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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

TEBUKONAZOLUN Fusarium REFERANS SUSLARI UZERINDEKI
ETKIiSININ HUCRESEL VE MOLEKULER GOSTERIMIi

Ozlem SEFER

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

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

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda tarim alanlarinda siklikla kullanilan tebukonazol aktif
maddesinin F. graminearum PH-1ve F. culmorum FcUK99 referans suglarinda molekiiler ve
hiicresel seviyedeki etkileri arastirilmistir.

Bu amagla referans suslarinin agar diliisyon teknigi ile tebukonazol uygulanarak suslarin
iremesini %50 oraninda diisiiren etkili konsantrasyon (ECso) degeri belirlendi. PH-1 susunun
ECso degeri 0.94pug/mL iken FcUK99 susunu ECso degerinin 0.8 pg/mL oldugu tespit edildi.
cyp514 geninin varligr ve dizilimi her iki izolatta dizilenerek dizi varyasyonu ile etki
mekanizmasi arasindaki iligki irdelendi. ECso degerine gore aktif maddenin Fusarium tiirleri
iizerinde hiicre canlilifina etkisi WST-1 analizi ile arastirildt ve PH-1 susunda 9%57.43
oraninda, FcUK99 susunda %64.24 oraninda canliligin baskilandigr goriildii. Floresan
mikroskop analizlerinde tebukonazoliin apoptotik siirece katkis1 akridin turuncusu/etidyum
bromiir (AO/EB) ikili boyamasi yapilarak arastirilirken, oksidatif stres iizerindeki etkinligi ise
2'7'-Dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA) tekli boyamasi ile incelendi. Bununla birlikte
katalaz aktivitesinin F. culmorum ve F. graminearum'da sirasiyla 3.076 ve 4.062 kat arttig1
tespit edildi. Aktif maddenin hedef geni olan cyp514 ile Fusarium tiirleri i¢in elzem olan mgv/
genlerinin anlatimimda meydana gelen degisimler gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(ing., “quantitative polymerase chain reaction; qPCR,) ile arastirildi. Ortalama E degeri
2.0440.03 olarak hesaplandi. cyp514 geninin anlatiminin FcUK99 susunda 7.426+0.48, PH-1
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sugsunda 15.47+0.75 kat arttig1 tespit edildi. mgv/ geninin anlatiminda da artis goriilmiis olup
FcUK99 i¢in 3.056+0.16, PH-1 i¢in ise 2.113+0.04 kat oldugu hesaplandi. Bu ¢alismadan elde
edilen bulgular, tebukanozoliin apoptoz ve oksidatif stres olusturarak Fusarium hiicrelerine
zarar verdigini ve iki farkli tiirde bilinen inhibisyon mekanizmasi disindaki hiicresel ve
molekiiler etkilerini anlamamizi saglayacak veri olusturmustur. Calismadan elde edilen
bulgular, Fusarium patojenleriyle miicadelede kullanilacak stratejiler ig¢in degerli veriler
sunmaktadir.

Agustos 2021, 84 sayfa.

Anahtar Kkelimeler:  Apoptoz, Fusarium spp., Gen Anlatim, Katalaz, Sitotoksisite,
Tebukonazol
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

CELLULAR AND MOLECULAR DISPLAY OF THE EFFECT OF
TEBUCONAZOLE ON Fusarium REFERENCE STRAINS

Ozlem SEFER

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

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

In the master thesis, the effect of tebuconazole active substance, which is frequently used in
agricultural fields, on F. graminearum PH-1 and F. culmorum FcUK99 reference strains were
investigated at molecular and cellular levels.

In this context, the effective concentration (ECso) value, which reduces the growth by 50%, was
determined by applying tebuconazole to reference strains with agar dilution technique. The
ECso value was calculated 0.94ug/mL for the PH-1 strain while the ECso value for FcUK99 was
detected 0.8pug/mL. After the presence of the cyp51/A4 gene was determined and sequenced in
both isolates, the relationship between the sequence variations and the mechanism of action of
tebuconazole was examined. After the presence and sequence of the cyp5/4 gene were
sequenced in both isolates and the relationship between sequence variation and mechanism of
action was investigated. According to ECso value, the effect of active substance on cell viability
on Fusarium species was investigated by WST-1 analysis. It was observed that cell viability
was suppressed at a rate of 57.43% in PH-1 and 64.24% in FcUK99. In fluorescence microscopy
analysis, the effect of tebuconazole on the apoptotic process was revealed by performing with
acridine orange/ethidium bromide (AO/EB) dual staining and on oxidative stress with 2°, 7°-
dichlorofluorescin diacetate (DCF-DA) single staining. Moreover, it was determined that
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catalase activity increased 3.076 and 4.062 times in F. culmorum and F. graminearum,
respectively. Changes in expression of cyp5 14, which is the target gene of the active substance,
and mgv1, which is an essential for Fusarium species, were detected by quantitative polymerase
chain reaction (QPCR). The average E value was calculated as 2.04 + 0.03. It was calculated
that cyp51A4 gene expression increased 7.426 + 0.48 fold in FcUK99 and 15.47 + 0.75 fold in
PH-1 strains. At the same time, increase in the expression of the mgv/ was also detected. Values
were found as 3.056 £ 0.16 fold for FcUK99 and 2.113 + 0.04 fold for PH-1. The findings
revealed that tebucanozole was effective on the viability of Fusarium species both by activating
the apoptotic process and by causing oxidative stress. It also enabled us to understand the
cellular and molecular mechanisms of this active compound beside its known inhibition effect.
Therefore, the data obtained from the master’s thesis has a high potential to be used in the fight
against Fusarium pathogens in plant pathology field.

August 2021, 84 pages.

Keywords: Apoptosis, Catalase, Cytotoxicity, Fusarium spp., Gene Expression, Tebuconazole
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1. GIRIS

F. graminearum ve F. culmorum diinya genelinde kii¢lik taneli tahillardan siis bitkilerine kadar
farkli bitki tiirlerini enfekte ederek bagak yaniklig1 ve kok/kok bogazi ¢iiriikliigii hastaliklarina
yol agmaktadirlar. Sadece bitkilerde gdzlenen hastaliklardan ve ekonomik kayiplardan sorumlu
olmakla kalmadiklari, ayn1 zamanda iirettikleri mikotoksinleri aracilig1 ile insan ve hayvan
saglhigin1 da olumsuz etkiledikleri i¢in bu iki Fusarium tiirii ile tarimsal alanlarda miicadele
onem arz etmektedir (Ozer ve Soran, 1991; Nelson ve dig., 1994, Waalwijk ve dig., 2003).
Miicadele kapsaminda; patojene direngli bitki hatlar1 gelistirilmekte, hastaliktan ari fide
kullanilmakta, hastalik bulunduran bitkiler ekim alanlarindan uzaklastirilmakta, solarizasyon
uygulanmakta, antogonistik etkili tiirler tamimlanmakta, kimyasal miicadeleden

yararlanilmakta, bitki tiirevli kimyasal maddeler ve sentetik zirai ilaglar kullanilmaktadir.

Miicadele yontemlerinden birisi olan zirai ilagla miicadele; diisiik maliyeti, uygulama kolayligi
ve birden fazla bitki patojenine karsi etkili olabildiginden en ¢ok tercih edilen yaklagimdir
(Kimura ve dig., 2007). Cok sik kullanilmasina karsin zirai ilaglarin funguslar iizerindeki
hiicresel ve molekiiler diizeydeki etki mekanizmast tam olarak bilinmemektedir.
Gergeklestirilen arastirmalarin  biiylik ¢ogunlugu zirai ilaglara karsi gelisen direncin
belirlenmesi, populasyon igerisinde takibi, genel etki mekanizmasinin anlagilmasi ve insan

saglig lizerindeki etkisinin belirlenmesi lizerine yogunlagmustir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda ise zirai ilag olarak kullanilan tebukonazol aktif maddesinin
F. graminearum PH-1 ve F. culmorum FcUK99 suslariin biiytimesini %50 engelleyen etkin
konsantrasyon (ECso) degeri belirlendi, ECso doz uygulamasinin neden oldugu oksidatif stres
ve apoptotik siire¢ hiicresel diizeyde sirasiyla AO/EB ve DCF-DA boyamalari ile incelendi ve
floresan mikroskopisi ile goriintiilendi. Oksidatif stres etkisi degisen katalaz aktivitesi ile de
gosterildi. Tebukonazoliin proliferasyon tlizerindeki toksik etkisi arastirildi, ayrica hedefledigi
cyp51A geni ve hiicre biitiinliigii ile iremeden sorumlu olan mgv/ geninin anlatiminda neden
oldugu degisim gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (ing., “quantitative polymerase
chain reaction; qPCR) ile analiz edildi. cyp51A4 genindeki varyasyonlarin direng gelisimi ile
iliskisi polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilan gen bolgesine ait sekanslarin hizalama

calismalari ile de irdelendi. Tebukonazoliin Fusarium tiirleri iizerindeki hiicresel ve molekiiler



diizeydeki etkisinin belirlendigi yiiksek lisans tezi, tebukonazoliin ya da bu bilesigi igeren
antifungallerin tarim arazilerinde kullanimina y6nelik yonetim programlarina veri ve literatiire

de katki saglanmistir.



2. GENEL KISIMLAR

Fusarium tirlerinin neden oldugu hastaliklar yasanan iklim degisimi ile kiiresel bir problem
haline gelmistir. Zirai antifungal ilaglar igerisinde yer alan tebukonazol, iilkemizde 1988 yilinda
ruhsatlandirilmistir  (https:/bku.tarim.gov.tr)!. O tarihten giiniimiize bitki patojenleri ile
miicadelede etkin bicimde kullanilmaktadir. Zirai ilag gruplarindan triazol sinifina dahil edilen
tebukonazoliin, CYP51 proteini ve ergosterol sentezini baskilayarak fungus tiremesini
siirladig bilinmektedir (Diao ve dig. 2018). Ancak, literatiirde tebukonazole maruz kalan
patojenik tiirlerde hiicresel diizeyde meydana getirdigi oksidatif stres, apoptoz ve 6zgiin gen

anlatim diizeylerinde neden oldugu degisimler hakkinda detayl bir bilgi yer almamaktadir.

Bu nedenle, yiiksek lisans tezi kapsaminda antifungal ajan olarak kullanilan tebukonazoliin
Fusarium referans suslar iizerindeki etki mekanizmalari hiicresel ve molekiiler diizeyde ilk kez
arastirilmistir. Aktif bilesigin inhibe edici minimum konsantrasyonunun belirlenmesi ile fazla
dozda kimyasal kullanilmayarak patojenlerin bu aktif bilesige kars1 direng kazanmasinin oniine
gecilmesi distiniilmektedir. Ayrica etkin doz ile tebukonazoliin kullanilacagi zirai ilag
kombinasyonlarmin olusturulmasinda az miktar kimyasal ile etkin koruma saglanmasini

gelistirilecek stratejilere katki saglayacaktir.

2.1. BiTKi PATOJENLERI

Fitopatoloji, Yunancada “phton” (bitki), “pathos” (patoloji) ve “logos” (bilim) kelimelerinden
tiiretilmistir. Fitopatolojinin baslica ¢calisma alanlari; bitkileri enfekte eden organizmalarin ve
bu patojenlerin sebep oldugu bitki hastaliklarinin tanimlanmasi, zarar diizeylerinin belirlenmesi

ve onlara kars1 miicadele stratejilerinin gelistirilmesidir.

