugu durumlarda ilerleyen bu siire¢ diger bir hiicre 6 limii

stireci olan nekroza ¢evirebilmektedir (Denecker ve dig., 2001).

Apoptoz sirasinda hiicresel diizeyde meydana gelen degisiklikler elektron mikroskopisi ile
goriintiilenebilmistir (Hacker, 2000). Apoptoz siirecinin erken asamasinda, sitoplazmanin
yogunlastig1 ve organellerin birbirine yaklastig1 hiicre bliziismesi ve kromatinlerin yogunlastigi
piknoz, ve daha ileri asamada nukeus membraninin par¢alandigi, DNA fragmentlerinin hiicre
icerisine dagildig1 karyoreksis ile organelleri ve DNA fragmentlerini igeren apoptotik
cisimlerin meydana geldigi tomurcuklanma, hiicresel diizeyde izlenen apoptoz asamalaridir
(Kerr ve dig., 1972; Kurosaka ve dig 2003; Sharon ve dig., 2009). Hiicrede meydana gelen
apoptoz cesitli yontemler kullanilarak belirlenebilmektedir. Apoptotik sliregte olusan DNA
fragmentleri  jel elektroforezi  kullanilarak  gosterilebilmektedir.  Ayrica  akridin
turuncusu/etidyum bromiir (at/etbr) ikili boyasi gibi boyalarin kullanimiyla apoptoz floresan
mikroskobunda hiicresel diizeyde goriintiilenebilmektedir. At tiim hiicrelerin membranindan
gecmekte ve yesil renkli 1s1ma yapmaktadir. Etbr ise sadece hiicre membraninin gegirgenligi
bozulmus hiicrelere girerek kmrmizi renkli bir 1s1ma yapmaktadir. Saglikli hiicrelerin
membranindan sadece at gegebildiginden dolay1 bu hiicreler yesil bir 151ma yaparken apoptoza

girmis hiicrelerin membranlarindan hem at hem de etbr gecerek hiicre i¢ine girdiginden dolay1
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bu hiicreler turuncu 151ma yapmaktadir. Bu sayede apoptoza saglikli hiicreler ile apoptoza giren

hiicreler arasinda ayirim hiicresel diizeyde ortaya konmaktadir (Martinez ve dig., 2010) .

Mantarlarda, cesitli ¢cevresel etkiler veya iireme, yaslanma, patojen-konak etkilesimi gibi
stiregler apoptozu tetikleyebilmektedir. Mantarlardaki ana apoptotik siirecler memelilerdekine

benzer olarak gerceklestirilmektedir (Hamann ve dig., 2008).
2.4.1. Kaspaza Bagh Apoptoz

Kaspaza bagli apoptoz, sistein proteaz ailesine ait olan kaspazlarin gorev aldigi ekstrinsik veya
intrinsik yolaklarla baslayip infaz yolagiyla sonlanmaktadir. Ozgiin amino asit dizilerini
taniyarak proteinleri bu bolgelerden kesen kaspaz proteazlari, proenzim olarak sentezlenen ve
tanimlanmis 14 iiyesi bulunan proteaz grubudur (Knoblach ve dig., 2002). Oncii kaspazlar
olarak gruplanmis kaspaz 8 ve -9 ekstrinsik ve intrinsik yolaklarla aktive edilmektedir. Kaspaz
3, -6 ve -7 ise oncii kaspazlar tarafindan aktiflestirilmektedir (Zhang ve dig., 2004). Intrinsik ve
infaz apoptoz yolaklarinda gorev alan bazi proteinlerin homologlari mantarlarda da
tanimlanmistir. Ekstrinsik apoptoz yolaginda gorevli proteinlerin homologlarinin mantarlarda
bulunmamasi, mantarlarda ekstrinsik yolagin kullanilmadiginin ya da heniiz tanimlanmamis
proteinler tarafindan diizenlendiginin gostergesi olabilir (Sharon,ve dig., 2009). Homologlar1
bulunmayan bazi memeli apoptotik proteinlerinin mantarda heterolog {iretimi iizerine yapilan
calismalar, bu proteinlerin mantarlarda apoptozu tetikledigini ortaya koymustur. Bu ¢aligmalar,
memeli apoptotik proteinlerine islevsel olarak benzer proteinlerin mantarlarda da bulundugunu

diistindiirmistiir (Frohlich ve Madeo, 2000; Pol¢ic ve Forte, 2003; Hamann ve dig., 2008).
2.4.1.1. Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolak, dis kaynakli apoptotik sinyalinin hiicre membranindaki 6liim reseptdrleri
tarafindan hiicre icine iletildigi bir siiregtir. Bu reseptdrler, hiicre membraninin dis ylizeyindeki
tanima bdlgesi ve hiicre membraninin i¢ yiizeyinde yer alan 6liim domeninden olusmaktadir
(Bossen ve dig., 2006). Sinyal proteininin 6zgiin tanima bdlgesine baglanmasi, ekstrinsik yolagi
baglatmaktadir. Tanima bolgesine baglanan sinyal proteinine 6zgii adaptdr proteinler, 6liim
domenine baglanarak 6liim indiikleyici sinyal kompleksini olusturmaktadir. Adaptér proteinler,
proenzim formunda bulunan kaspaz 8 (prokaspaz 8)’in 6liim indiikleyici sinyal kompleksine
baglanarak aktiflesmesini saglamaktadir. Aktiflesen kaspaz 8, cellat kaspazlar1 aktiflestirerek
infaz yolaginin baslamasini saglamaktadir (Sekil 2.8) (Kim ve dig., 2004; Zhang ve dig., 2004).
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2.4.1.2. Intrinsik Yolak

Intrinsik yolagi, apoptozun mitokondriyal yolagi olarak da adlandirilmaktadir Apoptozu
baslatan sinyal hiicre i¢inde olusmaktadir (D’Arcy, 2019). Bazi biiyliime faktorleri, hormonlar
ve sitokinler gibi ajanlarin yoklugu; toksin, ROT, UV gibi zararl etkenlerin varligi mitokondri
membraninda 6zel bir por yapisinin olusmasina neden olmaktadir. Mitokondride bulunan
sitokrom ¢, bu pordan stoplazmaya ge¢mektedir (Cain ve dig., 2002; Zhang ve dig., 2004;
Brenner ve Mark, 2009). Sitokrom c, apoptik proteaz aktiflestirici faktor 1’e (APAF1)
baglanarak APAF1’in yapisinda degisiklige neden olmaktadir. APAF1’in yapisinda meydana
gelen degisiklikler, APAF1’1 diger APAF1’lere ve kaspazlara baglanabilir hala getirmektedir.
APAF1’ler bir araya gelerek apoptozom ad1 verilen kompleksleri olusturmaktadir (Acehan ve
dig., 2002). Apoptozomlar ¢ok sayida proenzim forumundaki kaspaz 9 (prokaspaz 9)’un
baglanip aktiflesebilecegi bolgeler icermektedir. Porkaspaz 9, apoptozama baglanarak
aktiflesmektedir. Aktiflesen kaspaz 9, cellat kaspazlar1 aktiflestirerek infaz yolagnin
baslamasini saglamaktadir (Sekil 2.8) (Elmore, 2007).

2.4.1.3. Infaz Yolag

Oncii kaspazlar tarafindan aktiflestirilen cellat kasplazlar, infaz yolagini baslatmaktadir. Cellat
kasplazlar, ¢esitli endonukleazlar1 ve proteazlar1 aktiflestirerek hiicredeki nukleik asitlerin ve
proteinlerin pargalanmasini saglamaktadir. Kaspaz 3 hiicrede bulunan en 6nemli cellat
kaspazdir. Kaspazla aktive edilen DNaz (KAED), apoptoza girmemis bir hiicrede inhibitdriine
bagli ve inaktif formda bulunmaktadir. Kaspaz 3, KAED inhibitoriinden ayirarak aktiflesmesini
saglamaktadir. Aktiflesen KAED, nukleusdaki kromozomal DNA'y1 parcalayarak kromatinin
yogunlagsmasima neden olmaktadwr (Sakahira ve dig., 1998). Kaspaz 3 apoptotik cisimlerin
olusmasma yardimci olmaktadir. Ayrica hiicre iskeletinin par¢alanmasina, hiicre i¢i sinyal

iletiminin ve hiicre dongiisiilin bozulmasina yol agmaktadir (Elmore, 2007).



20

Ekstrinsik Yolak Intrinsik Yolak
('}b Sinyal Protein1

{1

| | /—Olum Reseptori
Radyasyon, toksin, UV, ROT
Prokaspaz 8

----- @ Sitokrom ¢

0
/ ]
() °

e p
v Apoptozom|
& ° & {2‘1—1- e
» o 7xt A)r]
Kaspaz 8 JQ oy O
paz o VRV — /"0 %
APAFI P
4 J
Kaspaz 9
(4 e
Dt O
Kaspaz 3.6, 7 /Kaspaz 3,6,7
L Apoptoz

Sekil 2.8: Kaspaza bagi apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolaklari.

2.4.2. Kaspazdan Bagimsiz Apoptoz

Mitokondride bulunan bazi proteinler, kaspazlar1 aktive etmeden de apoptozu baslatmaktadir.
Evrimsel olarak korunmus bir flavoprotein olan apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve G
endonukleazi gibi proteinler, mitokondri membraninin zarar goérmesi sonucu veya instirinsik
yolakta oldugu gibi mitokondride 6zel bir por yapisi araciligiyla stoplazmaya ge¢mektedir
(Susin ve dig., 1999). AIF ve G endonukleazi, nukleusa gecerek DNA’nin pargalanmasina
neden olmaktadir (Zhang ve dig., 2002; Cregan ve dig., 2004; Tait ve Green, 2008).

Giinlimiizde farkli etki mekanizmalarina sahip ¢ok sayidaki fungisit aktif bilegeninin Fusarium
spp. tizerindeki etkili dozlar1 arastirilarak ortaya konmustur. Ancak bu bilesenlerin hiicresel
diizeyde yol actiklar etkilerin gosterimi sinirl kalmistir. Gergeklestirilen yiiksek lisans tezinde
fungusit aktif bileseni olan protiokonazoliin F. graminearum PH1 ve F. culmorum UK99
iizerindeki etkilerinin hiicresel diizeydeki etkileri arastirilmig, mikotoksinlerden DON f{iretimi

tizerine etkisi test edilerek halk sagliginin korunmasindaki rolii irdelenmistir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Fusarium REFERANS SUSLARININ URETIiMi

Fungisit aktif bilesen etkisi Dog. Dr. Tapani Yli-Mattila (Turku Universitesi) ve Dr. Pierre
Hellin’in (Louvain Katolik Universitesi) degerli katkilar1 ile Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir koleksiyonuna kazandirilan F. graminearum
PH1 ve F. culmorum UK99 referans suslari tizerinde arastirildi. Her iki referans sus orneklerine
ait gliserol stoklar1 sentetik nutrient agar (SNA) besi ortami (Tablo 3.1) kullanilarak 25°C’de
%350 nemde giindiiz/gece (16/8 saat) dongiilii biiyiitme kabininde 7 giin’de canlandirildi. Suslar,
patates dekstroz agar (PDA) besi ortaminda (Tablo 3.1) giindiiz/gece (16/8 saat) dongiilii
biiyiitme kabininde 25°C’de % 50 nem varliginda 7 giin siire ile iiretildi. Referans suslar, spor
morfolojisinin hiicresel gdsterimi i¢in sentetik nutirent broth (SNB) ve czapek dox broth (CDB)
besi ortamlarinda, oksidatif stresin hiicresel gésterimi i¢in ise CDB besi ortaminda 25°C’de 120

rpm hizda 7 giin siire ile iiretildi.