Bitkiler ekosistem igerisinde toprak ve iklim kosullarina bagli olarak gelisimlerini ve
iremelerini siirdiirtirler. Ancak tiim canlilar gibi bitkiler de biyotik ve abiyotik cevresel
faktorler ile etkilesim icindedirler. Bitkilerde gozlenen cesitli hastaliklar viroidler ve virlisler
ile birlikte gesitli prokaryotik ve Okaryotik organizma gruplar tarafindan meydana getirilir
(Dyakov ve dig., 2007; Karaca, 2018). Bir patojenin bitkilerde hastalik olusturmasi sadece
biyotik faktorlere bagli degil, cevresel faktorlerin etkisine de bagli olabilmektedir. Bitki

! https://bku.tarim.gov.tr [Ziyaret Tarihi 06.04.2021]
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gelisimini olumsuz etkileyen abiyotik faktorler ortadan kalktiginda patojenin yol agtig1 hastalik
etkisinin azaldig1 hatta tamamen ortadan kalktig1, buna karsin hastalik etmeni organizmanin
ortamdan uzaklasmasi durumunda bile hastaligin iyilesmedigi bilinmektedir (Karaca, 2018).
Funguslar, bitki patojenleri igerisindeki en biiylik grup olarak bilinmektedir ve bitki
hastaliklarinin %75’inden sorumludur (Prescott ve dig., 1990; Agrios, 1997; Dickenson, 2003;
Arici, 2018).

2.2. FUNGAL PATOJENLER

Funguslar mikroskop altinda gozlenebilen kiiclik boyutlu tek hiicreli olan mayadan, ¢ok hiicreli
sapkali funguslara kadar genis bir ¢esitlilik gosteren Okaryotik organizmalardir. Klorofil
tasimazlar. Hiicre duvarina sahiptirler. Zarli organelleri bulunur. Bazi hiicreler birden fazla
cekirdege sahip olabilir (Prescott ve dig., 1990). Funguslar tiiriin 6zelligine ve ortam sartlarina
baglh olarak eseyli ve/veya eseysiz iireme goOsterebilirler. Eseysiz iireme; boliinme,
tomucuklanma, spor olusturma ve fragmantasyon seklinde dort farkli tipte meydana gelebilir
(Prescot ve dig., 1990; Watkinson ve dig. 2015). Funguslarda eseyli ireme gametangiyogami
ile gergeklesir (Tutel ve Cirpici, 1999; Trail, 2009). Bu siire¢, haploid yapida hiflerin
kaynagarak sitoplazmalarinin birlegsmesinin (plazmogami) ardindan heterokaryotik evreye
gecen cekirdeklerin birleserek zigotu meydana getirmesi (karyogami) ile gergeklesir. Diploid
yapidaki zigotun (2n) mayoz boliinme gegirerek haploid sayida kromozom (n) tasiyan sporlari

olusturmasini kapsar (Prescott ve dig., 1990; Reece ve dig., 2013) (Sekil 2.1).

N j:;:?é Haploid (n)

Heterokaryotik (farkl bireylere
ait kaynasmamis ¢ekirdekler)
Diploid (2n)

Miselyum

ESEYSIZ UREME
CIMLENME

Sekil 2.1: Bir fungusun genellestirilmis yasam dongiisii (Reece ve dig., 2013).

Sporlar



Toprakta, tatl sularda, havada ve hatta denizlerde yasayan fungus tiirleri bilinmekle birlikte
cogunlukla karasal ortamda toprak habitatinda yaygindirlar. Diinya genelinde gilinlimiize kadar
ortalama 100.000 fungus tanimlanmig ve bunlar arasindan yaklasik 10.000 tiiriin bitkilerde
hastalik etmeni oldugu bildirilmistir (Arici, 2018). Bitki patojeni funguslar, yasam dongiisiiniin
biiyiik bir kismin1 genellikle bitkiler veya bitki artiklar1 tizerinde gegirirler (Prescott ve dig.,
1990; Agrios, 1997; Mueller ve dig., 2004). Konak organizmada gosterdikleri yasam formlarina
gore adlandirilirlar. Kendi yasam dongilisii i¢in besin ihtiyacim1 konak organizmanin
dokularindan saglayan ancak konak organizmay: 6ldiirmeyenler biyotrofik grup tiyeleridir.
Nekrotrofik grup ise kendi varligini siirdiiriirken konak organizmanin 6liimiine sebep olur. Her
iki yasam stratejisini benimseyen hemi-biyotrofik tiirler ise, bitki {izerinde 6nce biyotrofik
yasam bi¢imine sahipken yasam dongiisiiniin ileri asamalarinda nekrotrofik 6zellik gostererek

konak bitkinin 6liimiine sebep olurlar (Dickenson, 2003; Arici, 2018).

Fungal hastaliklar tahillardan, sebze ve meyvelere kadar ¢ok cesitli bitkilerde goriilmektedir
(Ozer ve Soran, 1991). Tiiriin neden oldugu hastalik semptomlar1 fungusla enfekte bitkilerin
belirli dokularinda, organlarinda veya bitkinin tamaminda ortaya ¢ikar. Bitkilerde yaygin olarak
goriilen semptomlar; lekeler (ing., spots), solgunluk (ing., wilts), mantarlasma (ing., blight),
ctiriikliik (ing., rots), kanser (ing., cankers), geriye 6liim (ing., dieback), ¢okerten (ing., damping
off), ¢okme (ing., decline), pas (ing., rusts), kiif (ing., mildews) ve kiillemedir (ing., powdery
mildew) (Strange, 2003; Doohan, 2014). Temel besin kaynaklarindan tahillardaki en yaygin
fungal hastaliklar; kok/kok bogazi ¢iirtikliigii, sap ve yaprak hastaliklari, basak yanikliklari

olmak tizere ii¢ baslik altinda toplanabilir.

Bitkide hastalik yapan funguslar, bitkinin gelisimini olumsuz etkilemekle kalmaz bircogu ayni
zamanda hastalik siirecinde mikotoksin denilen ¢esitli sekonder metabolitleri liretirler. Bitki
patojeni tiirlerin Uirettigi bu mikotoksinler sadece bitkileri etkilemez, mikotoksin bulagmis
iriinle beslenen insan ve hayvanlarin da sagligmi tehdit ederler (Orug, 2005; Ismaiel ve
Papenbrock, 2015; Arici, 2018). Ancak antibiyotik etki gdsten bazi mikotoksinlerin insan
sagligint korumada faydalanildigi da bilinmektedir (Brown ve Proctor, 2013). Funguslar
tarafindan 300’den fazla mikotoksinin iiretildigi belirlenmistir. Bunlar arasindan aflatoksinler,
sitrinin, patulin, penisilik asit, tenuazonik asit, okratoksin A, sitokalasinler, deoksinivalenol,
moniliformin, enniatin, fumonisin, fusarin C, fusarik asit ve zearalenon tahillar1 kontemine eden

mikotoksinler olarak kabul edilirler. Dogada sik goriilen Fusarium tiirleri, ¢esitli toksin iiretme



yetenegine sahip olmasi ve toksinleri araciligi ile saglik sorunlarina sebebiyet vermesinden
dolay1 mikotoksin {ireten funguslar arasinda en ¢ok calisilan tlirlerdendir (Y oriik ve Albayrak,

2012; Munkvold, 2017).

2.3. Fusarium TURLERI

Fusarium cinsi taksonomik olarak Ascomycota bdliimiinden, Sordariomycetidae sinifinin,
Hypocreales takiminin bir iiyesidir (Ozer ve Soran, 1991; Nelson ve dig., 1994; Goswami ve
Kistler, 2004). Fusarium tirleri tim diinyada oldugu gibi iilkemizde de 6zellikle ekonomik
degere sahip tahil iirlinlerinde (arpa, bugday, musir, piring, c¢avdar, yulaf gibi) yikici
hastaliklarin etmeni olarak bilinse de ¢ok cesitli bitki tiirlerini de enfekte etmektedir (Windels,
2000; Waalwijk ve dig., 2003; Goswawi ve Kistler, 2004; Matny, 2015). Bu genusun 300’{in
iizerinde tiirti rapor edilmis, 80’1 ¢cok 1yi tanimlanmis, 17 tiiriin tarimsal alanlarda tahillara etki
eden patojenler oldugu rapor edilmistir (Moretti, 2009; O’Donnell ve dig., 2015; Y o6riik ve Yli-
Mattila, 2019). F. graminearum ve F. culmorum diinya genelinde bitkilerde gozlenen kok/kok
bogazi ciiriikliigli ve bagak yaniklig1 hastalikarinin esas etmenleridir (Yli-Mattila, 2010; Scherm

ve dig. 2013).

Esas habitati toprak olan Fusarium tirleri nekrotrofik, biyotrof ve hemi-biyotrof yasam
bi¢imine sahip olabilmektedir. Bu tiirler nemli ve yar1 nemli topraklarda yaygin bulunmasina
karsin soguk ve kurak bolgelerde de etkili olabilmektedir. Optimum tlireme kosullari; 25-32°C
sicaklik, 5-7 pH aralig1 olarak bilinmektedir (Ozer ve Soran, 1991; Bai ve Shaner, 2004).
Yasanan iklim degisimi, uygulanan tarim rotasyonlar1 ve kullanilan miicadele yontemler nedeni
ile Fusarium tiirlerinin hifleri ve sporlarinin yayilimi, gosterdikleri hastalik siddeti
degismektedir (Brown ve Proctor, 2013; Munkvold, 2017). Fusarium tiirleri eseyli ve eseysiz
ireme yeteneklerine sahiptir. Aseksiiel spor olan makrokonidler, mikrokonidler ve
klamidosporlar uygun ortam kosullarinda ¢imlenerek fungal yapiy1 meydana getirmektedirler
(Kerényi ve dig., 2014; Waalwijk ve dig., 2006). Eseyli iiremede ise baz1 Fusarium tiirleri
tarafindan iretilen, esem tipine sahip sporlar (askospor) birleserek askus hiicrelerini
olustururlar. Askus hiicreleri plazmogami ve karyogami evrelerini takiben mayoz bdliinmeye
ugrayarak sekiz adet askospor meydana getirir (Sekil 2.1). Eseyli lireyen Fusarium tiirleri genin
iki farkli esem alleline (MATI-1 ve MATI-2) sahiptirler. Her iki allel tipine sahip tiirler
homotallik (MATI-1 ve MATI-2), esem allellerinden sadece birini bulunduranlar ise



heterotallik (MATI-1 veya MATI-2) olarak isimlendirilirler. Homotallik tiirler farkli esem
tipine ihtiya¢ duymadan kendi {irettigi sporlar ile zigot olusturbilme yetenegindedirler.
Heterotallik tiirler ise farkli esem tipine sahip tiirlerin sporlarina ihtiya¢ duyarak eseyli iirerler

(Kerényi ve dig., 2014; Waalwijk ve dig., 20006).

Fusarium tiirleri mikotoksin tiretme yetenegine sahip en 6nemli bes fungus cinsi igerisinde yer
almaktadir (Gutleb ve dig., 2002; Sabuncuoglu ve dig., 2008). En iyi bilinen Fusarium
mikotoksinleri trikotesenler, fumonisinler (fumonisin A1, fumonisin P1), fusarin C, zearalenon
(ZEN) ve gibberellik asittir. Mikotoksinlerin trikotesen sinifi, daha 1yi bilinen deoksinivalenol
(DON), 3-asetildeoksinivalenol (3-ADON), 15-asetildeoksinivalenol (15-ADON), nivalenol
(NIV), diasetoksyscirpenol (DAS), NX-2, HT-2 ve T-2 toksini igerir (Ismaiel ve Papenbrock,
2015). DON gibi mikotoksinlerin enfeksiyon sirasinda bazi islevleri oldugu bildirilmektedir.
DON iiretiminde gorevli #i5 genindeki varyasyon nedeniyle DON iiretemeyen funguslarin
enfeksiyon kabiliyetinde azalma oldugu bildirilmistir. DON ve ZEN’in de aralarinda oldugu
mikotoksinlerin, saprofitik asamada diger mikroorganizmalar1 hedeflemek igin
sentezlenebilecegi gosterilmistir. Fusarium tirleri tarafindan sentezlenen mikotoksinlerin
tiimiiniin rolii heniiz tam olarak anlagilmamistir. Mikotoksinlerin rolleri ve iiretim yollarininin
aydinlatilmasinin fungal hastalik yonetim stratejilerinin gelistirilmesinde énemli etkiye sahip

oldugu diistiniilmektedir (Perincherry ve dig., 2019)

Fusarium culmorum (W. G. Smith Sacc.) taksonomik olarak mitosporik Hypocreales ailesinin
bir tiirii olup konak Ozgiinliigii gostermeksizin nekrotrofik bir yasam dongiisiine sahiptir.
Bitkilerde basak yanikligi, solgunluk, kok/kok bogazi clriikligi ve kiilleme gibi cesitli
hastaliklarin etmenidir (Ozer ve Soran, 1991; Hornok ve dig., 2007; Scherm ve dig., 2013).
Ulkemizde Marmara, Ege, Akdeniz, Karadeniz ve I¢ Anadolu Bolgesinde etkili olmaktadir
(Miedaner ve dig., 2001; 2008; Yoriik ve Albayrak, 2012; Tok ve Arslan, 2016; Y oriik ve dig.,
2016). MATI-1 ve MATI-2 esem allellerinden sadece birini tasidig1 i¢in eseysiz tirer (Kerényi
ve dig., 2004). Ancak bu tiirlin yasam dongiisii siirecinde paraseksiiel olarak iiredigi ve ¢ift
esem allellini verdigi de rapor edilmistir (Obanor ve dig., 2010; Cepni ve dig., 2013). F.
culmorum’un etkili oldugu ekim alanlarindaki iirlin kayiplarindan sadece patojenik
ozelliklerinin degil ayn1 zamanda tirettigi mikotoksinlerinin de sorumlu oldugu gdsterilmistir

(Bernardo ve dig., 2007). Bu tiir iirettigi mikotoksin tipine gore aurofusarin, butenolid,



klamidosporol, siklon radiol, enniatin, fusarin, moniliformin, ZEN, NIV, DON ve 3-ADON
kemotiplerini gdstermektedir (Jestoi, 2008; Pasquali ve Migheli, 2014; Munkvold, 2017).

Referans izolat olarak kabul edilen FcUK99 susuna ait genom projesi gergeklestirilmis olsa da
3. faz calismalari devam etmektedir ve tiim genom dizilim bilgisine ait annotasyonu
tamamlanmamistir (Baldwin ve dig., 2010; Scherm ve dig., 2013, Urban ve dig., 2016). Haploid
kromozom sayis1 n=4 olarak bildirilmistir (Cuomo ve dig., 2007). Ortalama genom boyutu 38.9
Mb olarak belirlenmis olup %45 GC igerigine sahip dizi bilgisi NCBI veri tabaninda erisime

acilmistir (www.ncbi.nlm.nih.gov)?.

F. graminearum (Schwabe) Netriaceae ailesinin bir liyesi olup hemi-biyotrof yasam dongiisiine
sahiptir. Konak se¢ici olan F. graminearum genellikle misir, arpa ve bugday gibi tahil tiirlerinde
kok/kok bogazi ciiriikliigii ile basak yanikli§i hastaliklarinin etkenidir. Global olarak
bakildiginda basak yanikliginin en basta gelen etmeni olarak bildirilmis ve en 6nemli 10 bitki
patojeninden biri olarak bilinmektedir (Bai ve Shaner, 2004; Goswami ve Kistler, 2004; Dean
ve dig., 2012). Diinya genelinde ve iilkemizde farkli bolgelerden rapor edilmistir (Bernardo ve
dig., 2007; Yoriik ve dig. 2016). Eseysiz ve eseyli lireyebilen F. graminearum MATI-1 ve
MATI-2 esem allellerinin her ikisini de tasimaktadir (Kerényi ve dig., 2004). Hemi-biyotrofik
oldugundan yasam dongiisiiniin farkli evrelerinde miselyum, askospor, makrokonidyum ve
klamidospor formunda bitkiyi enfekte edebilmektedir. (Bai ve Shaner, 2004; Miedaner ve dig.,
2008). F. graminearum tiirleri aurofusarin, butenolid, klamidosporol, siklon radiol, ZEN, T-2,
NX-2, DAS, fusarin, 3-ADON, 15-ADON, DON ve NIV mikotoksinlerini liretmektedirler
(Pasquali ve Migheli, 2014; Munkvold, 2017).

Bu tiirtin genom projesi 2006 yilinda PH-1 ve GZ3639 susunda tamamlanmistir. Haploid
kromozom sayis1 n=4’tiir. Kromozom sayis1 diger hifli funguslar ile genom dizisi ¢ikarilan
diger Fusarium tiirlerine gore azdir (Cuomo ve dig., 2007). PH-1"in genom boyutu 36,1 Mb
olarak belirlenmis ve %48 GC igerigine sahip oldugu rapor edilmistir. Veritabanlarinda
10000’in iizerinde eksprese dizi etiketlerinin (ing., expressed sequence tags; EST) yani sira,
mikotoksin {iiretimi, replikasyon, transkripsiyon, hidroliz ve benzeri 6nemli biyokimyasal
stireclerle iligkili karakterizasyonu yapilmis gen dizilim bilgisi mevcuttur. 13726 gen ve 17

pseudogen icerdigi tespit edilmistir (Urban ve dig., 2016; King ve dig., 2017). Genom dizilimesi
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yapilan iki sus arasinda 10495 tek nukleotid polimorfizmi (ing., single nucleotide

polymorphisms; SNP) belirlenmistir.

2.4. Fusarium TURLERI iLE MUCADELE

Kiiresel 1sinmanin sebep oldugu iklim degisiklikleri nedeniyle Fusarium tiirlerinin daha genis
alanlarda etkili olduklar rapor edilmistir (Saharan ve dig., 2004; 2007; 2008; Yli-Mattila ve
dig., 2013; Pasquali ve Migheli, 2014). Bunun bir sonucu olarak bu tiirlerin bitkilerde meydana
getirdigi tirlin kayiplar1 yillar gectikce ciddi boyutlara ulagsmaktadir. FAO (ing., The Food and
Agriculture Organization; FAO) istatistiklerine gore 2010 yilinda diinya genelinde 30495 hg/ha
tahil {irtinii elde edildigi bildirilirken 2019 yilinda {retim miktar1 27615 hg/ha olarak
bildirilmistir (http://www.fao.org/faostat ). Fusarium tiirleri patojeniteleri ile sadece bitkilere
degil, trettikleri mikotoksinleri araciligityla insan ve hayvanlarda saglik problemlerine yol
acmaktadir. Bu baglamda Fusarium tiirleri ile miicadelede farkli yaklasimlar denenmektedir.
Kiiltiirel miicadele olarak hastaliktan ari fide kullanimi, hastalikli bitkilerin ekim alanlarindan
uzaklastirilmasi, dayanikli bitki ¢esitlerinin gelistirilmesi, solarizasyon, kimyasal miicadele,
antagonistik mikroorganizmalarin kullanilmasi, zirai ilaglarla kontrol sistemi ve ugucu
esansiyel yaglarin kullanilmasi bulunmaktadir (Cook, 1993; Bai ve Shaner, 2004; Saharan,

2020; Gazdagh ve dig., 2018; Zabka ve Pavela, 2018).

2.4.1. Ucucu Esansiyel Yaglar

Ugucu esansiyel yaglar 17.500’den fazla aromatik bitki tiirii tarafindan {iretilen karmasik dogal
yapil1 sekonder (ikincil) metabolitlerdir (Regnault-Roger ve dig. 2012; Hancock ve dig., 2015).
Giinlimiize kadar 3000’den fazla esansiyel ugucu yag tanimlanmistir (Bassolé ve Juliani, 2012).
Major esansiyel yaglar, bitkilerde eser miktarlarda bulunan diger bilesenlere gore oldukga
yiiksek konsantrasyondaki (%20-70) iki veya li¢ ana bilesikle karakterize edilirler. Baz1 ugucu
esansiyel yag bilesenlerinin antibakteriyel ve antifungal 6zellikte olduklarinin anlagilmasi ile
bu bilesikler antifungal ajan olarak kullanilmaya baslanmistir (Villaverde ve dig., 2014;
Alonso-Gato ve dig., 2021). Son yillarda bitki tiirevli ugucu esansiyel yaglarin Fusarium tiirleri
ile miicadelede kullanim potansiyelleri arastirilmaktadir (Sefer ve dig., 2017; Gazdaglh ve dig.,

2018; Yorik et al.,, 2018; Zabka ve Pavela, 2018). Ancak yapilan calismalar genellikle

3 http://www.fao.org/faostat [Ziyaret Tarihi 09.04.2021]


http://www.fao.org/faostat
http://www.fao.org/faostat

10

bitkilerden elde edilmis oziitlerin uygulamasit ve fungusun biiylimesine etkisi ile kisith
kalmigtir. Saf halde uygulanamayan esansiyel ugucu yaglarin etkinligi hakkinda yeterli bilgi
edinilememistir. Molekiiler etki mekanizmalarina ait ¢calismalar son yillarda 6nem kazansa da
genis tarim arazilerinde etkin bir miicadele stratejisi olarak uygulanamamaktadir. Bu durum

Fusarium tiirleri ile miicadeleyi sinirlandirmaktadir.