Tablo 3.1: Fusarium suglarmin iiretiminde kullanilan besi ortamlar1 ve igerikleri.

Besi Ortami Bilesenler Derisim (g/1)
KH2PO4 1
KCI 0,5
KNO; 1
Sentetik Nutrient Agar (SNA) Glukoz 0,2
Sukroz 0,2
MgSO4.7H20 0,5
Agar 20
KH2PO4 1
KCI 0,5
Sentetik Nutrient Broth (SNB) é’:&s’z 012
Sukroz 0,2
MgS04.7H20 0,5
Patates Dekstorz Agar (PDA) Patates dz\l;ztioz ozutu ;g
Sukroz 30
KCI 0,5
NB.NO3 3
Czapek Dox Broth (CDB) FesSO, 0,01
K2HPO4 1

MgSO. 05
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3.2. FUNGAL UREMEYi INHiBE EDEN PROTIKONAZOL DOZUNUN VE
DOGRUSAL BUYUME HIZININ BELIRLENMESI

Saf protikonazol bilesiginin (Sigma; 34232) Fusarium referans suslar1 tizerindeki minimum
inhibitor konsantrasyonunu (MIK) belirlemek i¢in farkli derisimlerde protikonazol iceren PDA
besi ortamlar1 (0,1-10 pg/ml) hazirlandi. Normalizasyon grubunu temsil eden kiiltiirler, aktif
bilesigin ¢oziindiigli derisimdeki ¢6zgeni iceren besi ortaminda (PDA) kiiltiirlendi. Negatif
kontrol ise sadece PDA besi ortaminda kiiltiirlenen referans suslarla kuruldu. Canlandirilip
zengin besi ortaminda yukarida anlatildig1 gibi iiretilen kiiltiirlerden 0,25 cm?lik alandan
miselyum 6rnegi alind1 ve deney grubu, normalizasyon grubu ve negatif kontrol gruplarmin
olusturulmasi i¢in ekim yapildi. Kiiltiirler 7 giin siire ile yukarida belirtilen kosullarda inkiibe

edilerek fungal iireme saglandi.

Protikonazoliin F. graminearum PH1 ve F. culmorum UK99 referans suslarinda iiremeyi
durduran derisimi MIK degeri olarak kayit edildi. MIK’1n %25 (IC25) ve %50’si (ICxo)
hesaplanarak bu derisimlerde protikonazol eklenmis PDA’da, normalizasyon ve negatif kontrol
grubunda tiretilen kiiltiirlerin 3., 5. ve 7. giinlerinde radyal lireme ¢aplar1 6l¢iildii. Dogrusal
bliylime hizlarmi temsil eden ortalama degerler standart hatalar1 ile birlikte hesaplandi.

Deneyler ii¢ biyolojik ve teknik tekrarh olarak gergeklestirildi.
3.3. HUCRESEL GOSTERIM
3.3.1. Protikonazoliin Spor Morfolojisine Etkisinin Isikk Mikroskobunda incelenmesi

Fusarium referans suslarma ait ICzs, 1Cso deney gruplari ile ¢dzgen igeren normalizasyon
kiiltiirleri CDB siv1 besi ortaminda negatif kontrol grubu ise SNB (Tablo 3.1) besi ortaminda
25°C’de 120 rpm’de 7 siin siire ile kiiltiirlendi. Miselyumlarm gazli bez araciligiyla tutulmasi
ve sporlar1 iceren siiziintiiniin ayirilmasi saglandi. Hiicreler 13000 rpm’de 5 dk siire ile
gerceklestirilen santrifiijleme ile ¢oktiiriildii. Hiicre dis1 kalintilar 1,5 ml fosfat tamponu tuzu
(PBS) (Tablo 3.2) ile iki kere yikama islemi ile uzaklastirildi. Hiicreler 500 ul PBS’de % 4
paraformaldehid ve % 0,1 Triton X-100 ile 90 dk karanlikta tutularak sabitlendi. Sabitleyici
ajanlar 1,5 ml PBS ile yikanarak (iki kere) uzaklastirildi. Sporlar 100 pl PBS’de siispanse
edildikten sonra Olympus BX-53 151k mikroskobu ile goriintiilendi. Spor (100 adet) boy ve

caplar1 “Olympus cellsens 1.9” programi yardimiyla 6l¢iildii.
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3.3.2. Oksidatif Stresin Floresan Mikroskobu ile Hiicresel Gosterimi

Fusarium referans suslariin ICzs, 1Csp deney gruplari ile kontrol ve normalizasyon kiiltiirleri
10 ml CDB besi ortaminda (Tablo 3.1) kuruldu ve 25°C’de 120 rpm hizdaki g¢alkalayici
inkiibatorde iretildi. Yedi giiniin ardindan CDB’ye 10 pl (2,45 mg/ml) Ho.DCFDA eklendikten
sonra 25°C 120 rpm hizda 60 dk beklendi. Hiicreler 13000 rpm’de 5 dk siire ile gergeklestirilen
santriftijle ¢oktiiriildii. Fazla boya 1,5 ml PBS (Tablo 3.2) ile iki kere yikanarak uzaklastirilda.
Goriintiilemenin hemen 6ncesinde hiicrelerin tizerine 100 pul PBS ve 100 pl glukoz (10 mM)
eklendi. Protikonazoliin hiicrelerde meydana getirdigi oksidatif stres seviyeleri Carl Zeiss Axio
Observer ters floresan mikroskobunda FITC filtresi (494/518 nm) ile yapilan inceleme

sonucunda goriintiilendi.
3.3.3. Apoptozun Floresan Mikroskobu ile Hiicresel Gosterimi

Kontrol ve normalizasyon gruplari ile ICzs, 1Csp derigsimlerinde protikonazol eklenmis PDA’da
iiretilen kiiltiirler, 500 pl PBS ile ependorflara aktarildi (Tablo 3.2). Elde edilen hiicrelere % 4
paraformaldehid ve % 0,1 Triton X-100 eklendi. Hiicreler karanlikta oda sicakliginda 90 dk
siire ile inkiibe edilerek sabitlendi. Sabitlenen hiicreler, 13000 rpm’de 5 dk boyunca
santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Cokelti, ortamdaki hiicre dis1 kalintilarin ve sabitleyici ajanlarin
uzaklastirilmast amaciyla 1,5 ml PBS ile iki kere yikandi. Uzerine 100 pl PBS ve 5 pl at/etbr
ikili boyasi eklenerek (Tablo 2) oda sicakliginda 5 dk inkiibe edildi. Hiicreler, fazla boyay1
uzaklastirmak amaciyla 1,5 ml PBS ile iki kere yikandiktan sonra 100 pl PBS ile siispanse
edildi. Protikonazoliin apoptotik etkisi, ters floresan mikroskobunda GFP (At 502/526 nm, Etbr
510/595 nm) ve Texas RED (595/613 nm) filtreleri ile goriintiilendi.

Tablo 3.2: Floresan goriintiilemede kullanilacak bilesenler ve derigimleri.

Bilesenler Derisim
K2HPO4 1,19/l
Fosfat Taponu Tuzu KH2PO4 0,32 g/l
NaCl 8,59/l
At 60 pg/mi
EtBr 100 pg/ml

AUEtBr
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3.4. PROTEIN IZOLASYONU VE PROTEIN DERiSIMININ BELIRLENMESI

Deney, kontrol ve normalizasyon gruplarinda iiretilen suslarin toplanan 0,5 gram miselyum
ornegi 0,1 M fosfat tamponu (0,1M Na;HPO4;0,1M NaH.POa) eklenerek havanda homojenize
edildi. Elde edilen homojenat, +4°C 15000 rpm’de 30 dk santrifiij edildi. Ust s1v1 (ham 6ziit)

protein derisiminin belirlenmesi, KAT ve SOD enzim aktivite tayinlerinde kullanild.

Protein derigimi, Lowry metodu kullanilarak belirlendi (Lowry ve dig., 1951). Standart olarak
kullanilan s1gir serum albiimini (BSA) uygulanacak yontemin duyarlilik sinirlarina (100-8000
ug/ml) gore farkl derisimlerde (250, 500, 1000, 2000, 4000, 8000 pug/ml) hazirlandi. Steril su
ile 10 kat sulandirilmis 0,1 ml ham 6ziit ve 0,1 ml BSA {izerine 0,1 ml baz ¢ozeltisi eklendi
(Tablo 4). Normalizasyon 0,1 M fosfat tamponu ile yapildi. Elde edilen karisim, 10 dk boyunca
kaynar su banyosunda inkiibe edildikten sonra oda sicakligina gelinceye kadar sogumaya
brrakildi. Karisimlara 1’er ml kompleks olusturma reaktifi eklendi (Tablo 3.4). Karisim oda
sicakliginda 10 dk bekletildikten sonra iizerine 100 pl folin belirteci ilave edildi (Tablo 3.3).
Oda sicakliginda 30 dk inkiibasyonun ardindan spektrofotometrede karigimim 550 nm dalga
boyundaki absorbans degerleri 6lgiildii. “Microsoft Excel 2016” programi kullanilarak X
ekseninde BSA derisimleri ve Y ekseninde ise BSA karisimlarinin 550 nm’de oOlgiilen
absorbans degerleri olacak sekilde bir standart grafigi ve bu grafigin denklemi olusturuldu.
Grafigin denklemi kullanilarak kontrol, normalizasyon ve deney gruplarmin protein miktarlari

belirlendi.

Tablo 3.3: Protein derisiminin belirlenmesinde kullanilan ¢ozeltiler.

Bilesenler Derisim
Baz cozeltisi NaOH 2N
A NA,CO3 %2 (W/V)
B CuS04.5H,0 %1 (W/v)
C N82C4H40e.2H20 %2 (W/V)
A %98 (V/V)
olusgggglstjktiﬁ B %1 (viv)
C %1 (VIV)
Folin Belirteci Folin-Ciocalteau IN

3.5. ANTIOKSIDAN ENZIiM AKTIiVITESI TAYINi

Calisma kapsaminda KAT ve SOD enzimlerinin aktivite degerleri ekstre edilen ham protein

ozutinde belirlendi.
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3.5.1. KAT Aktivitesi Testi

KAT enzim aktivitesi H2O2’nin derigiminin azalmasina bagli olarak spektrofotometrik olarak
240 nm dalga boyunda okunan absorbans degerlerindeki degisim izlenerek belirlendi. Bu
amagla oncelikle 112,2 pl fosfat tamponu (50 mM; pH 7.2) ve 80 ul H202 (40 mM) iceren
reaksiyon karisimi 30°C’de 2,5 dk inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon, reaksiyon karigimina
6,8 ul ham 6ziit eklenerek baslatildi. Enzim aktivitesi, 240 nm’de 2 dk boyunca absorbans
Olgiilerek belirlendi. KAT aktivitesi, 1 mg ham protein oziitiiniin 240 nm dalga boyunda
dakikada okunan toplam absorbans miktar1 (AA240/dk/mg protein) olarak ifade edildi.

3.5.2. SOD Aktivitesi Testi

Stiperoksit radikali, nitroblue tetrozolium (NBT) ile reaksiyona girdiginde renkli formazan
kristallerini olusturmaktadir. Reaksiyon ortamindaki SOD, siiperoksit radikallerini
uzaklagtirarak renkli formazan kristali olusumunu engeller. SOD enzim aktivitesindeki degisim
560 nm dalga boyundaki absorbans degerlerinin spektrofotometrik 6l¢iimii ile belirlendi. SOD
aktivitesini belirlemek i¢in 3 pl ham 6ziit ve kor 6rnek (0,1 M fosfat tamponu) tizerine NBT
iceren 197 pl substrat tamponu eklendi (Tablo 3.4). Karigim 15 dk boyunca 15 W floresan 151k
altinda bekletildikten sonra 560 nm’de absorbans Ol¢iildii. Tiim ornekler icin % inhibisyon

degeri, denklem (3.1)’den yararlanilarak hesaplandi.

ornek absorbans degeri X100

% inhibisyon degeri = (3.1)

kor absorbans degeri

Tablo 3.4: SOD aktivitesinin belirlenmesinde kullanilan ¢6zeltiler.