2.4.2. Antagonistik Ajanlarin Kullanimi

Bitki hastaliklari ile miicadelede siirekli kimyasal kullanilmasi ¢evre kirliligine neden olmakta,
gidalardaki kalintilar1 insan sagligin1 tehdit etmektedir. Bu nedenlerden dolayr bitki
hastaliklarina karsi insan sagligini tehdit etmeyen, ¢evre dostu faydali mikroorganizmalar
kullanilmaktadir. Biyokontrol ajanlari ile, dogrudan veya dolayli olarak, bitki fungal hastaliklar
kontrol edilebilmektedir. Cesitli toprak mikroorganizmalari, basak yaniklig1 patojenleri dahil
toprak kaynakli bitki patojenlerinin kontroliinde etkinlik gdstermistir (Minuto ve dig., 1995;
Larkin ve Fravel, 1996; Arici, 2018). Trichoderma ve Gliocladium spp. gibi diger biyokontrol
funguslar, Fusarium spp. dahil olmak tlizere ¢esitli fungal patojenler i¢in biyokontrol ajan olarak
kullanilmistir (Lumsden ve Locke, 1989; Harman, 1991; Lewis ve dig., 1993; Taylor ve dig.,
1994). Biyokontrol ajani etkili mikroorganizmalar etki mekanizmasina gore ii¢ ana grupta
incelenmektedir. (1) Direkt kullanilan biyokontrol ajanlari, patojene karsi hifsel miidahale,
antifungal karigimlarin salgilanmasit veya enzimler araciligi ile etki eder. Trichoderma
harzianum’un hastalik tehdidi olusturan patojen funguslara kars1 hidrolitik enzim salgiladigi ve
patojenik tiirtin hif yapisim1 bozarak biyolojik kontrol ajani amaciyla sik¢a kullanildigi
bilinmektedir (Taylor ve dig., 2021). (2) Dolayl kullanilan biyokontrol ajanlari, patojenin
konak ile etkilesim kurmasini fiziksel olarak engeller ya da patojenle ayni ortamda bulundugu
icin besin rekabetine girerek hastalik etkisini azaltir. Bu duruma 6rnek olarak patojenite kuvveti
giiclii olmayan F. oxysporum susunun patojenite giicii yiiksek olan diger suslarla rekabeti
verilebilir. (3) Konak savunmasini indiikleyen biyokontrol ajanlar1 ise konagin kendi savunma
mekanizmasini indiikleyerek hastalik etmeni fungusa kars1 savunma saglar. Fusarium tiirleri ile
miicadelede antagonist etki goOsteren mikroorganizmalarin kullanimi1 Fusarium tiirlerinin
yarattig1 hastaliklarla miicadele i¢in alternatif bir yaklagim saglamaktadir. Ancak ekolojik nig
icerisindeki  siirekli  olarak  bulunmalarinin  saglanmasindaki  dezavantajlar, etki
mekanizmalarina dair kisith bilgi, deneysel kosullarda etkili olan siireglerin ekim alanlarindaki
etkisinin diisiik diizeyde kalmasi hastalik kontroliinde fungusitler kadar yaygin olarak

kullanilmasinin 6niine gegmektedir (McMullen ve dig., 2012).
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2.4.3. Direncli Bitki Elde Etme

Fitopatojenlerin neden oldugu hastaliklarla bu hastaliklara direncli bitki ¢esitleri gelistirilip
ekimi saglanarak da miicadele edilebilmektedir. Fusarium tiirleri ile miicadelede gelistirilen
direncli bitkilerin kullanim1 ekonomik olarak yiiksek kazang saglamistir (Bai ve Shaner, 2004;
Champeil ve dig., 2004). Basak yaniklig1 ile miicadele amaciyla 5 farkli direng tipine sahip
bugday cesidi gelistirilmistir (Mesterhazy ve dig., 1995, 1999). Tip 1 diren¢li bitkide
enfeksiyonun baslamasi engellenir. Tip II direncte ise basaklar fungusla enfekte olur ancak
sonraki stiregte enfeksiyonun ilerlemesi ve mantarin tiremesi engellenir. Tip III ve tip IV direng
mekanizmasinda, bitki patojenin iirettigi toksine ve toksin birikimine kars1 direng gelistirmistir.
Sonuncu direng tipi ise enfeksiyonun bitkiye bulasmasini engelleyen koruyucu 6zellikte olan

tip V direng olarak ifade edilmektedir (Bai ve Shaner, 2004; Saharan, 2020).

Bugday yetistiricileri, direngli ¢esitler gelistirmek i¢in esas olarak iki hat (Sumai 3 ve Ning
7840) kullanmistir (Kolb ve dig., 2001). 1970 yilinda piyasaya siiriilen Sumai 3 ¢esidi, bugday
genotipi Funo ve basak yanikligina karsi diren¢li Tayvanxiaomai hattinin ¢aprazlanmasiyla
gelistirilmistir. Simdiye kadar bildirilen basak yanikligina direngli kaynaklar; Ning 7840 ve
Ning 894037, Japon cesitleri Nobeokabozu ve Nyu Bai (Nyubai) veya Kore ¢esidi Chokwang
direngli bitki eldesinde en sik kullanilan bugday hatlaridir (Zhou ve dig., 2003; Lin ve dig.,
2006; Yang ve dig., 2005; Saharan, 2020). Sumai 3 disinda, 1994 yilinda piyasaya siiriilen Ernie
cesidi, Kuzey Amerika bolgesinde Fusarium basak yaniklifina karsi {imit verici bir diger
direngli bitki kaynagidir ve direngli bitki gelistirme ¢alismalarina dahil edilmektedir (Liu ve
dig., 2007). Tiim bu gelismelere ragmen Fusarium tiirlerinin bitkiler lizerinde yarattig1 yikici
etki icin en sik tercih edilen uygulama direncli bitki eldesi olamamistir. Direngli bitki elde
edebilmek i¢in diren¢ genlerinin belirlenmesi, bu genlerin elde edilerek baska bir bitkiye
aktarilmasi ve boylece Fusarium tiirlerinin yaratti1 yikici etkiden kurtulmasi olduk¢a zaman,
maliyet, is gilicii istemektedir. Ayrica kisith agronomi ve degisen iklim sartlar1 ile Fusarium
tiirlerinde giin gectikge artan genetik gesitlilik direngli bitki kullanimini kisitlayan faktorlerdir
(Bernardo ve dig., 2007; Saharan, 2020).
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2.4.4. Zirai ilaclarin Kullanim

Fusarium tiirlerinin neden oldugu hastaliklarin tarim alanlarinda 6nlenmesinde kimyasallar
kullanilmaktadir. Fungal hastaliklara karst kullanilan kimyasallara fungusit adi verilir.
Fungusitler fungal biiylimeyi durdurmak ve toksin iiretimini azaltmak tizere kritik hiicresel
stirecleri etkileyen dogal, yar1 sentetik veya sentetik aktif bilesenlerdir (Genet ve Jaworska,
2009; Geat ve Singh, 2016). Fungusitlerin uygulanma sekilleri hastaligin bitki tizerinde
goriildiigli yere gore degismektedir. Topraga, tohuma, ilk siirgiinlere, gévdeye veya bitkinin
meyvelerine uygulanabilir. Uygulama kolaylig1 ve ekonomik erise bilirligi 6zellikleri tarim

arazilerinde kullanim tercihlerinin basinda gelmektedir (Doohan, 2014).

Fungusitler bitki dokusuna niifuz etme stratejisi ve/veya etki mekanizmalarina bagli olarak
simiflandirilmaktadir. Bitki dokusuna niifuz etmeden patojenin yasamsal faaliyetlerine ve
iremesine etki eden fungusitlere koruyucu fungusit denir. Fungusu 6ldiirmek icin bitkinin
dolasim sistemine girerek ve bitki organlar1 arasinda tasinarak etkili olan fungusitlere sistematik
fungusit denir. Son grup fungusitler ise eradaktif fungusitlerdir. Bu grupta bitki enfeksiyon
etmeni ile etkilesim icindedir. Enfeksiyon gelisir ve fungal organizmanin iiremesi, biiylimesi
veya yasamsal faaliyeti uygulanan fungusitle inhibe edilir (Khachatourians ve Dilip, 2001;

Kramer ve Schirmer, 2007; Doohan, 2014).

Giiniimiizde kullanilan fungusitlerin hedefleri, 6nemli biyolojik siireglerden birincil derecede
sorumlu proteinler veya onlarin kodlanmasindan sorumlu genlerdir. Fungusitler 6nemli
biyolojik siireclere ait enzimlerin aktif bolgelerine ya da hedef bolgelerini baglanarak etki
gosterirler. Fungusitler ilgili bolgelere baglanarak hiicredeki mekanizmanin isleyisinde yer alan
normal siirece ait bilesiklerin baglanmasin1 engelleyerek biyokimyasal siireglerin
inhibisyonuna sebep olurlar (Genet ve Jaworska, 2009; Kretschmer ve dig., 2009). Uygulanan
zirai ilaglarin funguslar tizerindeki etkinliginin yillar i¢inde azaldig1 rapor edilmektedir. Bunun
nedenleri; zirai ila¢ hedefi olan gende meydana gelen mutasyonlar, fungusitin baglandig: etkin
bolgelerin yap1 degisimleri, hedef proteinin yiiksek diizeyde iiretilmesi, alternatif metabolik
yolak gelistirilmesi, fungusitin metabolik olarak parcalanmasi ve ATP-az bagiml tasiyici
proteinler aracilig1 ile fungusitin hiicreden atilmasi olarak gosterilmektedir (Brent ve Hollomon,
2007). Patojenlerin piyasaya siiriilen fungusite kars1 belirli kullanim siireci sonunda direng
kazanim oranlarinda artis oldugu tespit edilmistir. Direng¢ gelisim siireleri fungusit tiirlerine

gore farklilik gostermektedir. Tablo 2.1°de farkli mekanizmalara etki eden zirai ilaglara kars1
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funguslarin gelistirdigi ortalama direng¢ kazanim zamani verilmistir. Direng gelisimi 2 ile 40 y1l
arasinda degismektedir. Benzimidazol ve demetilasyon inhibitorleri diinya genelinde siklikla
tercih edilen fungusitlerdir ve uygulama alanlarinda funguslarin 2-7 yil arasinda bu aktif
bilesiklere direng gelistirdikleri gdsterilmistir. Funguslarin fungusitlere karsi direng kazanimu,
fungusit direng yonetim planlarinin gelistirilmesini saglamistir. Fungusit direng yoOnetim
hedefleri; diren¢ kazanim profillerinin belirlenmesi, etkisini yitiren fungusitin kullaniminin
engellenmesi, yeni fungusitlerin gelistirilmesi, diren¢ kazanimlarinin dolayisi ile potansiyel
olarak hastaliklarin Oniline gec¢ilmeye calisilmasini igermektedir. Zaman ig¢inde etkisini
kaybeden fungusitlerin yerine endiistriyel laboratuvarlar araciligi ile yeni fungusit gruplar
gelistirilmeye devam edilmektedir. Genetik, biyokimya ve epidemiyoloji alanindaki temel
arastirmalar, direng gelisim riskini etkileyen faktorlerin aydinlatilmasin1 saglamaktadir. Bu
sekilde, diisiik direng gelistirme riski sunan metabolik siireclerin inhibisyonunu igeren yeni

fungusitler ile direng yonetimi miimkiin olmaktadir (Brent ve Hollomon, 2007).

Tablo 2.1: Diinya ¢apinda fungusit direncinin ilk ortaya ¢ikis tarihleri ve direncin gelismesi igin gereken
siireler (Brent ve Hollomon, 2007).

Ik goriilme . . 11k kullanimdan direnc¢

tarihi pungusitiiyithgusit SENT bildirimine kadar gecen siire (Yil) aferans

1960 Aromatik hidrokarbon 20 Eckert, 1982

1964 Organo-mercurials* 40 Noble ve dig., 1966

1969 Dodine* 10 Gilpatrick, 1982

1970 Benzimidazol 2 Smith, 1988

1971 2-Amino-pirimidin 2 Brent, 1982

1971 Kasugamisin* 6 Kato, 1988

1976 Fosforotiolat 9 Kato, 1988

1980 Fenilamid 2 Staub, 1991

1982 Dikarboksimit 5 Lorenz, 1988

1982 Sterol Demetilasyon 7 De Waard, 1994
Inhibitorleri

1985 Karboksanilit 15 Locke, 1986

1998 Strobilurin 2 Heaney ve dig., 2000

2002 }fﬁﬁ?&ﬁg?“em 2 Kaku ve dig., 2003

2.5. ZIRAT ILACLARIN ETKi MEKANIZMASI

Cogunlugu sentetik olarak fliretilen zirai ilaglar, funguslardaki solunum, sterol biyosentezi,
hiicre dongiisii gibi temel yasamsal siirecleri hedefleyerek etkili olmaktadir (Seiber ve
Kleinschmidt, 2011). Funguslara kars1 kullanilan zirai ilaclar, etki mekanizmalarina gore dokuz

ana baglikta siiflandirilmaktadir (FRAC, 2020). Her grubun kendine ait etki mekanizmasi
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bulunmakla birlikte bazi zirai ilag gruplarinin etkiledigi yolaklar tam olarak agiklanamamustir.
Tablo 2.2°de zirai ilaglarin etki mekanizmalaria gore siniflandirilmasi, etkiledikleri yolak ve

genler ile direng bildirim durumlar1 verilmistir (FRAC, 2020).