Bilesenler Derisim
I-metionin 13 mM
NBT 25 mM
Substrat Tamponu EDTA 0,1 mM
Fosfat Tamponu 50 mM
Riboflavin 2 uM

3.6. HUCRE TOKSISITE TESTIi

WST-1 gibi tetrazolyum tuzlar1 hiicrede bulunan dehidrogenaz enzimleri ile suda ¢éziinmeyen

formazan kristallerine c¢evirilmektedir. Bu kristallerin miktari, spektrofotometrik olarak
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belirlenebilmektedir. Hiicre sayisindaki degisim 450 nm dalga boyundaki absorbans
degerlerinin spektrofotometrik 6l¢iimii ile belirlendi. 1C2s, 1Cso dozlarinda protiokonazol igeren
PDA besi ortaminda iiretilen kiiltiirlerden, kontrol ve normalizasyon gruplarindan alinan
1cm?’lik kesitler 3 ml PBS’de (Tablo 3.2) ¢ozdiiriildiikten sonra miselyum (100 pl) ve kor
olarak kullanilacak 100 ul PBS iizerine 10 pl WST-1 eklenerek, 25°C 120 rpm’de 4 saat inkiibe
edildi. Iinkiibasyonun ardindan 450 nm dalga boyunda spektral 6l¢iim alind1. Tiim 6rnekler i¢in
yiizde hiicre canlilig1, denklem (3.2)’den yararlanilarak hesaplanda.

0rnek absorbans degeri X100

% hiicre canliligl = (3.2)

kontrol absorbans degeri

3.7. DON MIiKOTOKSIN iZOLASYONU VE INCE TABAKA KROMATOGRAFISIi

Protiokonazoliin mikotoksin {iretimi tizerindeki etkisi DON mikotoksini izole edilerek izlendi.
Deney, kontrol ve normalizasyon gruplarinda iiretilen suslarin toplanan 0,1 g miselyum 6rnegi
etil asetat (5 ml) ile homojenize edildi. Etil asetat 4°C’de 5000 xg’de 5 dk siire ile
gerceklestirilen santriflij ile uzaklastirildi. Homojenat asetonitril (100 pl) ile siispanse edildi.
ITK’de sabit faz olarak silika jel, hareketli faz olarak asetat:toluen (1:1), reaktif madde olarak
etanol:aliiminyum kloriir (99:1) kullanildi. Ornekler, DON referansi (Sigma; 34134) ile birlikte
10 ul hacimde silika jele yiiklendi ve 60 dk yiritildii. Silika jel kurutuldu ve tizerine
etanol:aliiminyum kloriir (99:1 (w/v)) karisimi sprey yardimiyla uygulandi. Silika jel plakalari
365 nm’de UV 151k altinda incelendi. Orneklerin Rf (retention factor) degerleri denklem 3.3’den

yararlanilarak hesaplandi.

ornegin yuridigi mesafe
Rf = g g f

(3.3)

" hareketli fazin yuriudigi mesafe
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4. BULGULAR

4.1. FUNGAL UREMENIN iNHiBiSYONU VE DOGRUSAL BUYUME HIZLARI iLE
iLGILi BULGULAR

Protiokonazoliin 0,1 pg/ml derisimi iceren PDA besi ortamindaki F. graminearum PH1
referansinin kiiltiirlerinde radyal iireme c¢apmin ortalamasi iigiincii giinde 6,65 cm olarak
oOlgtildii. Besinci giinde ¢ap ortalamasi 9 cm degerine ulasti. F. culmorum UK99 susunda ise
ticlincli giinde ortalama degerin 7,7 cm oldugu ve besinci giinde yine 9 cm ortalama cap
degerine ulastig1 kayit altina alindi. Aktif bilesigin bu derisiminin her iki referans susun iiremesi
iizerinde etkisi olmadig1 ortaya kondu. Bu degerler kontrol gruplarma ait Ol¢limlerle

karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir fark olmadig: da gosterildi (p>0,05).

Besi ortamma eklenen 1 pg/ml derisimdeki protiokonazokin, UK99 susunun iiremesini
durdurdugu belirlendi. Protiokonazoliin MIK degerlerinin UK99 referansi i¢in 1 ug/ml
oldugunu ortaya kondu. Bu derisimdeki aktif maddenin 7. giinde PHI1’in {iremesini
durdurmadigi, ancak tiiremeyi negatif kontrole gore % 80 oraninda azalttigi belirlendi
(p<0,001). PH1 susunda iiremeyi tamamen durduran protiokonazol derisiminin ise 1,2 pg/ml
oldugu denemelerle saptandi. Sonug olarak protiokonazoliin MIK degerlerinin PH1 igin 1,2

pg/ml oldugu ortaya kondu (Sekil 4.1).

Protiokonazoliin 1C2s ve 1Cso degerleri PHI igin sirasiyla 0,3 pg/ml ve 0,6 ug/ml; UK99 igin
ise sirastyla 0,25 pg/ml ve 0,5 pg/ml olarak hesaplandi. Aktif bilesigin belirlenen derisimlerini
iceren deney gruplar1 ve aktif bilesigin ¢dziiciisiiniin bulundugu normalizasyon grubunu temsil
eden besi ortaminda iiretildiklerinde (PH1 i¢in Sekil 4.1 A, UK99 i¢in Sekil 4.1 B) olgiilen
radyal tireme ¢aplar1 (Tablo 4.1 ve Tablo 4.2) MIK; IC2s ve ICsp dozlarmmin dogru dozlar
oldugunu teyid etti.



28

Negatif
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Sekil 4.1: A) F. graminearum PH1 ve B) F. culmorum UK99 referans suslarmin kontrol, normalizasyon
ve deney gruplarina ait 7 gilinliik kiiltiirlerdeki tireme durumlari.

Her iki referansin aktif madde uygulanmamis PDA besi ortami kullanilarak hazirlanan
kiiltiirlerinde radyal {ireme c¢apinin besinci giinde 9 cm ¢apina ulastigi, tiglincii giinde PH1
referansinin 7 cm, UK99’un ise 8 cm ¢apa sahip oldugu goézlendi (Tablo 4.1). Protiokonazol
uygulamasinin iiremeyi azalttigi, aktif bilesik derisiminin artis1 ile referanslarin radyal tireme
¢aplarinda azalmanin oldugu ortaya kondu. Aktif bilesigin IC2s ve 1Cso derisimlerini igeren
PDA besi ortamindaki radyal lireme ¢aplarinin ortalamalar1 kontrol grubununkiler ile birlikte
standart hata degerleri ile Tablo 4.1°de verildi. PH1 referansi ICos degerindeki protiokonazol
varliginda ii¢lincii glinde ortalama 4,75 cm, besinci giinde 6,7 cm ve yedinci giinde de ancak
6,93 cm radyal iireme ¢apina ulastl. 1Cso degerindeki protiokonazol varliginda radyal tireme

ticlincii glinde ortalama 2,6 cm, besinci giinde de 2,83 cm ve yedinci giinde de 3,15 cm olarak
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belirlendi. UK99 referansi ICas protiokonazol varliginda ii¢iincii giinde 3,53 c¢m, besinci giinde
3,7 cm ve yedinci giinde 4,6 cm radyal iireme ¢apina sahip iken, 1Cso protiokonazolde iigiincii
giinde 1,85 cm, besinci giinde de 2 cm ve yedinci giinde 2,2 cm radyal ¢ap degerlerini verdi.
Protiokonazoliin yedi giinliik kiiltiirlerinde kontrol grubu ¢ap degerleri arasinda fark olmayan
(p>0,05) referanslardan UK99’da iiremeyi daha fazla inhibe ettigi, sonug itibar1 ile aktif

bilesigin F. culmorum tiirtinii F. graminearum tiiriinden daha fazla etkiledigi ortaya kondu.

Tablo 4.1: F. graminearum PH1 ve F. culmorum UK99 referans irklarmin kontrol (NK) grubunda ve
MIK;, ICzs ve ICs dozlarinda protiokonazol eklenmis deney gruplarinin 3, 5 ve 7 giinliik kiiltlirlerinde
olciilen radyal lireme ¢aplarmin ortalamalar1 ve standart hata (SH) degerler.

X Radyal Ureme Cap1 + SH (cm)

Tiir Sus Grup  Derisim (ng/ml) 3. giin 5.giin 7. giin

NK - 7.00£020  9,00:0,00  9,00+0,00

F graminearum PHL 1S 0,30 475:008  6,7:033  6.93+0.45

: 1Cso 0,60 2,60£0,23  2,83+0,18  3,15£0,20
MIK 1,20 E ; ;

NK - 8.0020,12  9,00:0.00  9,00+0,00

ICas 0,25 3,53£029  3,70+028  4,60+0,28

F. culmorum  EUES" — 0,50 1.85£0.04  2.0040,06  2,20+0,04
MIK 1,00 - i ;

Tez g¢alismasi kapsaminda protiokonazolin 1Czs, 1Csp ve MIK’lerinin hazirlanmasinda
kullanilan aktif bilesigin organik ¢oziiclisiiniin referanslar iizerindeki etkisinin de arastirildigi
denemeler gerceklestirildi. Yapilan hesaplamalar PH1 referansi i¢in protiokonazoliin sirasiyla
% 0,003, % 0,006, % 0,012 (v/v) aseton kullanilarak; UK99 i¢in de % 0,0025, % 0,005 ve %
0,01 (v/v) aseton kullanilarak ¢oziildiigiini ortaya koydu. Her iki referansin bu oranlarda
¢oziicli iceren PDA besi ortamlarindaki 3, 5 ve 7 giinliik kiiltiirlerde 6lgiilen radyal iireme

¢aplarmin ortalama degerleri ve hesaplanan standart hatalar1 Tablo 4.2’de verildi.
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Tablo 4.2: Protiokonazoliin ICz, ICsp ve MIK dozlarini ¢ézmede kullanilan aseton (v/v) igeren
normalizasyon grubu i¢in hazirlanan besi ortaminda iiretilen Fusarium suslarindan 3., 5. ve 7. giinde
Ol¢giilen radyal tireme gaplarinin ortalamalari ve standart hata (SH) degerleri.

Radyal Ureme Cap1 = SH (cm)
3. giin 5. giin 7. giin

Sus Grup Derisim (%; v/v)

ICys 0,0030 6,45+0,21 940,00 9+0,00

PH1 I1Cs0o 0,0060 7,00+0,09  9+0,00 9+0,00
MIK 0,0120 6,45+0,09  9+0,00 9+0,00

I1Cys 0,0025 7,90+0,20  9+0,00 9+0,00

UK99 1Cso 0,0050 8,30+0,23  9+0,00 9+0,00
MIK 0,0100 8,35+0,04 9+0,00 9+0,00

Gergeklestirilen tiim denemelerde PH1 referansi i¢in aktif bilesigin, uygulanan 1Cso dozunun
¢Oziilmesinde kullanilan % 0,006 aseton derisimini, UK99 referansi i¢in de % 0,005 aseton

derisimini i¢eren deneme gruplar1 ¢alismanin normalizasyon grubunu temsil etti.

Veriler tek yonlii ANOVA testi ile istatistiksel olarak degerlendirildiginde hem PH1 (Sekil 4.2
A) hem de UK99 (Sekil 4.3 A) referanslarinin deney gruplarindaki radyal iireme ¢aplarmdaki
azalisin kontrole gore ve ayrica 1Czs ve ICso dozlar arasindaki ¢ap farkinin anlamli (p<0,001)
oldugunu da ortaya koydu. Istatistiksel analiz aynm1 zamanda 1Czs, ICso ve MIK dozlarindaki
protiokonazolii ¢6zmek i¢in kullanilan aseton derisimlerinin negatif kontrol grubuna gére hem
PH1 (Sekil 4.2 B) hem de UK99 (Sekil 4.3 B) referanslarinda radyal iireme ¢apimi etkilemedigi
iic giinde belirlenen ortalama ¢ap degerleri arasindaki farkin da istatistiksel olarak anlamli

olmadigi (p>0,05) gozlendi.

Aseton organik ¢oziiciisiiniin hesaplanan oranlarda besi ortamina eklenmesi durumunda her iki
referansin iiremesi lizerinde olumsuz bir etkiye sahip olmadigi ortaya kondu. Bulgular
protiokonazol ¢6zgenininin fitopatojenin biiyiimesini etkilemedigi gosterilirken, aktif bilesigin

Fusarium tiirlerinde biiylime inhibitorii etkisini ortaya koydu.
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Sekil 4.2: F graminearum PH1 referansinin kontrol, deney (A) Ve normalizasyon gruplarinin (B) 3, 5
ve 7 giinliik kiiltiirlerinde belirlenen radyal lireme ¢ap degisimlerinin grafikle gosterimi.

Z
=

[
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Radyal Ureme Gapi (cm)
Radyal Ureme Gapi (cm)
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Negatif Kontrol 0,3 pg/mi 0,6 pg/mi 1,2 pg/mi %0,003 v/v %0,006 v/v %0,012 v/v
protiokonazol protiokonazol protiokonazo! Aseton Aseton Aseton
m3.gin m5gin m7.gln m3gin m5gin m7.gUn

Sekil 4.3: F culmorum UK99 referansinin kontrol, deney (A) ve normalizasyon gruplarmin (B) 3, 5 ve
7 giinliik kiiltiirlerinde belirlenen radyal {ireme ¢ap degisimlerinin grafikle gosterimi.

4.2. PROTIOKONAZOL ETKIiSININ HUCRESEL DUZEYDE GOSTERIMi
4.2.1. Spor Morfolojisine Etkisinin Mikroskobik Gosterimi

Fusarium referans suslarma ait IC2s, 1Cso deney gruplari ile ¢dzgen igeren normalizasyon
kiiltiirlerinin spor iretimi tesvik edildikten sonra 151k mikroskobunda yapilan goézlemler;
PH1’in CDB besi ortam1 kullanilarak hazirlanan hem deney hem de normalizasyon gruplarinda
spor tiretmedigi; UK99 referansinin ise normalizasyon grubunda spor iiretmedigi, deney
gruplarindan ise sadece ICsp dozunda protiokonazol igeren bu besi ortaminda {irettigi ortaya
koydu (Sekil 4.4). SNB besi ortami kullanilarak kurulan kiilttirlerden elde edilen makrokonid
sporlar kontrol grubu spor yapilarinin goriintiilenmesinde kullanildi (bkz. 3.3.1). UK99’un ICa2s
dozunun bu tiirde sporulasyonu engelledigi, kullanilan ICsq dozunda ise makrokonid spor

yapilarmin tiretildigi ancak spor morfolojilerinde degisime neden oldugu saptandu.
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Sekil 4.4: F. culmorum UK99 referans susunun; A) SNB besi ortaminda iirettigi makrokonid spor
yapilarmin, B) protiokonazoliin ICsp dozu uygulanmig CDB besi ortaminda {irettigi makrokonid spor
yapilarinin 151k mikroskobu altinda 10 X biiyiitme ile goriintiileri.

Goriintli alan1 igerisinde rastgele segilen 100 spora ait uzunluk ve cap degerleri Slgiiliip
ortalamalar1 hesaplandi. UK99un kontrol spor boyunun 16,07 um, ¢apinin ise 4,33 um oldugu,
ICs0 doz uygulamasinda ise spor boyunun 26,68 um, ¢apmin da 9,67 pm oldugu belirlendi.
Protiokonazol etkisi ile spor boylarinda uzama, caplarinda ise genisleme meydana geldigi
ortaya kondu. Spor boylari ve ¢aplarina ait ortalama degerler standart hatalar1 ile birlikte Tablo
4.3’te verildi.

Tablo 4.3: SNB besi ortamui (kontrol) ve ICso dozunda protikonazol igeren CDB besi ortaminda iiretilen
F. culmorum UK99 referansinin makrokonid sporlarinin dlgiilen boy ve ¢aplarina ait ortalama degerleri
(SH: standart hata).

Tiir Sus Uygulama Boy + SH (um) Cap + SH (um)
E culmorum  UK99 Kontrol (SNB) 16,07 £0,16 4,33 +0,036
' 0,5 ng/ml protiokonazol 26,68 £ 0,45 9,67+ 0,16

ICs0 dozundaki protiokonazoliin, UK99 referansinin {iirettigi makrokonid spor yapilarmin
uzunluklar1 ve ¢aplarinda, kontrol grubu (SNB besi ortaminda kiiltlirlenen) sporlarina gore,
strastyla % 66 ve % 123 oraninda artisa neden oldugu saptandi. Protiokonazol konsantrasyonu
etkisiyle UK99’un spor boyu ve ¢apindaki artisin, t testi analizi ile istatiksel olarak anlamli
oldugu (p<0,001) da gosterildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: SNB besi ortamu (kontrol) ve ICso dozunda protikonazol iceren CDB besi ortamindaki F.
culmorum UK99 Kkiiltiirlerinin iirettigi makrokonid sporlarina ait boy ve ¢ap Olgiimlerinin ortalama
degerlerinin istatistiksel analizinin grafikle gdsterimi.

4.2.2. Oksidatif Stresin Hiicresel Gosterimi

H2DCFDA boyasi oksidatif stres altindaki hiicrenin, floresan mikroskobunda parlak yesil 1s1ma
yapmasi araciliiyla goriintiillenmesini saglamaktadir. Floresan 1s1ma miktar1 da oksidatif stres
diizeyi artis1 ile artmakta ve renk daha parlak gézlenmektedir. Gergeklestirilen ¢alismada her
iki referansin normalizasyon ve negatif kontrol gruplarindan toplanan miselyumlarin
H2DCFDA boyasi ile muamelesinin ardindan soluk yesil 1s1ma yapmasi, Sadece deney
gruplarindan elde edilen parlak yesil 151ma aktif bilesigin hiicrelerde oksidatif strese yol agarak
etkili oldugunu ortaya koydu (Sekil 4.6). Hem PH1 hem de UK99’da ICso dozu
uygulamasindaki 1s1ma miktarinin ICzs’den fazla gdzlenmesi artan aktif bilesik dozunun artan

oksidatif stresle sonuglandiginin hiicresel diizeyde gostergesidir.



Sekil 4.6: (1) Kontrol ve (2) normalizasyon gruplari ile birlikte, (3) IC2s ve (4) 1Cso protiokonazol
dozuna maruz kalan PH1 (A) ve UK99 (B) referans suslarma ait miselyumlarin ve 1Cso protiokonazol
dozuna maruz kalan UK99 referansi tarafindan {iretilen makrokonid sporlarmmn H:DCFDA boyamasi
sonucu 151k mikroskobunda sporlarin 10X ve hiflerin 20X biiylitmeli objektifi ile gergeklestirilen
inceleme goriintiileri ve floresan mikroskobunda* FITC filtresi (494/518 nm) ile alinan floresan 1s1ma
gortntiileri.

4.2.3. Apoptozun Hiicresel Gosterimi

At/etbr boyasi apoptoz siirecine giden hiicrenin floresan mikroskobu incelemelerinde turuncu
renkte 1s1ma yaparak ayirt edilmesini saglamaktadir. Calisma kapsaminda protiokonazoliin 1Cxs
ve 1Cso dozlarna maruz kalan hiicrelerin at/etbr boyama yonteminden sonra floresan
mikroskobu incelemesinde turuncu renk 1sima yaptigi gozlendi (Sekil 4.7). Her iki
protiokonazol dozunun (IC2s ve 1Cso) da apoptotik siireci tetikledigi ortaya kondu.
Normalizasyon grubundaki sadece aseton etkisinde birakilmis hiicrelerde ve kontrol grubunda

apoptoz yolagmin etkinlesmedigi yesil 1s1ma yayimlamalar1 ile saptandi. Sonug olarak
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protiokonazol aktif bilesiginin hiicreleri apoptotik siirece gotiirerek etkili oldugu hiicresel

diizeyde gosterildi.

1A

2A

3A

Sekil 4.7: (1) Kontrol ve (2) normalizasyon gruplari ile birlikte, (3) IC2s ve (4) 1Cso protiokonazol
dozuna maruz kalan PH1 (A) ve UK99 (B) referans suslarina ait miselyumlarin at/etbr boyamasi sonucu

151k mikroskobunda 20X biiyiitmeli objektifi ile gerceklestirilen inceleme goriintiileri ve floresan
mikroskobunda* GFP (At 502/526 nm, EtBr 510/595 nm) ve Texas RED (595/613 nm) filtreleri ile
alinan floresan 1s1ma goriintiileri.

4.3. PROTIOKONAZOLUN ANTIOKSIiDAN ENZIM AKTIiVIiTE DEGiSIMLERINE
ETKISI iLE ILGILI BULGULAR

4.3.1. KAT Enzim Aktivite Bulgulan

Kontrol, normalizasyon ve deney gruplarinda 7 giin boyunca iretilmis kiiltiirlerdeki KAT
enzim aktiviteleri 3.5.1°deki yonteme gore belirlenerek ii¢ biyolojik tekrardan elde edilen
verilerin ortalama degerleri ve standart hatalari hesaplanarak Tablo 4.4’de 6zetlendi. PH1
referansinin PDA ve % 0,006 aseton iceren besi ortamindaki kiiltiirlerinde KAT aktviteleri
sirastyla 3,10+0,19 ve 3,13+0,27 AAz40/dk/mg protein olarak hesaplandi. 0,3 ve 0,6 pg/ml
protiokonazol (IC2s ve 1Csp) uygulanan kiiltiirlerde ise aktiviteleri sirasiyla 6,38+0,22 ve
11,73+0,63 AA240/dk/mg protein olarak bulundu.
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UKO909 referansi i¢in enzim aktiviteleri kontrol ve normalizasyon (% 0,005 aseton uygulanmis)
gruplarma ait kiiltiirlerle birlikte 0,25 ve 0,5 pg/ml protiokonazol uygulanmis kiiltiirlerde
sirastyla 3,12+0,10; 3,13+0,09; 4,77+0,085 ve 3,38+0,072 AA240/dk/mg protein idi.

Tablo 4.4: Kontrol, normalizasyon ve deney gruplarinda 7 giin siire ile kiiltirlenmis PH1 ve UK99
referanslarindan belirlenen KAT enzim aktivitelerinin (AAz40 /dk/mg protein) ortalama degerleri (SH:
standart hata).