Tablo 2.2: Diinyada kullanilan zirai ilag siniflandirmasi ve bazi kimyasal gruplar ile 6zellikleri.

Hiicresel Etkisi Sinifi Kimyasal Grubu

Diren¢ Durumu, iliskili Gen Bilgisi ve Risk Durumu

Niikleik Asit
Metabolizmasi

Fenil Amit
Hidroksi (2-amino)
Pirimidin
Heteroaromatikler

Karboksilik asitler

RNA polimeraz I yolagin etkiler. Capraz direng ve direng
durumu bilinmektedir. Yiiksek risklidir.

Adenozin deaminaz yolagini etkiler. Orta risklidir. Direng
ve c¢apraz diren¢ durumu kiillleme etkeni funguslarda
bilinmektedir.

DNA/RNA sentezinde etki eder. Direng bildirilmemistir.
DNA topoizomeraz II (giraz) etki eder. Bakteriyel direng
bildirilmistir. Risk durumu bilinmemektedir.

Hiicre Iskeleti ve
Motor Proteinler

Metil Benzimidazole
Karbamat

Benzamit
Tiyazol karboksiamit
Fenilireaz

Siyanoakrilat

Aril-Fenil-Keton

Birgok fungal tiirde direng bildirilmistir. Direncle ilgili
birden fazla bdlgede [-tubulin geninde mutasyon tespit
edilmistir. Pozitif ve negatif capraz direnc bildirilmistir.
Yiiksek risklidir.

Diisiik risklidir.  Direng bildirilmemis ancak direng
yonetim calismasi gereklidir.

Direng bildirilmemistir.

F. graminearum tiirlerinde direng bildirilmisir. miyosin-5
gen  kodlamasindaki  hedef bolge mutasyonlan
bilinmektedir.

Kiilleme etkeni funguslarda diisiik hassaslik bildirilmistir.
Direng yonetim ¢alismasi gerekir.

Solunum

NADH oksidorediiktaz

Siiksinatdehidrogenas
inhibitorii

Kinon inhibitorleri

Direng bildirilmemistir.

Bir¢ok fungus tiiriinde diren¢ bildirilmistir. sdh geninde
birden fazla bolgede direng kazandiran mutasyon tespit
edilmistir. Orta risklidir.

Bir¢ok fungus tiiriinde direng bildirilmistir. cyt b geninde
tek bir amino asit  degisimin direng ile iliskisi
gosterilmistir. Capraz direng bildirilmistir.

Amino asit ve
protein sentezi

Anilino pirimidin
Protein sentezi (Ribozom
sonlandirma ve baslatma)

Bazi funguslarda direng bildirimi yapilmistir. cgs geninde
diren. Gelistiren mutasyon tespit edilmistir.

Fungal ve bakteriyel direng bildirilmistir.

Fenilpirol Kinoksifen direnci bilinmektedir. os-1, os-2, hogl ve dafl
Sinyal Iletim Dikarboksimit genlerine ait degisimlerin direng gelisimi ile ilgisi
bildirilmistir.
Fosfototiolat Spes1ﬁk bazu fungus tiirlerin diren¢ bilinmektedir. Diisiik
Lipit Sentezi risk tagir.
Aromatik hidrokarbon Baz1 fungus tiirlerinde direng bildirilmistir. Diisiik
Tasimm/Membran . e
Biitiinliizii heteroaromatik risklidir.
g Diistik risklidir.  Direng bildirilmemis ancak direng
Karbamat

yonetim ¢alismasi gereklidir.

Membranda Sterol
Biyosentezi

Demetilasyon Inhibitorleri

Demetilasyon inhibitor fungusitlerinin aktivite
spektrumlarinda biiyiik farkliliklar vardir. Direng, cesitli
fungus tiirlerinde  bilinmektedir.  Cesitli ~ direng

mekanizmalart bilinmektedir. cyp51 (erg 11) genindeki
hedef bolge mutasyonlari, 6r. VI36A, Y137F, A379G,
I381V.
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Tablo 2.2 (devam): Diinyada kullanilan zirai ilag siniflandirmasit ve bazi kimyasal gruplar ile

ozellikleri.
. Kiilleme etkeni funguslarda diisiik hassashik
Aminler o o1 s . . .
bildirilmistir. Direng yonetim ¢aligmasi gerekir.
Ketorediiktaz inhibitorleri Diisiik risklidir. Direng yonetim ¢alismasi gereklidir.
) Karboksilik asit amidler B.a21. f}mgus tiirleri igin direng bildirilmistir. Diisiik
Hiicre Duvan risklidir.
Biyosentezi Polioksin Direng b11d1r11m.15j[1r. Orta risklidir. Direng yonetim
calismasi gereklidir.
Melanin Biyosentez Baz1 funguslara karsi direng bildirilmistir. Orta
Inhibitorleri-Rediiktaz risklidir.
Hiicre Duvarinda  Melanin Biyosentez Direnc bildirilmemistir
Melanin Sentezi Inhibitorleri-Poliketidsentaz ¢ Sur.
Melanin Biyosentez Bazi funguslar i¢in direng bildirilmistir. Orta risklidir.
Inhibitorleri- Dehidrataz Direng yonetim ¢alismasi

Genis spektrumlu olan bazi zira ila¢ gruplarinin patojen iizerinde hizli ve gii¢lii etkili olmasi
tarlada sikca kullanilmasini saglamistir. En sik kullanilin ti¢ zirai ilag grubu; kinon inhibitdrleri

(K1), demetilasyon inhibitérleri (DMI) ve metil benzimidazol karbamattir (MBK).

K1 ilk olarak 1996 yilinda sitokrom bcl enzim kompleksine baglanarak bitki patojenlerinin
solunumunu inhibe eden fungusitler olarak tarim alanlarinda kullanilmaya baslanmistir (Gisi
ve dig., 2002). K1, solunum sisteminde gdrev alan NADH oksidorediiktaz aktivitesini durdurup
elektronlarin elektron tasima sistemine girisini engelleyerek etkili olur (Nabi ve dig., 2017).
Tarim alanlarinda kullanimina baslanmasindan kisa bir siire sonra 6nemli bitki patojenlerinin
tarla populasyonlarinda Ki’ne direncli izolatlar tespit edilmistir. Cogu diren¢ gelisimi
incelendiginde sitokrom b (cyt b) geninin 143. amino asit pozisyonundaki glisinin alanine
(G143A) degismine yol agan bir mutasyon tespit edilmistir. Ancak ilerleyen zamanlarda bu

mutasyona ek mutasyon noktalar1 (F129L, G137R/E/V/S) da bildirilmistir (Gisi ve dig., 2002).

Sitokrom P450 sterol 14-o demetilaz (cyp5i/ergll), zar akiskanhiginin ve gegirgenliginin
diizenlenmesi icin gerekli tiim 6karyotik organizmalarin hiicre zarlarinin kritik bilesenleri olan
sterollerin biyosentezinde temel bir enzimdir (Lepesheva ve Waterman, 2007). Funguslarda
tanimlanan bir¢ok sterol arasinda ergosterol en ¢ok bulunan ve fungal biiyiime icin gerekli
olandir (Weete ve dig., 2010). DMI sterol biyosentez inhibitdrleri veya ergosterol biyosentez
inhibitorleri olarak da bilinir. 1969°da ilk kez tarim arazilerinde kullanilmaya baslanmasindan
bu yana ¢ok sayida DMI aktif bilesenleri kesfedilmis ve kullanima sunulmustur (Beresford,

2005). Azoller, azol halkasindaki nitrojen atomlarinin sayisina gore iki gruba ayrilabilen siklik



16

organik molekiillerdir: Imidazoller iki nitrojen atomu igerir ve triazoller {i¢ nitrojen atomu
icerir. DMI grubu iceriside en ¢ok triazol sinifi kullanilmaktadir. (Vandeputte ve dig., 2012;
Maertens, 2004). Azol ilaglari, ergll/cyp51 geni olarak kodlanan lanosterol 14-o demetilaz
anahtar enziminin inhibisyonuyla ergosterol biyosentetik yolunu durdurmayi hedefler. Bu
inhibisyon, azol halkasinin serbest nitrojen atomunun enzimin hem grubunun demir atomuna
baglanmasiyla gerceklesir. 14-a demetilazin anahtar enziminin inhibisyonu, ergosterol
biyosentezini aksatarak hiicre zarmin gegirgenligini bozar. Hiicre duvari gecirgenligi bozulan
patojen yasamsal faaliyetini siirdiiremez (Qian ve dig., 2018; Stenzel ve Vors, 2019). DMI’lerin
uygulamaki hatalar1 ve asir1 kullanimina bagli patojen populasyonunda direng gelisimine yol
acmistir (Sanglard ve dig. 1998). Fitopatojen funguslarda azollere kars1 {i¢ direng mekanizmasi
baskindir. Birinci mekanizmada, cyp5/ genindeki mutasyonlarin azol direncini sagladigi
gosterilmistir. Ikinci direng mekanizmasinda cyp51 geninin promotdr bolgelerindeki eklemeler
gen ekspresyonunda artisa ve direng kazanimma yol agmustir. Ugiincii mekanizma, membran
tastyicilarini kodlayan genlerin asir1 anlatimi ile kimyasalin hiicre disina atilmasi sonucu
kazanilmistir (Cools ve dig., 2013; Fan ve dig., 2013). Vall36, Tyr137, Leu305, Ala308,
Ser312, [1e374 ve Phe511 amino asitleri azollerin cyp5/ genindeki segici mutasyona ugrayan

noktalar1 oldugu bilinmektedir (Qian ve dig., 2018).

Mikrotiibiiller, Okaryotik hiicrelerin temel yapisal bilesenleridir ve c¢ekirdek ile hiicre
boliinmesi, organel tasinmasi, hiicre hareketliligi ve hiicre morfolojisinin korunmasinda
islevseldir (Li ve Yang, 2007). MBK fungusitler, hastalik yonetiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. MBK fungusitlere direng mekanizmasi, bir dizi farkli filamentli fungusda
incelenmistir. Benzimidazoller, esas olarak o ve B tubuline baglanarak mitoza ve fungusun
hiicre iskeletine miidahale ederek etki gosterir (Davidse, 1986; Davidse 1988; Davidson ve dig.,
2006). Cogu zaman benzimidazol toleransi, benzimidazol baglanmasini azaltan pS-tubulin
genindeki mutasyonlardan kaynaklanir (Reijo ve dig., 1994; Davidson ve dig., 2006). 198. ve

200. amino asit degisimleri MBK fungusitleri i¢in en iyi bilinen diren¢ mutasyon noktalaridir.