Tiir Sus  Uygulama Enzim Aktivitesi £ SH

Negatif Kontrol 3,10+0,19

F. graminearum  PH1 % 0,006 Aseton 3,13 £0,27
' 0,3 pg/ml 6,38 +0,22
0,6 pg/ml 11,73 +£0,63

Negatif Kontrol 3,12+0,10

% 0,005 Aseton 3,13+ 0,09

F. culmorum — UK99 =55 g/ml 4,77 + 0,085
0,5 pg/ml 3,38 +£0,072

F. graminearum PH1 referansinda protiokonazol konsantrasyon artigina paralel olarak KAT
aktivitesinde artis oldugu belirlendi. Kontrol grubuna gére ICzs ve I1Cso dozlarinda sirasiyla
%105 ve %278 oraninda artisin gerceklestigi saptandi. En yiiksek KAT aktivitesine 1Cso
dozunda ulagildi. Tek yonli ANOVA ile deney gruplarindaki katalaz aktivitesindeki artigin
kontrole gore anlamli oldugu ayrica ICzs ve 1Cso dozlar1 arasindaki aktivite farkinin da anlaml
oldugu belirlendi (p<0,001). Kontrol ile normalizasyon gruplar1 arasindaki enzim aktivitesi
farki istatiksel olarak anlamli (p>0,05) bulunmadi. Uygulamalar ile enzim aktiviteleri
arasindaki iliski grafik halinde Sekil 4.8 A’da gosterildi.

F. culmorum UK99 referansinda da protiokonazol KAT aktivitesinde artisa neden oldu. En
yiiksek enzim aktivitesine I1C2s dozunda ulasildi. ICzs ve ICso dozlarindaki enzim aktivitesi
degisim oranmnin kontrole gore swrasiyla %52 ve %8 oldugu belirlendi. Tek yonli ANOVA
kontrol grubuna gore 1C2s dozundaki KAT aktivitesi artiginin anlamli oldugunu ortaya koydu
(p<0,001). Kontrol, normalizasyon ve ICso deney gruplar1 arasindaki enzim aktivite farkinin
istatiksel olarak anlamli olmadig1 (p>0,05) saptandi. Uygulamalar ile enzim aktivite degisimleri
arasindaki iliski Sekil 4.8 B’de grafikle gdsterildi. Sonug olarak aktif bilesigin hiicrelerde neden
oldugu oksidatif stres etkisi, antioksidan enzimlerden KAT aktivitesi degisimleri ortaya

konarak gosterildi.
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Sekil 4.8: A) F. graminearum PH1 B) F. culmorum UK99 referans suslarmin kontrol, normalizasyon
ve deney gruplarmin 7 ginlik kiiltiirlerinden belirlenen KAT aktivitesi degisimlerinin grafikle
gosterimi.

4.3.2. SOD Aktivite Bulgular

Kontrol, normalizasyon ve deney gruplarinda 7 giin boyunca iiretilmis kiltiirlerdeki SOD
aktiviteleri 3.5.2°deki’deki yonteme gore belirlenerek ilic biyolojik tekrardan elde edilen
verilerin ortalama degerleri ve standart hatalar1 hesaplanarak Tablo 4.5’te 6zetlendi. PH1
referansinin PDA ve % 0,006 aseton iceren besi ortamindaki kiiltiirlerinde % inhibisyon
degerleri sirasiyla 8,42+0,17 ve 8,4+0,14 olarak hesaplandi. 0,3 ve 0,6 pg/ml protiokonazol
(I1C25 ve ICsp) uygulanan kiiltiirlerde ise sirasiyla 12,47+0,21 ve 17,15+0,18 olarak bulundu.

UK99 referanst i¢in % inhibisyon degeri kontrol ve normalizasyon (% 0,005 aseton
uygulanmis) gruplarma ait kiiltiirlerle birlikte 0,25 ve 0,5 pg/ml protiokonazol uygulanmis
kiiltiirlerde sirasiyla 9,2040,25; 9,19+0,19; 12,70+0,22 ve 16,96+0,26 olarak hesaglandi. Her
iki referans susta en yiiksek % inhibisyon degerleri protiokonazoliin ICso dozunun kullanildig:

kiiltirlerden elde edildi.
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Tablo 4.5: Kontrol, normalizasyon ve deney gruplarinda 7 giin siire ile kiiltiirlenmis F. graminearum
PH1 ve F. culmorum UK99 referanslarindan belirlenen SOD enzim aktivitelerini ifade eeden %
inhibisyon degerleri (SH: standart hata).

Tiir Sus  Uygulama % Inhibisyon+SH
Negatif Kontrol 8,42+ 0,17
F. graminearum PH1 % 0,006 Aseton 8,40 £0,14
0,3 pg/ml 12,47 £0,21
0,6 pg/ml 17,15+£0,18
Negatif Kontrol 9,20+ 0,25
% 0,005 Aseton 9,19+ 0,19
F. culmorum UK99 0.25 ug/ml 1270+ 0,22
0,5 pg/ml 16,96 + 0,26

F. graminearum PH1 referansinda protiokonazol konsantrasyonu arttikca SOD enzim
aktivitesinde de artis oldugu, kontrole gore ICzs dozunun %48 ve 1Cso dozunun da %103
oraninda artisa neden oldugu saptandi. En yiiksek SOD aktivitesine ICso deney grubunda
ulagildi. Tek yoliit ANOVA ile deney gruplarinin SOD aktivitesindeki artigin ve ICzs ile 1Cso
arasindaki SOD aktivite farkinin anlamli (p<0,001) oldugu ortaya kondu. Kontrol ve
normalizasyon gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli (p>0,05) bir fark bulunmadi.

Uygulamalar ile enzim aktivite degisimleri arasindaki iliski Sekil 4.9 A’da grafikle gosterildi.

F. culmorum UK99 referansinda da artan protiokonazol konsantrasyonunun SOD aktivitesinde
artisa yol a¢tig1, kontrole gore IC25 dozunda %38 1Cso dozunda da %84 oraninda artis oldugu
belirlendi. En yiiksek SOD aktivitesine 1Cso dozunda ulasildi. Deney gruplarmdaki SOD
aktivitesi artigmnin ve I1Cys ile 1Csg arasindaki SOD aktivite farkinin tek yonli ANOVA ile
anlamli (p<0,001) oldugu gosterildi. Kontrol ve normalizasyon gruplari arasinda istatiksel
olarak anlamli (p>0,05) bir fark bulunamadi. Uygulamalar ile enzim aktivite degisimleri
arasindaki iliski Sekil 4.9 B’de grafikle gosterildi. Sonug olarak aktif bilesigin hiicrelerde neden
oldugu oksidatif stres etkisi, antioksidan enzimlerden SOD aktivitesi % inhibisyon degerleri

ortaya konarak gosterildi.
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Sekil 4.9: A) F. graminearum PH1 B) F.culmorum UK99 referans suslarmin kontrol, normalizasyon ve
deney gruplarmin 7 giinliik kiiltiirlerinden belirlenen SOD aktivitesi % inhibisyon degerlerinin grafikle
gosterimi.

4.4. HUCRE TOKSISITE TESTIi

Kontrol, normalizasyon ve deney gruplarindan almman miselyumlarm WST-1 toksisite testi
3.6’daki yonteme gore lic biyolojik tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi ve elde edilen

verilerin ortalama degerleri standart hatalariyla birlikte tablo 4.6’da sunuldu.

PH1 susunun PDA besi ortami1 ve % 0,006 aseton iceren PDA’daki kiiltiirlerinde hiicre canligi
sirastyla %100+2 ve %98,88+1,74; 0,3 ve 0,6 ng/ml protiokonazol dozlar1 uygulanan (IC2s5 ve
ICso) kiiltiirlerde ise sirastyla %59,8+1 ve %46+0,83 olarak bulundu.

UK99 referansi i¢in ise % hiicre canlilik degerleri kontrol grubu i¢in %100£1,17; % 0,005
aseton uygulanmis kiiltiirler i¢in %99,12+1,01; 0,25 pg/ml (IC25) %74,67+1,99 ve 0,5 pg/ml
(I1Cs0) protiokonazol varliginda ise %58,07+2 olarak hesapland:.

Tablo 4.6: Protikonazoliin ve ¢ozgeninin F. graminearum PH1 ve F.culmorum UK99 referans
suslarinin % hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi (SH: standart hata).

Tiir Sus Uygulama % Hiicre Canhhihg =SH
Negatif Kontrol 100 +£2
. % 0,006 Aseton 98,88 + 1,74
F. graminearum PH1 0.3 ng/ml 598+ 1
0,6 ng/ml 46 £0,83
Negatif Kontrol 100 £ 1,17
% 0,005 Aseton 99,12+ 1,14
F. culmorum UK 7025 ng/mi 74,67 + 1,99

0,5 pg/ml 58,07 +2
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Artan protiokonazol konsantrasyonunun PH1 referansinda canli hiicre sayisinda azalmaya
neden oldugu gosterildi. Canli hiicre sayisinin IC25 ve 1Cso dozlarinda kontrole gore sirasiyla
%40,2 ve %53,82 oraninda azaldigi, en diisiikk canli hiicre sayismin ICso protikonazol dozu
uygulanan grubunda belirlendi. Tek yonlii ANOVA testine gore ICos ve 1Cso dozlarindaki canli
hiicre sayisindaki azaligin ve 1Czs ile 1Cso arasindaki canli hiicre sayist farkinin anlamli oldugu
belirlendi (p<0,001). Kontrol ve normalizasyon gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark olmadig1 goriildii (p>0,05). Kontrol, normalizasyon ve deney gruplar ile canli hiicre sayis1

degisimi sekil 4.10 A’daki grafikte gosterildi.

Uygulanan aktif bilesik konsantrasyonu arttikca UK99 referensinda canli hiicre sayisinda
kontrole gore IC2s ve 1Cso dozlarinda sirasiyla %25,33 ve %41,93 oraninda azalma gozlendi.
En diisiik canli hiicre sayisi, ICso dozunda belirlendi. Deney gruplarindaki canli hiicre
sayisindaki azaligin ve ICos ile 1Cso dozlar1 arasindaki canli hiicre sayisi degisiminin anlaml
oldugu (p<0,001) tek yonlii ANOVA testi ile gosterildi. Kontrol ve normalizasyon gruplar1
arasindaki farkin istatiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (p>0,05). Kontrol, normalizasyon

ve deney gruplari ile canli hiicre sayis1 degisimi sekil 4.10 B’deki grafikte gosterildi.
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Sekil 4.10: A) PHI’in kontrol, normalizasyon ve deney gruplarindaki % hiicre canliligi B) UK99’un
kontrol, normalizasyon ve deney gruplarindaki % hiicre canlilig1.

4.5. PROTIOKONAZOLUN DON URETIMINE ETKISI iLE iLGIiLi BULGULAR

ITK’de ticari DON mikotoksini Rf degerinin 0,28 oldugu belirlendi. F. graminearum PH1
referansmin; kontrol, normalizasyon ve deney gruplarindan edilen mikotoksin ekstresinde 0,28
Rf degerli bir spotun gdzlenmemesi, PH1’in DON mikotoksinini iiretmedigini ve/veya ITK’de

belirlenebilecek kadar tiretmedigini ortaya koydu (Sekil 4.11). Protiokonazoliin mikotoksin
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iiretimine etkisinin degerlendirilmesinde PH1 referans susundan kullanighi veriler elde

edilmedi.

F. culmorum UK99 susunun iirettigi DON mikotoksini; kontrol, normalizasyon ve deney
gruplarinda gézlenen 0,28 Rf degerine sahip spot ile ortaya kondu. Bu referans susun kontrol
ve normalizasyon gruplarma ait DON spotlarmin parlakligi arasinda fark goriilmedi. Ancak
deney gruplarinda parlakligin azaldigi saptandi. IC2s dozundaki spotun parlakligin ICso dozuna
gore daha az oldugu goriildii. Sonug olarak protikonazoliin F. culmorum tiiriinde B-trikotesen

mikotoksinlerinden DON’un iiretimini inhibe etme potansiyeli bulundugu belirlendi.
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Sekil 4.11: A) F. graminearum PH1 B) F. culmorum UK99 referanslarinin kontrol, normalizasyon ve
deney gruplarindan elde edilen mikotoksin ekstrelerinin 356 nm UV 1g1k altindaki ITK plaka goriintiileri
(ok isareti 0,28 Rf degerindeki DON spotunu gostermektedir).
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5. TARTISMA VE SONUC

Yurdumuzda kiigiik taneli tahillarda, siis bitkilerinde, ¢esitli meyve ve sebzelerle FBY ve kok
ve kok bogazi ¢iirlikligli basta olmak tlizere birgok hastaliga yol agarak iiriin kalitesini ve verimi
diisiren F. graminearum ve F. culmorum fitopatojenleri ile fungisit uygulamasi yoluyla
miicadele edilmektedir. Gegmisten giiniimiize 200’{in iizerinde farkli fungusit aktif bileseni
cesitli hastaliklara yol agan fitopatojenik mantarlarla miicadelede kullanilmistir (Seiber ve
Kleinschmidt, 2011). Ilk uygulanan fungisitlerin fitopatojenler iizerindeki antifungal etkisi
diisiik olsa da, bir veya birden fazla aktif bilesen iceren bu bilesiklerin organizmalar iizerindeki
inhibitor etkilerinin test edilmesi ve ayrica mikroorganizma genomlarinin dizilenmesi ile elde
edilen genomik veriler, daha etkili yeni fungisit aktif bilesenlerinin gelistirilmesi ve
uygulanabilmesine olanak saglamistir (Kuck ve dig., 2012). 1970’lerin basinda piyasaya
stiriilen DMI fungisit bilesenlerinin bir alt grubu olan azol fungisit aktif bilesenleri daha yiiksek
antifungal etkiye sahip oldugu i¢in giiniimiizde Fusarium tiirlerinin de aralarinda bulundugu
cesitli mantarlarla miicadelede yaygin olarak kullanilmaktadir. Azol grubu fungisit aktif
bilesenlerinin yiiksek genetik cesitlilige sahip ve tiir kompleksinden olusan F. graminearum ile
yiiksek ¢esitlilik gésteren F. culmorum’u inhibe eden etkili dozlar1 belirlenerek bu patojenlerin
yol agtig1 hastaliklarla miicadeledeki etkinlikleri arastirilmistir. Ancak bu aktif bilesenlerin
Fusarium spp. tizerindeki hiicresel etkileri ve fitopatojenlerin bu aktif bilesenlere gelistirdikleri
diren¢ mekanizmalar1 {izerine yapilan calismalar smirli kalmistir. (Snelders ve dig., 2009;
Shekhova ve dig., 2017). Yapilan ¢alismalar fitopatojenlerin azol fungisit aktif bilesenlerine
duyarhliklarinda azalma oldugu rapor etmistir (Bolton ve dig., 2012; Hellin ve dig., 2018).
Gergeklestirilen yiiksek lisans projesinde azol fungisit aktif bileseni olan protiokonazoliin F.
graminearum ve F. culmorum referans suslar1 (sirasiyla PH1 ve UK99) {izerindeki etkileri

hiicresel diizeyde arastirilmistur.

Bir bilesigin bir mikroorganizma tizerindeki etkisini arastirmada en 6nemli asamlardan biri o
bilesigin uygun ¢oziiciisiinii belirlemektir. Coziicii, belli bir konsantrasyondaki bilesigi
¢ozebilmeli ve besi ortaminda homojen dagilmalidir. Insanlarda mantar hastaliklarmimn
tedavisinde yaygm olarak kullanilan azol aktif bilesenlerinden flukonazol, mikonazol,
ketokonazol ve tarim alanlarinda etkili olan mantarlarla miicadelede kullanilan propikonazol,
tebukonazol gibi azol fungisit aktif bilesenleri 5-50 mg/ml konsantrasyon araliginda saf etanol,

dimetilsiilfoksit (DMSO) ve asetonda ¢oziilerek kullanilmistir (Cope, 1980; Anséhn ve Nilson,
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1984; Kjerstad ve dig., 2010; Talas ve McDonald, 2015; Dbouk ve dig., 2019; Zelonkova ve
dig., 2019; Zhu ve dig., 2020). Diger azol grubu bilesiklerin (tebukonazol, epoksikonazol ve
metkonazol) aksine protiokonazolin suda c¢oziindiigiine ait bir bilgi literatlirde
bulunmamaktadir (Klix ve dig. 2007). Yaptiklar1 ¢alismalarinda Wise ve dig. (2011) ile Petkar
ve dig. (2017) protiokonazolii sirasiyla 10 ve 100 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde
asetonda ¢ozerek, Dubos ve dig. (2011) ise 2,44 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde saf
etanolde ¢ozdiirerek kullanmislardir. Literatiir bilgisi temel alinarak gergeklestirilen yiiksek
lisans tezi kapsaminda ise protiokonazolin 10 mg/ml konsantrasyonda olacak sekilde saf
DMSO, etanol ve asetondaki ¢ozilinilirliigii test edilmistir (tek bir konsantrasyon denendigi igin
materyal ve metod ve bulgularda verilmemistir). Protiokonazoliin bu konsantrasyonunun
sadece saf asetonda tamamen ¢oziindiigii belirlendikten sonra Fusarium suslarina uygulanan
aktif bilesenle birlikte her deneme serisi i¢in asetonun ilgili konsantrasyonunun etkisi de test

edilmistir. Calismada bu grup normalizasyon grubu olarak ifade edilmistir.

Fitopatojenlerin kotroliinde kullanilacak fungisit aktif bilesenlerinin 6ncelikle MIK degerleri
belirlenmekte ve bu sekilde fitopatojenlerin fungisit aktif bilesenlerine direng gelistirme
thtimali azaltilmaktadir. MIK o tiiriin referans1 olarak kabul edilen suslarinda arastirilmakta,
daha sonra iiremeyi inhibe eden konsantrasyonun %25 ve 50 dozlar1 tarla izolatlarina
uygulanarak tarama calismasi yapilmaktadir. Tez caligmasi kapsaminda da protiokonazoliin
Fusarium reseferanslarmdaki hiicresel etkilerini incelemek tizere MIK ’leri belirlenmis, IC2s ve
ICso dozlar1 hesaplanmistir. Uygulanan 0,1 pg/ml protiokonazol konsantrasyonunun Fusarium
referans susarmin iiremesini inhibe etmedi belirlenmistir (p>0,05). Avozani ve dig. (2014a) ise
protiokonazoliin 0,1 pg/ml’dan daha diisiik konsantrasyonlarmin patates sukroz agar besi
ortaminda kiltiirlenen F. graminearum izolatlarinda iiremeyi %50 inhibe ettigini rapor
etmislerdir. Ayni aktif bilesen i¢cin belirlenen etkili konsantrasyon farkinin kullanilan besi
ortami igerigi ile iligkili olabilecegi, ancak daha ¢ok tiiriin izolatlarinin genotipik farkliligindan
kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmektedir. F. gaminearum izolatlar1 arasinda azol fungisit
aktif bilesenlerine duyarliligin degisken oldugunun Talas ve McDonald (2015) tarafindan
bildirilmesi, genotipin, aktif bilesigin etkili konsantrasyonun belirlenmesindeki Onemini

desteklemektedir.

Tez calismast kapsaminda PDA besi ortammma eklenen protiokonazolin 1 pg/ml

konsantrasyonunun PHI1’in {iremesini % 80 azalttigi, UK99’un ise iiremesini tamamen
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durdurdugu, 1,2 pg/ml protiokonazol konsantrasyonun ise PH1 {iremesini tamamen durdurdugu
saptanmustir. Benzer sekilde, literatiirde, F. graminearum izolatlarmm azol fungisit aktif
bilesenlerine F. culmorum izolatlarina gére daha direngli oldugu bildirilmistir. Bu durumun da,
aktif bilesene daha fazla maruz kalan F. graminearum izolatlarinda gelisen direngten
kaynaklandigi, direncin de eseyli lireme yoluyla bireyler arasinda daha hizli yayildig1 goriisii
paylasilmistir (Hellin ve dig., 2017). Protikonazoliin de aralarinda oldugu fungisit aktif
bilesenlerinin [protiokonazol+trifloksistrobin (1:1), tebukonazol (1 pg/ml)] F. graminearum
izolatlarmin liremesini ihibe ettigi (%90,7 ve %83,16) Avozani ve dig. (2014b) tarafindan
gosterilmistir. Hellin ve dig. (2018) de DMI fungisit aktif bileseni olan proklorazin ¢ok daha
diisiik konsantrasyonda (0,1 pg/ml) UK99’un liremesini engelledigini ortaya koymuslardir.
Calismada elde ettigimiz bulgular literatiir verileriyle ile uyumludur. Sonug olarak protikonazol
icin MIK degerlerinin PH1 i¢in 1,2 pg/ml, UK99 i¢in de 1 pg/ml oldugu ortaya konmustur. Liu
ve dig. (2010) PH1 referansinda tebukonazoliin PDA besi ortaminda iiremeyi %50 inhibe eden
dozunu 2,42 png/ml olarak belirlemistir. Protiokonazoliin tez kapsaminda belirlenen MIK (1,2
pg/ml) bulgusu, protiokonazoliin tebukonazole goére PHI susunda daha etkili oldugunu
gostermistir. Hellin ve dig. (2018) UK99’da tebukonazol, epoksikonazol, propikonazol,
difenokonazol gibi azol fungisit aktif bilesenleri ve yaygm kullanilan MBK fungisit aktif
bileseni karbendazimin MIK degerlerini 1 pg/ml olarak bulmustur. Tez kapsaminda
protiokonazoliin UK99°daki MIK degerinin 1 pg/ml olarak belirlenmesi ve Hellin ve dig.
(2018)’in bulgular1 UK99’un Fusarium spp.’nin kontroliinde yaygin olarak kullanilan fungisit
aktif bilesenlerine duyarliligmmin benzer oldugunu diisiindiirmiistiir. Koycu (2019)
protiokonazoliin ve tebukonazoliin Trakya bolgesinden topladigi F. culmorum izolatlarindaki
MIK degerini 3 pg/ml olarak belirlemistir. Yiiksek lisans tezinde belirlenen MIK degerleri ile
farkli F. graminearum ve F. culmorum izolatlarindaki MIK ve inhibisyon degerleri
incelendiginde hem F. graminearum hem de F. culmorum tiirleri i¢erisindeki farkli bireylerin
protiokonazol ve diger azol fungisit aktif bilesenlerine karsi ¢cok gesitli duyarliliklara sahip
oldugu goriilmiistiir (Talas ve McDonald, 2015). Petkar ve dig. (2017), karpuzdan izole ettigi
yiiz F. oxysporum suslarinda protiokonaziin MIK degerlerini 3-5 pg/ml araliginda oldugunu
bulmus, Roberts ve dig. (2020) protiokonazolin F. falciforme ve F. keratoplasticum
suslarmdaki MIK degerini 32 ng/ml olarak belirlemistir. Tez bulgulari ile Petkar ve dig. (2017)
ve Roberts ve dig. (2020) nin bulgular1 karsilastirildiginda protiokonazoliin PH1 ve UK99’daki

antifungal etkisinin bu ¢aligmalardaki F. oxysporum, F. falciforme ve F. keratoplasticum
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tiirlerine gore daha fazla oldugunu goriilmiis, protiokonazoliin F. graminearum ve F. culmorum
tizerindeki antifungal etkisinin diger Fusarium tiirlerine gore daha fazla olabilecegi

distintilmiistiir.