2.5.1. Tebukonazol

Tebukonazol, bitki hastaligin1 kontrol etmek i¢in direkt tohumlara veya spreyleme ile kullanilan
genis spektrumlu DMI grubu igerisinde yer alan triazol fungusittir. [IUPAC isimlendirmesi 1-
(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-3-(1,2,4-triazol-1-ylmethyl) pentan-3-ol’diir. Kimyasal
formiilii C16H22CIN3O’dir (Sekil 2.2). Renksizdir, kristalize haldedir ve belirgin bir kokusu
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yoktur. Tebukonazol, 1981 yilinda elde edilmistir ve 1987 yilinda da patentlenmistir. 1,2,4-
triazol tiirevlerinden biri olarak, ergosterol biyosentezini inhibe ederek kiilleme, kok/kok
bogazi ¢iiriikkligli ve yaniklik gibi hastaliklarla miicadelede etkin bir bigimde kullanilir
(Homdork ve ark., 2000; Ma ve dig., 2009). Hastaliklarin 6nlenmesinde tarim arazisine ekilecek
tohumlarin ekim oncesi veya ekimden sonraki 3 giin igerisinde tebukonazol uygulamasi
yapildiginda hastaligi 6nlemede %60’1n iizerinde etkili oldugu goézlemlenmistir (Mauler-

Machnic ve Zahn, 1994).
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Sekil 2.2: Tebukonazol’iin yapisal formiilii.

Diinya capinda kullanim1 yaygin olmakla birlikte funguslarda en sik direng gelisimi gozlenen
zirai ila¢ tlirtidiir. Asya, Kuzey Amerika, Giiney Amerika, Avrupa kitalarindaki farkli
iilkelerden Fusarium tiirlerinin tebukonazol direnci gelistirdigi bildirilmistir (Beresford, 2005;
Yin ve dig., 2009; McMullen ve dig., 2012; Spolti ve dig. 2012, 2014; Hellin ve dig. 2017,
Anderson ve dig., 2020)

Yurdumuzda bagak yaniklig1 kok/kok bogazi ¢liriikliigii etmeni olan Fusarium tiirleri ile farkl
fungal proteinleri ve biyolojik siirecleri hedefleyen farkli aktif bilesenlerden olusan ruhsath
fungusitler kullanilmaktadir. T.C. Tarim ve Orman Bakanligina bagli Gida ve Kontrol Genel
Miidiirliigii, Bitki Koruma Uriinleri Daire Baskanlig1 tarafindan ruhsatlandirilmis 26 farkli zirai
ilag icerisinde tebukonazol aktif maddesi ana kimyasal veya yardimci kimyasal olarak
kullanildig1 bilinmektedir (https://bku.tarim.gov.tr)*. Ulkemizde Fusarium tiiriine kars1 yaygin
olarak kullanilan ticari fungusitlere olan duyarlilik profilleri hakkinda detayli bilgi
bulunmamakta ve tarama calismalar1 yiiriitilmemektedir. Bununla birlikte baz1 fungusitlerin
yarattig1 morfolojik ve temel fizyolojik degisimlerin izlenmesi yoniinde ¢aligmalar baglatilmis
olup literatiir bilgisi kisithidir (Arslan ve Baykal., 2002; Koycii ve Fiisun, 2018; Yoriik ve dig.,
2018). Tez kapsaminda tebukonazoliin F. graminearum PH1 ve F. culmorum FcUK99’daki

etkilerinin hiicresel ve molekiiler diizeyde arastirilmasi amaglanirken, elde edilen verilerle tarla

4 https://bku.tarim.gov.tr [Ziyaret Tarihi: 09.04.2021]


https://bku.tarim.gov.tr/
https://bku.tarim.gov.tr/
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izolatlarinda gelisen direncin taranmasi i¢in uygun bir sistemin kurulmasi, bu sekilde farkli etki
mekanizmasina sahip fungusit aktif bilesenlerinin de Fusarium spp.’deki etkilerinin

taranabilmesi i¢in laboratuvarimizda model bir sistem kurulmasi hedeflendi.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. REFERANS SUSLARIN URETIiMi

Yiiksek lisans tez calismasinda tebukonazoliin etkisi iki Fusarium tiiriine ait referans suslarda
aragtirildi. Referans suslardan F. graminearum PH-1 Dr. Tapani Yli-Mattila’dan (Turku
Universitesi), F. culmorum FcUK99 ise Dr. Pierre Hellin’den (Catholique de Louvain
Universitesi) saglandi. Referanslarin iiretilmesinde patates dekstroz agar (PDA), patates
dekstroz oziitii (PDB) ve sentetik nutrient agar (SNA) besi ortamlar1 kullanildi. SNA
-80°C’de uzun siireli saklanan gliserol stoklarin canlandirilmasi siirecinde etkin olarak
kullanilirken rutin iiretimler PDA ve PDB’de gerceklestirildi. Besi ortami bilesenleri Tablo
3.1°de verilen derisimlerde ¢ozdiiriildiikten sonra, otoklavda 121°C’de 1.2 atm basing altinda

15 dakika boyunca steril edilerek kullanildi.

Tablo 3.1: Fusarium izolatlarimin Uretilmesinde kullanilan besi
ortamlari ve igerikleri.

Besi ortami Bilesenler Derisim (g/L)
KH,PO4 1
KCl1 0.5
KNO; 1
Sentetik nutrient agar (SNA) MgS04.7H,0 0.5
Glukoz 0.2
Sukroz 0.2
Agar 15
Patates dekstroz agar (PDA) iagt:;es dekstroz oziitii ?‘5‘
Patates dekstroz 6ziitii (PDB)  Patates dekstroz oziitii 24

Gliserol stoklarin canlandirilmasi SNA besi ortaminin ortasina konmasi ile baglatildi. Deneme
gruplarinin kurulmasi ve alt kiiltiirlemeler i¢in ise SNA besi ortaminda {iretilen fungal
kiiltiirlerden alinan 0.25 cm?’lik miselyal plaklarin PDA/PDB besi ortama konmas ile kiiltiirler
kuruldu. Ureme kontrollii biiyiitme kabininde (Daihan, Kore) 26+2°C’de 7 giin boyunca
karanlikta inkiibe edildi. S1vi kiiltiirler de 0.25 cm*’lik fungal plaklarin (5-10 mL) PDB s1v1 besi
ortamina eklenmesi ile kuruldu ve 26+2°C’de 150 rpm hizda galkalanarak 7 giin siire ile inkiibe

edilerek turetildi.

Uzun siireli saklamaya alinmak tizere SNA besi ortaminda tiretilen 7 giinliik fungal kiiltiirlere,

Sinif 2 hava akiml steril kabin icerisinde (Niive, Tiirkiye) 3 mL steril %15°1ik gliserol eklendi.
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Miselyumlar steril kiirdan yardimi ile toplanarak stoklanmak amaciyla 2mL’lik tiiplere
aktarildi. Stok tiipleri -20°C’de 24 saat boyunca bekletildi. Daha sonra -80°C’de saklanmaya

alindi.

3.2. TEBUKONAZOLUN ETKIiLi DOZLARININ BELIRLENMESI

Zirai ilag olarak kullanilan ticari tebukonazol (Hektas, Tiirkiye) %100’liik etanol igerisinde
Smg/mL konsantrasyonunda ¢ozdiiriildii ve 0.22um por capli filtre ile steril edilerek uygulandi.
Deney gruplari, tebukonazoliin 0.5, 1, 1.5, 2, 3 pg/mL konsantrasyonlarini iceren PDA besi
ortami1 kullanilarak olusturuldu. En yiliksek konsantrasyonun uygulamasi i¢in zirai ilacin
cozdiiriilmesinde gereken ¢oziicii miktar1 (%0.5) besiyeri ortamina eklenerek normalizasyon
grubunu olusturdu. Bu sekilde en yiiksek ¢ozgen miktarinin uygulanmasi ile fungal liremeye
etkisi de test edildi. Kontrol grubu, aktif bilesik ve ¢6zgen igermeyen PDA besi ortaminda

uretilen referanslardan kuruldu.

7 giinliik PDA kiiltiirlerinden 0.25 cm?’lik miselyum plaklar1 alinarak farkli konsantrasyonlarda
tebukonazol iceren ve igermeyen PDA besi ortamlarinin ortasina yerlestirildi. Ureme Boliim
3.1’de verilen sartlarda saglandi. Kontrol ve deney gruplarinda inkiibasyonun 4. ve 7.
giinlerinde dogrusal iireme hizini (ing., linear growth rate; LGR) temsil eden radyal {ireme ¢ap
degerleri (mm/glin) Olgiildi (Irzykowska ve dig., 2012). Deneyler 3 tekrarli olarak
gerceklestirildi. PH-1 ve FcUK99 referanslarinin biiyiimesini %50 engelleyen etkin
konsantrasyon degeri (ECso) elde edilen ortalama LGR degerleri kullanilarak hesaplandi. ECso
degeri Alexander ve dig. (1999)’nin formiiliine gore hesaplandi (Denklem 3.1).

%50—3/1

ECSO = x1 + X (xl + xz) (3.1)

2=V1

Formiile gore yi: inhibisyonun %50’den az oldugu % deger, y2: inhibisyonun %50’den fazla
oldugu % deger, xi1: y1’1 veren konsantrasyon degeri ve X2: y2’yi veren konsantrasyon degerini

ifade eder. Her iki referans i¢in hesaplanan ECso degerleri ile deney gruplari kuruldu.

3.3. GENOMIK DNA (gDNA) iZOLASYONU VE ANALIZi

gDNA’lar 7 giinliik kiiltiirlerden toplanan miselyumdan SDS (ing., Sodium Dodecyl Sulfate)
temelli klasik izolasyon yontemi ile izole edildi (Doyle ve Doyle, 1987; Yoriik ve dig., 2016).
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50-200mg agirliga sahip miselyum havanda havan eli araciligr ile 700pL SDS tamponu
(100mM Tris-HCI, 100mM EDTA, %1 SDS, IM NaCl, %0.2 B-markaptaetanol) icerisinde
par¢alandi. Homojenat 1.5 mL’lik mikrotiiplere alindiktan sonra tizerine 10 uL (10 mg/mL)
RNaz A eklenerek 65°C’de 20 dakika inkiibasyona birakildi. RNA’dan arindirilmis homojenata
700uL kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenerek tiipler iyice karistirildi ve 1 dakika 13000 rpm
hizda santrifiij edildi. Berrak iist sivi yeni mikrotiipe aktarildi ve iizerine aktarilan hacimde
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklendi. 13000 rpm’de 1 dakikalik santrifiijiin sonrasinda iist
stv1 yeni bir mikrotiipe aktarildi. Uzerine 1/10 hacim 3M NaOAC ve 2 hacim sogutulmus %100
etanol eklenerek tiipler -20°C’de 1 saat bekletildi ve inkiibasyonun sonunda 13000 rpm hizda
5 dakika boyunca gerceklestirilen santrifiij ile genomik DNA’nin ¢oktiirtilmesi saglandi.
Santrifiij sonunda st siv1 atildi ve DNA pelleti %70’lik etanol ile yikandi. Yikamanin
arkasindan 5 dakika boyunca 13000 rpm’de ¢oktiirme gerceklestirilerek {ist sivi atilarak pellet
kuruyana kadar bekletildi. Kurutma islemi sonrasinda DNA pelleti 50uL steril distile su

icerisinde ¢ozdiiriildii.

Izole edilen gDNA ’nin nitel analizi jel elektroforezi kullanilarak, nicel analizi ise spektrometrik
Olciim araciligiyla gerceklestirildi. Jel elektroforezinde %1°lik agaroz jel kullanildi. Bu
kapsamda 0.5 gram agaroz 50mL’lik 1x TAE tamponu (Tablo 3.2) icerisinde ¢ozdiiriildii.
Agaroz jel igerisine polimerize olmadan 6nce 10mg/mL etidyum bromiirden SuL eklendi ve
tarag1 yerlestirilen jel kaseti icerisine dokiilerek polimerize olmasi beklendi. gDNA 6rnekleri
polimerize olan jelin kuyucuklarma 6x konsantrasyondaki yiikleme boyasi ile karistirilarak

yiiklendi. 70 V ve 120 A sabit akimda 30 dakika boyunca yiiriitiildii.

Tablo 3.2: TAE tamponuna ait bilesenler ve

konsantrasyonlari.
Tampon Bilesenler Derisim
Tris Baz1 2M
50x TAE Tamponu Glisial asetik asit %5.71
EDTA 0.05M

gDNA’nin nicel analizi spektrofotometrik yontemle gerceklestirildi. gDNA’larin 260 ve 280nm
dalga boyundaki UV 15181 absorbans degerleri 6l¢iildii. 1 optik densite (OD) degeri ¢ift iplikli
DNA molekiiliinde 50pg/mL’ye karsilik geldigi icin DNA konsantrasyonu Denklem 3.2°ye

gore hesaplandi.
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DNA konsantrasyonu (ug/mL) = A,¢,X50X sulandirim kat sayist (3.2)

gDNA’larin safliklar1 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerlerinin oranlari
(A260/A2s0) ile tayin edildi. Deger araligi 1.75-1.85 olan gDNA’lar saf olarak kabul edildi
(Maniatis ve dig., 1982).

3.4. PRIMER TASARIMI

Tez calismasi kapsaminda ¢ogaltilacak 6zgiin gen dizilimlerine NCBI (ing., National Center
Biotechnology Information) veritabanindan ulasildi. F. graminearum cyp514 geni igin
IN416624.1, IN416625.1 aksesyonlari, F. culmorum cyp51A geni i¢in JN416616.1,
IN416615.1 aksesyonlari, F. graminearum ve F. culmorum mgvl genleri i¢in de sirasiyla
AF492766.1 ve LT598659.1 aksesyonlarindan sekanslar elde edildi. cyp514 geninde hem genin
tamaminin ¢ogaltilmasin1 saglayacak hem de gen anlatim analizlerinde kullanilacak ekzon
hedefli primer ciftleri tasarlandi. mgv/ geninde ise primer cifti gen anlatim analizinin
gerceklestirilmesi amaciyla tasarlandi. Bu kapsamda referans dizilerin FASTA formatlar
kopyalanarak “Primer3” ¢evrimi¢i yazilimina aktarildi. Ortalama %50 GC igerigi, yaklasik 20
niikleotid uzunlugunda ve benzer Tm sicaklik derecesinde (ortalama 60°C) primer ciftleri
tasarlandi. Genlere ait tasarlanan ileri ve geri primer giftlerinin “self-dimer”, “hairpin” ve
“hetero-dimer” olusturma olasiliklar1 “OligoAnalyzer 3.1” programi ile ¢evrimigi olarak
kontrol edildi. AG degerleri +2 ile -6 kcal/mol deger araliginda olanlar ¢ogaltim amagh

kullanilmak tizere secildi. Tasarlanan primerler hizmet alimi ile sentezletildi.

3.5. cyp514 GENININ PZR ILE COGALTIMI VE DiZi ANALIZI

Tebukonazoliin cyp51A4 geni lizerindeki etkisi genin ¢ogaltilip dizilenmesi ile arastirildi. Bu
kapsamda cyp51A4 geni iki Fusarium referansinin genomik DNA’larindan, tasarlanan primer
ciftleri kullanilarak PZR yontemi ile ¢ogaltildi. PZR bilesen karisimi 25uL hacimde olacak
sekilde, 50 ng DNA, 1x tampon, 2.5 mM MgCly, 0.2 mM dNTP, 10 pmol primer ¢ifti, 1 U Tag
DNA Polimeraz enzimi ile hazirlandi. Negatif kontrol grubu i¢cin PZR bilesenlerinden kalip
DNA yerine steril destile H O (dH>O) kullanildi. 94°C’de 5 dakikalik 6n denariitasyon,
94°C’de 30 saniye, 55°C’de 30 saniye, 72°C’de 2 dakikalik 35 dongiiden olusan ¢ogaltimdan

olusan PZR kosullar1 72°C’de 5 dakika olacak sekilde uygulanan son uzama asamasi ile
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tamamlandi. Cogaltim tiriinleri %1°lik agaroz jel elektroforeziyle 70V giic 120A sabit akimda
altinda 45 dakika yiiriitiilmek suretiyle etidyum bromiir kullanilarak boyandi ve UV 1s1k altinda

analiz edildi.

Yiiksek hacimde gergeklestirilen PZR ile elde edilen ve agaroz jel elektroforezinde yliriitiilen
cogaltim tirlinleri agaroz jelden geri kazanilarak ticari kit (GeneMark Bio, Tayvan) yardimryla
saflastirildi. Bu kapsamda agaroz jelde fragment halinde gézlenen ¢ogaltim iiriinleri bistiiri ucu
ile kesilerek mikrotiipe alindi. 400 pL baglama tamponu eklenen tiipler iki dakikada bir
karigtirilmak suretiyle 56 °C’de 10 dakika bekletildi. Eriyik sivi filtreli toplama tiipiine
aktarildiktan sonra 2 dakika oda sicakliginda bekletilmenin ardindan 12000 rpm’de 1 dakika
santrifiij edildi. Filtreli tiipe 750 uL yikama tamponu eklendi ve tekrar santrifiij ayn1 kosulda
gerceklestirildi. Santrifiij islemi ayni sekilde tekrarlanarak kolon igerisindeki tamponun
tamamen uzaklastirilmasi saglandi. Son asamada 50 pL ayristirma tamponuyla yapilan

santrifiijle satf DNA molekiilleri elde edildi.

Saflastirilan PZR iirtinlerinin dizilemesinde cyp514 genine 6zgiin tasarlanmis oligonukleotid
primerler kullanildi. Dizileme “DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing” kiti (Amersham)
kullanilarak Sanger dideoksi terminasyon yontemine gore “ABI PRISM 310" genetik dizi
analiz cihazinda TrioGen sirketi tarafindan yapildi. Sekanslama sonuglar1 Chromas Lite
yazilimi ile goriintiilendi ve diziler FASTA formatina ¢evrildi. Nukleotid dizilimleri DNA
Dragon yazilimi ile birlestirildi. Birlestirilen diziler NCBI’da blastN ile analiz edildi. Blast
analizinde referans sekanslarla (LT222054.1, HG970333.1) eslesmelerinde E degeri, bit skoru
ve kaplama orani degerleri baz alindi. Nukleotid degisim noktalar1 i¢in gen i¢i ve gen dis1 bolge
ayrimi saglandi. Dizileme ile elde edilen nukleotid dizi bilgisi ve referans diziler CLUSTAL W
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/)’ programi ile hizalandi. SNP’lerin varlig
belirlendikten sonra dizileme ile elde edilen nukleotid dizisi amino asit dizisine g¢evrilerek
tebukonazole diren¢ saglayan amino asit degisimlerinin pozisyonlar1 (136., 137., 297., 330.,

379., 381. ve 384. amino asitler) hizalama ile analiz edildi.

5 http://www.genome.jp/tools/clustalw/ [Ziyaret Tarihi: 18.03.2020]


http://www.genome.jp/tools/clustalw/
http://www.genome.jp/tools/clustalw/
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3.6. APOPTOZUN HUCRESEL GOSTERIMi

PDB besi ortaminda 7 giin boyunca iiretilen (bkz. Boliim 3.1) F. graminearum PH-1 ve F.
culmorum FcUK99 referans suslarina ait ECso degeri uygulanmis deney grubu, normalizasyon
ve kontrol grubuna ait kiiltiirlerin 1.5mL’si 10000 rpm hizda 5dk boyunca santrifiijlenerek
hiicreler ¢oktiiriildii. Besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 1500uL 1% PBS (ing., phosphate
buffered saline; 137mM NaCl, 2,7mM KCIl, 10mM Na,HPO4, 1,8mM KH>PO4) ile iki kere
yikandiktan sonra 100uL PBS icinde siispanse edildi. Hiicre slispansiyonuna SuL. AO/EB (ing.,
acridine orange/ ethidium bromide, 60ugmL/100ug mL") floresan boyasi eklendi. Boyanin
hiicrelere girmesi igin oda sicakliginda 5 dakika beklendi. Inkiibasyon sonunda kullanilmayan
boya 1x PBS (1.5mL) ile iki kere yikanarak uzaklastirildiktan sonra hiicreler 100uL PBS ile
stispanse edildi. Tebukonazoliin neden oldugu apoptoz etkisi floresan mikroskobunda (Carl
Zeiss Axio Observer, Almanya) Texas Red (595/613nm) ve GFP (AO 502/526nm, EB
510/595nm) filtreleri ile goriintiilendi. Deneyler ii¢ biyolojik ve ii¢ teknik tekrarli olarak
gergeklestirildi.

3.7. OKSIDATIF STRESIN HUCRESEL GOSTERIMIi

7 giin boyunca PDB besi ortaminda iiretilen (bkz. Bolim 3.1) F. graminearum PH-1 ve F.
culmorum FcUK99 referans suslaria ait ECso degeri uygulanmis deney grubu, normalizasyon
ve kontrol grubuna ait kiltlirlerin 2mL’si 10000 rpm hizda 5dk boyunca santrifiijlenerek
hiicreler ¢oktiiriildii. Besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 500 uL 1x PBS ile siispanse edildi.
Stispanse edilen hiicrelere 30uL %4’liik formaldehit ve 1puL %0.1°1lik Triton X-100 eklendi.
Oda sicakliginda 90 dakika boyunca beklenerek hiicrelerin fiksasyonu saglandi. Sabitlenen
hiicreler 13000 rpm hizda 5 dakika santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Fiksasyonda kullanilan
kimyasallar 1x PBS (1.5mL) ile iki kere yikama isemi ile ortamdan uzaklastirildi. Yikanan
hiicreler 2mL 1x PBS ile ¢ozdiiriildii. Hiicre siispansiyonuna 4uL (2.45 mg/mL) DCF-DA
eklendi ve karanlik ortamda 25°C sicaklik ve 120rpm hizdaki ¢alkalayicida 60 dakika inkiibe
edildi. Siire sonunda hiicreler, 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Ust siv1
atildiktan sonra 1x PBS (1.5mL) ile yikama (iki kere) yapildi. Boyanmis hiicreler 100uL 1%
PBS siispanse edilerek {izerine 1:1 hacimde 10mM glukoz eklendi. DCF-DA boyamalar: iig

tekrarli olarak gerceklestirildi. Tebukonazoliin Fusarium tiirleri lizerinde yarattig1 oksidatif
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stres etkisi floresan mikroskobunda (Carl Zeiss Axio Observer, Almanya) FITC filtresi
(494/518 nm) kullanilarak incelendi.