Fusarium spp. tarafindan iretilen sporlar bu tiirlerin olumsuz ¢evre kosullarinda hayatta
kalmasint saglar. Cesitli hava olaylari, bocek ve kus gibi hayvanlar da sporlarin taginmasina
aracilik ederek fitopatojenlerin genis alanlara yayilmasmi saglarlar (Gracia-Garza ve dig.,
1998). Bu nedenle Fusarium spp. ile miicadelede spor iretiminin baskilanmasi biiyiik 6nem
tasimaktadir. Referans suslardaki spor liretimi ilk olarak PDB besi ortaminda arastirilmais, 151k
mikroskopisi goriintiileri hem PHI1’in hem de UK99’un normalizasyon ve deney gruplarinin
PDB besi ortaminda spor liretmedigini gostermistir. Her iki referans sus i¢in denenen IC7s (MIK
degerinin %75’1) protiokonazol dozunda da spor olusumu goézlenmemistir. Fusarium
referanslarinda spor tiretimini tesvik etmek icin PDB’ye gore daha fakir besi ortami olan CDB
kullanilmistir. PH1’in normalizasyon ve deney gruplarmin CDB besi ortaminda da spor
iretmedigi saptanmistir. UK99 referansinin ise normalizasyon grubunda spor iiretmedigi,
deney gruplarindan ise sadece ICso dozunda protiokonazol igeren besi ortaminda makrokonid
iirettigi, ancak makrokonidlerin morfolojisinde farkliliklar oldugu bu ¢calismada belirlenmistir.
ICs0 dozundaki protiokonazoliin, UK99 referansinin iirettigi makrokonid spor yapilarmin
uzunluklar1 ve ¢aplarinda, kontrol grubu (SNB besi ortaminda kiiltlirlenen) sporlarina gore,
strastyla % 66 (p<0,001) ve % 123 (p<0,001) oraninda artiga neden oldugu saptanmistir. F.
graminearum tarla izolatlarma uygulanan protiokonazoliin, uygulamadan 24 saat sonra
miselyum ve sporlarda sismeye yol actigi Kerz-Mohlendick ve dig. (2004) tarafindan da
gbzlenmistir. Fungusit aktif bilesenlerinin (propikonazol ve siprokonazol) yol agtig1 spor yap1
degisiminin membran ge¢irgenliginin bozulmasindan kaynaklandigi Stergiopoulos ve dig.
(2012) tarafindan farkli bir tiirde (Mycosphaerella graminicola) gosterilmistir. Protikonazoliin
IC25 dozunun UK99’da sporulasyonu baskiladigi, ICso doz uygulamasinda ise, makrokonid spor
yapilarinin tiretildigi ancak makrokonid yapilarinda literatiire benzer sekilde sismenin oldugu,
ek olarak kontrole gore uzamaya da neden oldugu gosterilmistir. UK99’da ICso doz etkisiyle
spor uzunluk ve caplarindaki artigin; hiicre membranmin segici gegirgenligini kaybetmesi
sonucu hiicre i¢i ve dig1 arasindaki ozmatik dengenin bozulmasindan kaynaklandigi

disiniilmektedir.
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Farkli arastirmalarda oksidatif stresin bazi azol fungisit aktif bilesenleri i¢in antifungal etki
mekanizmasinin bir pargast oldugu bildirilmistir. Filamentli mantarlarda H2DCFDA yontemi
hiicredeki genel oksitatif stresin belirlemesinde etkin bir sekilde kullanilmaktadir (Shekhova ve
dig., 2017; Gazdagh ve dig., 2018; Yorik, 2018). Tez calismast kapsaminda da
protiokonazoliin Fusarium referans suslarinda olusturdugu oksidatif stres, hiicresel diizeyde
H2DCFDA boyasi kullanilarak gosterilmistir. Referans suslarimin kontrol, normalizasyon ve
deney gruplar1 ilk olarak PDB besi ortaminda kiiltiirlenerek H,DCFDA ile boyanmis, ancak her
iki referans susda da ICs ve ICso doz uygulamalari arasindaki floresan isima farki
-protiokonazol etkisiyle miselyumlarin bir araya toplanmasina yol actigi hiicre yogunlugunun
fazla olmasi nedeniyle- net bigimde gosterilememistir. Daha az hiicre yogunlugunun elde
edildigi farkli bir besi ortami (CDB) kullanildiginda deney gruplar1 arasinda isima farki etkin
bigimde goriintiilenmis ve fotograflanmistir. H-DCFDA, hiicredeki ROT ile reaksiyona girerek
floresan 151k altinda yesil 1s1maya yol agmakta, ROT miktar1 arttikga 1sima siddeti de
artmaktadir. CDB besi ortaminmn kullanildig1 kiiltiirlerin floresan mikroskobu goriintiileri
incelendiginde deney gruplarinda oksidatif stresin meydana geldigi (parlak yesil), kontrol ve
normalizasyon gruplarinda ise oksidatif stresin olmadigi (soluk yesil) H_ DCFDA boyamasi ile
belirlenmistir. Kontrol ve normalizasyon gruplarinda soluk da olsa gozlenen hafif yesil 1s1ma
her hiicrede bulunan ROT’lardan kaynaklanmaktadir. Her iki referans susun ICso dozundaki
1s1ma miktariin ICzs’den fazla oldugu, artan protikonazol konsantrasyonunun oksidatif stresi
arttirdig1 belirlenmistir. Bulgular, Yoriik (2018) tarafindan elde edilen bulgularla uyumludur.
Yoriik (2018) tetrakonazoliin uygulanan ICsp dozunun, 1C2s dozundan daha fazla oksidatif

strese yol agtigimi F. graminearum’da Ho2DCFDA boyamasi ile géstermistir.

Azol aktif bilesenlerinin doz artisinin mantar hiicrelerinde oksidatif stres artigina yol actigi
farkl tiirlerde gosterilmistir (Kobayashi ve dig., 2002). Membranin secgici gecirgenliginin
bozulmasi sonucunda doz artis1 ile dogru orantili olarak dis ortama ATP gecisinden kaynakli
hiicre i¢i ATP diizeyinin azaldigi; mitokondrilerin ATP kaybmi telafi etmek amaciyla daha
yogun ¢aligmasinin hiicrede daha fazla ROT {iretimine neden oldugu gdsterilmistir (Anséhn ve
Nilsson 1984). Mitokondri aktivitesini siirlayan bir ajanin kullanildig1 ¢calismada, azol fungisit
aktif bilesiginin MIK degerinin artti1, hiicrede oksidatif stresin azaldigi bildirilmigtir
(Shekhova ve dig., 2017). Aktif bilesigin MIK dozuna yakin dozlarinda bile mitokondri

yapisinin korundugu elektron mikroskopisi ile goriintiilenmistir (De Nollin ve Borgers 1975).
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Cok sayida fungisit aktif bilesigi hiicredeki apoptotik mekanizmalari tetiklemek yerine nekroza
neden olarak fitopatojenleri etkilemektedir. Ancak bu durum, fitopatojenlerin kullanilan aktif
bilesige direng gelistirmesi ile sonu¢lanmaktadir. Nekrozla birlikte kontrollii ve programlanmig
bir hiicre olimiinii tetikleyen fungisit aktif bilesikleri kullanildiginda fitopatojenlerin bu
bilesiklere daha az direng kazandiklar1 gériilmiistiir. At/etbr ikili boyama yontemi apoptotik
stirecin hiicresel diizeyde hizli ve giivenilir olarak belirlemesini saglamakta ve filamentli
mantarlarda da etkili olarak kullanilmaktadir (Kosalec ve dig., 2013; Leles ve dig., 2013;
Gazdagh ve dig., 2018; Yoriik, 2018). Saglikli hiicreler at boyasin1 alip yesil 1g1ma yaparken,
apoptoza giren hiicreler hem at hem de etbr’yi i¢erisine alacagindan floresan 11k altinda turuncu
1s1ma yapmaktadir. Bu calismada protiokonazoliin kontrollii ve programlanmis hiicre ¢liimii
yoluyla etkili oldugu hiicresel diizeyde at/etbr ikili boymasiyla ortaya konmustur. Floresan
mikroskobu gorintiileri her iki referansin da gruplarinda apoptozun meydana geldigi turuncu
1s1ma ile; normalizasyon grubu olarak kullanilan asetonun apoptotik etkiye yol agmadig yesil
1s1ma ile hiicresel diizeyde izlenmistir. Bulgular, Y o6riik (2018) tarafindan elde edilen bulgularla
uyumludur. Yoriik (2018) ikili boyama ile; tetrakonazoliin F. graminearum’da apoptoza neden
oldugunu, doz artis1 ile apoptoza ugrayan hiicre sayisi arasinda iliski oldugunu da gostermistir

(Yériik, 2018).

Okaryotik hiicrelerde oksidatif stres dnemli bir apoptoz belirteci olarak kabul edilmektedir.
ROT, apoptozun baslamasini saglayan sinyal yolaklar1 aktiflestirmektedir (Madeo ve dig.,
1999). Phillips ve dig. (2003), Candida albicans hiicrelerinde azol fungisit aktif bilesenlerine
benzer etki mekanizmasina sahip olan amfoterisin B’nin oksidatif stres hasarina yol agarak
apoptozu tetikledigini ortaya koymuslardir. Fusarium tiirleri {izerindeki antifungal
uygulamalarla ilgili yapilan arastirmalar ve tez kapsaminda elde edilen bulgular bu antifungal
ajanlarm hem oksidatif strese neden oldugu hem de apoptozu tetikledigini gostermistir (Wang
ve dig., 2014; Gazdagh ve dig., 2018; Yorik, 2018;). Sonu¢ olarak protiokonazol
uygulamasmin da Fusarium referans suslarinda apoptoza neden oldugu tez calismasi
kapsaminda belirlenmis, apoptozu tetikleyen etmenin oksidatif stres olabilecegi
desteklenmistir. Hiicre membrani gegirgenligini bozan azol fungisit aktif bilesenleri hiicrenin
K *ve Ca*? gibi iyonlar1 kaybetmesine neden olmaktadir (Cope, 1980; Dufour, 1980; Anséhn
ve Nilsson 1984). Hiicredeki bu iyonlarin derisimlerindeki degisimlerin de apoptoza neden

oldugu bilinmektedir (Wang ve dig., 2014). Tez kapsaminda iyon derisim degisimlerinin
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aragtirtlmamis olmas1 apoptozun hiicredeki iyon dengesi kaynakli olup olmadiginin

degerlendirilmesini sinirlamistir.

Oksidatif stres varhiginda KAT enzimi; belli bir konsantrasyonun iizerindeki H202’yi
stiptirmektedir. KAT aktivitesindeki artig hiicredeki oksidatif stresin gostergesi olarak kabul
edilmektedir (Burton ve Jauniaux, 2011). Calisma kapsaminda protiokonazol uygulanmis
Fusarium referanslarinda oksidatif stres KAT aktivitesi degisimi kapsaminda da arastirilmistir.
PH1 referansinda protiokonazoliin konsantrasyon artigina paralel olarak KAT aktivitesinde artis
oldugu, kontrol grubuna gore IC2s ve 1Cso dozlarinda sirasiyla % 105 (p<0,001) ve % 278
(p<0,001) oraninda artis meydana geldigi saptanmistir. Protiokonazol uygulamasinin F.
graminearum’da doz artigina paralel olarak hem hiicrelerdeki hem hiicreler arasi ortamdaki
H>0> konsantrasyonunu arttirdigi Audenaert ve dig. (2010) tarafindan da gosterilmistir. Yiiksek
lisans tezi kapsaminda elde edilen sonuglar ile Audenaert ve dig. (2010)’nin bulgular1 paralellik
gostermektedir. Protiokonazol uygulamasi PH1’de doz artisina bagli olarak H2O> miktarini
arttirmis ve KAT aktivitesinin de yilikselmesine neden olmustur. Farkli caligmalarda farkli aktif
bilesen uygulamarmin F. graminearum ve Saccharomyces cerevisiae’de KAT aktivitesi
artisgina yol actigi, doz artisiyla orantili olarak enzim aktivitesinin de arttig1 gosterilmistir

(Tongul ve Tarhan 2016; Gazdaglh ve dig., 2018).

UK99°da ICzs ve ICso dozlarindaki KAT aktivitesindeki artisin kontrole gore sirasiyla %52
(p<0,001) ve %8 (p>0,05) oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde, protiokonazoliin tez
kapsaminda belirlenen IC2s5 dozuyla ayni konsantrasyondaki tebukonazolin F. culmorum
izolatlarmda KAT aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (Hellin ve dig., 2017). Farkh
arastirmacilar belli bir doza kadar azol fungisit aktif bilesenlerinin KAT aktivitesini arttirdigini
ancak daha yiiksek dozlarin KAT aktivitesini azalttigin1 gostermislerdir. Bu durumun azol
fungisit aktif bilesenlerinin belli bir konsantrasyonun iistiindeki degerlerinin KAT ile etkilesime
girerek bu enzimin aktivitesini azaltmasindan kaynaklanmis olabilecegini bildirmislerdir (De
Nollin ve dig., 1977; Francois ve dig., 2006; Ali ve dig., 2017; Peng ve dig.,2018; Martins ve
dig., 2019). Caligmada protikonazoliin ICso dozu uygulandiginda UK99’da KAT aktivitesi ICzs
dozuna gore diislik olarak belirlenmistir. Literatiir bilgisine gére bu durumun aktif bilesik ile
enzim arasinda meydana gelen etkilesimden kaynaklanmis olabilecegi diistiniilmiistiir. Ancak
yiiksek lisans tezi kapsaminda protikonazol ve KAT enzim etkilesiminin arastirilmasina

yonelik bir calisma gerceklestirilmemistir.
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Hiicredeki antioksidan savunma mekanizmasinin ilk basamaginda yer alan, hem mitokondri
hem de sitoplazmada Oz 'nin siipiiriilmesinden sorumlu olan SOD hiicre i¢in 6nemli bir
antioksidan enzimdir (Burton ve Jauniaux, 2011). Bu nedenle protiokonazol uygulanmisg
referans suslarda SOD aktivitesinde meydana gelen degisimler de arastirilmistir. Her iki
Fusarium referansinda da protiokonazol dozunun artigina bagli olarak SOD enzim aktivitesi
artmistir. PH1’de kontrole gore IC2s ve 1Cso dozunda sirastyla SOD aktivitesi %48 (p<0,001)
ve %103 (p<0,001); UK99 referansinda ise %38 (p<0,001) ve %84 (p<0,001) oraninda artis
meydana gelmistir. Hiicre membrani gecirgenliginin bozulmasi, ATP kaybi, artan mitokondri
aktivitesi, Oy tiretimini arttirmakta, bu durum da hiicrede SOD enzim aktivitesinin artigina yol

a¢cmaktadir (Tongul ve Tarhan, 2016)

Referans suslarin IC2s ve 1Csp protiokonazol dozlarindaki KAT ve SOD enzim aktivitelerindeki
degisim birbirbirinden farklhidir. Antioksidan enzim aktivitelerindeki artis PH1 referansinda
daha fazladir. Protiokonazol doz artigina bagli olarak PH1 ve UK99 arasindaki SOD ve KAT
aktivitesinin degisimin farkli olmasinin nedeni; ayn1 antifungal ajanin farkl tiirlerde neden
oldugu oksidatif stres miktar1 ve tiirlerin oksidatif strese bagli olarak verdikleri antioksidan
cevabin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir (Mahl ve dig., 2015). Linares ve dig. (2013), ayn1
konsantrasyonda azol fungisit aktif bileseni flukonazoliin uygulandigi Candida dubliniensis
izolatlarmdan direngli olanlarm SOD ve KAT aktivitesinin daha fazla oldugunu belirlemis,
izolatlarm diren¢li olmasinin nedeninin antioksidan enzim aktivitelerine bagli oldugunu
bildirmistir. PH1’deki antioksidan enzim aktivitelerinin UK99’dan fazla olmasi, PH1’in MIK

degerinin UK99’a gbre %20 fazla olmasina neden olmus olabilecegi diislintilmiistiir.

Protikonazoliin hiicre canliligina olan etkisi WST-1 yontemi ile kolorimetrik dl¢iim temelli
metotla test edilmistir. Her iki referans sus i¢in de protiokonazol doz artisinin canli hiicre
sayisini azalttigi belirlenmistir (PH1 igin canli hiicre sayisindaki azalisin kontrole gore 1Czs ve
ICs0 dozlarinda swrastyla %40,2 (p<0,001) ve %53,82 (p<0,001); UK99’daki canli hiicre
sayisindaki azalisin kontrole gore 1C2s dozunda %25,33 (p<0,001), I1Cso dozunda %41,93
(p<0,001) oldugu hesaplanmustir). Her iki referansta da kontrole gore ICzs dozundaki canli
hiicre sayis1 azaligi, IC25’e gore ICsp dozundan fazla bulunmustur. Benzer sekilde, Kuhn ve dig.,
(2003) antifungal ajanlarin doz artigina paralel olarak hiicre sayismi azalttigmni ancak doz
yiikseldikg¢e hiicre sayisinda meydana gelen azalisin da diistiigiini bildirmistir. Cogu mantar

cinsinde tetrozolyum tuzlar1 ile canli hiicre sayis1 dl¢ciimii yapildiginda uygulanan antifungal
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ajanlarin ICzs ve ICso konsantrasyonlarinda sirasiyla kontrole gore %25 ve %50’ye yakin
oranlarda hiicre sayisinda azalma oldugu Meletiadis ve dig. (2000) tarafindan da bildirilmistir.
Ancak yiiksek lisans tezi kapsaminda belirlenen PH1 IC2s (%40,2) ve UK99 ICso (%41,93)
dozlarindaki canli hiicre sayisi inhibisyonunun uygulanan doz ile ayni oranda olmadigi
gorilmektedir. WST-1 gibi tetrazolyum tuzlarinin mitokondride yogun olarak bulunan
dehidrogenaz enzimleri tarafindan formazan kristallerine ¢evrilmesinden yararlanilarak canli
hiicre sayis1 degisimi belirlenebilmektedir. Mitokondrinin daha etkin ¢alismasina neden olan
antifungal ajanlar hiicrede formazan kristallerinin olusumunu arttrmaktadir. Bu antifungal
ajanlarin uygulandig: kiiltiirlerin tetrazolyum tuzlariyla canli hiicre sayis1 6lciildiiglinde canli
hiicre sayisindaki diisiis gercek degerinden daha azmig gibi goriinebilmektedir (Meletiadis ve
dig., 2000). Azol fungisit aktif bilesenlerinin mitokondrinin daha etkin ¢aligmasina neden
oldugu bilinmektedir (De Nollin ve Borgers 1975; Anséhn ve Nilsson 1984). UK99 ICso
dozundaki canli hiicre sayisindaki diisiisiin %50°den daha az olmasinin (%41,93) 1Cso dozu

uygulanmis UK99’da mitokondrinin daha etkin calismasina bagl olabilecegi diisiiniilmiistiir.

DON, insan ve hayvanlar tarafindan tiiketilen bitki ve bitkisel {iriinlerde en fazla bulunan B-
trikotosendir (Tarazona ve dig., 2019). DON iireticisi olan Fusarium tiirlerini kontrol altina
almak i¢in uygulanan antifungal ajanlarm Fusarium spp.’nin yayilmasini 6nlemesinin yanisira
bu fitopatojenlerin DON {iretimini baskilamasi insan ve hayvan saglig1 agisindan 6nemlidir. Bu
nedenle protiokonazol uygulamalarinin referanslardaki DON iiretimine etkisi de incelenmistir.
Ticari olarak temin edilen DON standartinin ITK’deki Rf degeri 0,28 olarak hesaplanmustir.
Farkli ¢galismalarda da ayn1 yontem uygulanmis ve DON Rf degerinin 0,28 oldugu bildirilmistir
(Gazdaglh ve dig., 2018; Yoriik ve Albayrak 2019). PH1 in kontrol, normalizasyon ve deney
gruplarinda DON mikotoksinine ait Rf degerinde (0,28) ait bir spot saptanmamistir. Bu nedenle
protiokonazoliin PH1 {izerindeki DON iiretimine etkisi incelenememistir. Fusarium tiirlerinin
bitki ile etkilesiminde bitki tarafindan iiretilen ¢esitli antifungal ajanlarin ve ROT un bu tiirlerde
stres olusturmasi sonucu bir stres cevabi olarak mikotoksin tirettigi bilinmektedir (Audenaert
ve dig. 2010). Ochiai ve dig. (2007), zengin besi ortamlarinda F. graminearum’un trikotosen
iretiminin ¢ok az oldugunu bildirmistir. PH1 kontrol grubunun PDA besi ortamu kiiltiirlerinde
DON iiretiminin belirlenememesinin nedeni kullanilan besi ortaminin besleyici bakimindan
zengin olmas1 ve susun strese maruz kalmamasi olabilir. Protiokonazol uygulanmis PH1
susunda trikotosen iretiminde gorev alan tirikodien sentaz enzmi kodlayan tri5 geninin

anlatiminin kontrole gore arttig1 ancak deney gruplarindaki tiretilen DON miktarmnmn ITK ile
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belirlenebilecek sinirlar diginda kaldigi saptandi. Calismalar devam ettiginden dolay1 bulgular
tez kapsaminda paylasilmadi. UK99’un kontrol, normalizasyon ve deney gruplarinda DON
standartiyla (0,28) ayn1 Rf degerine sahip spotlar gozlenmis, deney gruplarindaki DON
miktarmin (UV 11k altindaki DON spotu parlakliginin) kontrol ve normalizasyon gruplarina
gore azaldigi gosterilmistir. Ayrica IC2s protiokonazol dozundaki DON miktarinin ICso dozuna
gore daha az oldugu ortaya konmustur. H2O2’nin F. culmorum izolatlarmda DON iiretimini
arttirdig1 ayrica H>O» ile birlikte katalaz eklenmesinin ise DON iiretimini etkilemedigini
gosterilmistir (Ponts ve dig., 2007). Protiokonazoliin ICsp dozunda DON miktarinin 1Czs
dozuna gore daha fazla olmasmin nedeni ICso dozunda KAT aktivitesinin inhibisyonu sonucu
H>0> miktarinin artmasina bagli olarak DON {iretiminin de artmasi olabilecegi diisiiniilmiistiir.
F. graminearum ve F. culmorum izolatlarmin kullanildigi tarim arazilerinde yapilan
calismalarda tebukonazol ve karbendazim gibi bir¢ok fungisit aktif bilesenlerinin bu tiirlerin
DON iiretimini arttirirken, protiokonazoliin ise DON tiretimini azalttigini bildirilmistir (Paul ve

dig., 2007; Edwards ve dig. 2010; Haidukowski ve dig., 2012; Zhang ve dig., 2013).

Gergeklestirilen yliksek lisans tezi kapsaminda azol fungisit aktif bileseni protiokonazoliin F.
graminearum PH1 ve F. culmorum UK99 referans suslar1 tizerine etkileri hiicresel diizeyde
gosterilmistir. Bu ylikek lisans tezinden elde edilen bulgular, farkli etki mekanizmalarma sahip
fungisit aktif bilesenlerin Fusarium spp.’deki etkilerinin hiicresel diizeyde belirlenebilecegini
ve bu aktif bilesenlerin mikotoksin liretimi lizerine etkilerinin incelenebilecegini gostermistir.
Bu dogrultuda yapilacak ¢alismalar sayesinde Fusarium spp. ile miicadele daha etkin bir sekilde
yonlendirilebilecektir. Ayrica gergeklestirilen yiiksek lisans tezi, protiokonazoliin Fusarium
spp.’deki etkilerinin arastirilmasina yonelik olarak yapilacak yeni ¢alismalara temel olusturma

niteligine sahiptir.
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