3.8. HUCRELERIN PROLIFERASYON TESTi

F. graminearum PH-1 ve F. culmorum FcUK99 referans suslarinin ECso dozunda tebukonazol
uygulanmis deney gruplari, kontrol ve normalizasyon gruplart PDA ortaminda {iretildi (bkz.
Béliim 3.1). Kiiltiirlerden alinan 1cm?’lik miselyum plaklari steril dH,O’da ¢ozdiiriilerek hiicre
stispansiyonlar1 hazirlandi. 100 pL’lik hiicre siispansiyonuna 1:10 (v/v) hacim WST-1 (°2-(4-
Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, Water Soluble
Tetrazolium Salts 1-9°) eklendi. Koér 6rnek 100ul dH>O igerisine 10uL WST-1 eklenerek
hazirlandi. 28°C’de 160rpm hizda 4 saat inkiibasyon sonrasi spektrofotometre ile UV 1s181nin
620nm ve 450nm dalga boyundaki absorbans degerleri 6l¢iildii. Arka plan 1s1mas1 450nm dalga
boyundaki absorbans degerlerinden 620nm dalga boyundaki absorbans degerleri ¢ikarilarak
analiz dis1 birakildi. Kontrol gruplar1 ve deney gruplari arasindaki oransal degisimler
hesaplanarak hiicre canliligt % cinsinden verildi. WST-1 analizi 3 tekrarli olarak
gergeklestirildi. Oransal degisimlerin bilimsel agindan anlamlilik dereceleri Graphpad Prism

5.0 bilgisayar programi ile tek yonlii varyans analizi (ANOVA) yapilarak hesaplandi.

3.9. PROTEIN iZOLASYONU VE MIiKTAR TAYINi

PDA besi ortaminda iiretilen (bkz. Boliim 3.1) her iki tiire ait kontrol, normalizasyon ve deney
gruplarindan toplanan 200-500mg miselyum ornekleri, pH 7.0 olacak sekilde 0.1M’lik fosfat
tamponunda (39 mL 0.2M NaH;PO4;+ 61mL 0.2M Na;HPO4) havan yardimiyla parcalandi.
Elde edilen homojenat 14000rpm’de +4°C’de 30 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonunda elde
edilen protein oziitiinii igeren iist sivi yeni bir mikrotiipe aktarildi. Izolasyon islemleri 3
biyolojik tekrarli olarak gerceklestirildi izole edilen protein miktarmin belirlenmesi igin BCA
kiti (ABP Bioscience, Amerika) kullanildi. Sigir serum albiimin (ing., bovine serum albumin)
serileri standart olarak kullanilmak iizere farkli konsantrasyonlarda (125, 250, 500, 1000,
2000pug/mL) hazirlandi. Miktar tayini yapilacak ham protein 6ziitleri ve standartlardan 20puL
eklenirken BCA reaktifi 200uL olarak kullanildi. Kér okuma i¢in 20uL fosfat tamponu lizerine
200uL BCA reaktifi eklendi. Standartlar, kor 6rnek ve izole edilen protein drnekleri 37°C’de

30 dakika karanlikta bekletildikten sonra sogumasi i¢in 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.
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Inkiibasyon sonunda &rneklerin spektrofotometrede 562nm dalga boyundaki absorbans
degerleri Olciildii. Standart serilerinin protein igerigine (X ekseni) karsilik gelen absorbans
degerlerinden (Y ekseni) yararlanilarak standart egim grafigi ve grafige ait denklem Skanlt
yazilim ile elde edildi. Izole edilen proteinlerin miktar1 hazirlanan standart egim grafigi

araciligi ile pg/mL cinsinden tayin edildi.

3.10. KATALAZ ENZIM AKTIiVITESININ BELIRLENMESI

Tebukonazoliin neden oldugu oksidatif stres diizeyi, katalaz enzim aktivitesi degisimi izlenerek
de arastirildi. Katalaz aktivitesi, hidrojen peroksit (H202) miktarinin azalmasina bagl olarak
240nm dalga boyunda alinan 6l¢iimler sonucunda kontrol, normalizasyon ve deney gruplarinda
elde edilen absorbans degerlerine gore tayin edildi. Bu kapsamda 113 pL 50mM fosfat tamponu
lizerine 40mM H,0> eklenerek 30°C sicaklikta 2.5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
0.5mg/mL konsantrasyonda esitlenmis protein oziitlerinden 7uL reaksiyon karigimina eklendi
ve 2 dakika boyunca 10 saniye aralikli olacak sekilde 240nm dalga boyunda kinetik 6l¢tim
alindi. 0.5mg/mL protein 6ziitliniin 240nm dalga boyunda alinan toplam absorbans degerleri

sonucunda katalaz aktivitesi AAz40/dak/mg protein olarak belirlendi.

3.11. TOTAL RNA iZOLASYONU VE ¢DNA SENTEZI

Total RNA izolasyonu iki tiiriin 7 giinlik kontrol, normalizasyon ve deney gruplarina ait
kiiltiirlerden monofazik bir bilesik olan Tripure (Roche, Isvigre) kullanilarak gerceklestirildi.
Bu kapsamda 50-100 mg yas agirliktaki miselyum 1mL Tripure yardimi ile havanda
homojenize edildi. Homojenat 1.5mL’lik mikrotiipe aktarilarak 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Uzerine 200uL kloroform eklenip tiipler birkag kez ters-yiiz edilerek niikleoprotein
kompleksinin ayrigmasi i¢in oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Faz ayrimi1 +4 °C’de
12000rpm hizda 15 dakika gerceklestirilen santrifiijle saglandi. Total RNA molekiillerinin
bulundugu en iist faz yeni bir mikrotiipe aktarildi. Total RNA’lar, 500uL 2-propanol eklenen
tiipler 5 dakika oda sicakliginda birkag kez alt-iist edilerek karistirilip bekletildikten sonra +4°C
sicaklikta 10000 rpm hizda 10 dakika gerceklestirilen santirfiij ile ¢oktiiriildii. Ust s1v1 atilarak
cokelti %75 etanol ile yikandiktan sonra +4°C’de 7500 rpm hizda 5 dakika santrifiij yapildi.
RNA pelleti 50uL lik RNaz A icermeyen steril dH>O ile ¢ozdiiriildii.
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Izole edilen total RNA molekiillerinin miktar ve saflik tayini spektrofotometrik ydntem
kullanilarak belirlendi. Orneklerin 280nm ve 260nm dalga boylarinda absorbans degerleri
olgtildii. Az60/280 oraninin 1.85-2 arasinda olmasi izole edilen total RNA molekiillerinin yiiksek
saflikta oldugunu ifade etmektedir. 1 OD degeri tek iplikli RNA molekiiliinde 40pg/mL’ye
karsilik gelmekte ve Denklem 3.3’e¢ gore RNA konsantrasyonu hesaplanmistir (Maniatis ve

dig., 1982).
RNA konsantrasyonu (u%) = Ay60X40X sulandirim kat sayist (3.3)

Elde edilen RNA molekiillerinin niteligi %1°’lik agaroz jel elektroforezinde analiz edildi. 70V
giic 120A sabit akimda altinda 45 dakika yiiriitme gercgeklestirildi. Jelin UV 1s1k altinda
goriintiilenebilmesi i¢in final konsantrasyonu 0.5pug/mL olacak sekilde etidyum bromiir ile
boyandu. Izole edilen RNA molekiilerinin durumu jel goriintiileme cihazi ile goriintiilenerek

fotograflandi.

gPCR uygulamasinda kullanilmak {izere izole edilen total RNA molekiillerinden cDNA sentezi
ticari kitin onerdigi (Takara, Japonya) protokole gore gerceklestirildi. Protokole gore 0.5 pL
Oligo dT primer (50 uM), 0.5 pL rastgele hekzamer (50 uM), 2 uLL 5% PrimerScript Buffer, 0.5
uL PrimerScript RTase (200 U/uL), 4ug RNA’ya denk gelecek sekilde RNA eklendi ve total
hacim 20 pL olacak sekilde RNaz A icermeyen dH»O su ile tamamlandi. cDNA 37°C’de 20
dakikalik inkiibasyonla sentezlendi. Revers transkriptaz enzim aktivitesi 85°C’de 5 dakika
inkiibasyonla durduruldu. Elde edilen cDNA’lar qPCR analizinde kullanilmak {izere Y4

oraninda sulandirilarak kullanildi.

3.12. -PCR ANALIZI

F. graminearum PH-1 ve F. culmorum FcUK99 referans suslarindan kurulan normalizasyon ve
deney gruplarinda cyp514 ve mgvi genlerinin anlatim analizleri, ¢ift iplikli DNA molekiiliine
baglanan Sybr Green I temelli floresan boya ile gerceklestirildi. Calismada endojen gen olarak
pS-tubulin geni kullanildi. Bilesenler; 1x Sybr Green karisimi (Takara, Japonya), 0.5 pmol/pL
ileri ve geri primer, 1ug RNA’ya denk gelen cDNA eklenerek toplam 12pL olacak sekilde 96
kuyucuklu plakada bir araya getirildi. Cogaltim reaksiyonu termal cihazda (Quant Studio 5,
Thermo, Amerika) 95°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon sonrast 40 tekrarli 95°C’de 10 saniye,
58°C’de 15 saniye, 72°C 20 saniye uygulamasi ile gerceklestirildi ve 40°C 30 saniye sogutma
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asamasi ile sonlandirildi. Erime egrisi analizleri i¢in 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakikalik
inkiibasyon uygulandi. Standart grafikleri i¢in % oraninda 4 logaritmik sulandirim serisi

2-24CT normalizasyon degerine gore hesaplandi (Livak ve

hazirlandi. Gen anlatim analizleri
Schmittgen, 2001). Gen anlatimindaki oransal degisim degerleri saptandi. Normalizasyon ve
deney gruplarinin gen anlatimlari arasindaki degisimlerin anlamlilig1 istatistiksel olarak
Graphpad Prism 5.0 programi Student’s T-Testi ile analiz edildi. Deney ii¢ tekrarli olarak

gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. TEBUKONAZOLUN FUNGAL BUYUMEYE ETKIiSi

Tebukonazoliin artan konsantrasyonlarinin Fusarium referans suslarinin radyal iireme ¢apini
azalttig1 gozlendi. Aktif bilesigin artan konsantrasyonlarinin neden oldugu iireme c¢apindaki
azalma, hem PH-1 hem FcUK99 referans suslarinda dordiincii ve yedinci giinlerinde yapilan
Ol¢iimlerin mm/giin orani anlamli bulundu (***, p<0.00I). Her iki referans susun deney
gruplarinin iireme profili Sekil 4.1°de payasildi. 7. giin sonunda her iki referans susun kontrol
ve normalizasyon gruplari petri kabinin tiim ylizeyini kaplayacak sekilde 85mm ¢apinda tireme
gosterdi ve ¢ozgenin fungal biiylimeyi inhibe etmedigi de istatistiksel olarak tespit edildi (ns,
p>0.05). Referans suslarin kontrol ve normalizasyon gruplarinin LGR degerleri ile artan
konsantrasyonda tebukonazol uygulanan gruplardaki LGR degeleri karsilastirildiginda

azalmanin istatistiksel olarak anlamli (***, p<(0.001) oldugu ortaya kondu.

F. graminearum PH-1 F. culmorum FcUK99
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o 159 5 157
g E
S -
§ 101 g 10-
z ok QE)
2 o % 2
2 5 " Z 5
[as [aa
= * ko = EX TS TR
7 @
En I | TTIETL 5 | | | | TTERTT
QO O 1 1 T 1 1 1 1 8 D 1 1 1 1 L) 1 L)
> AN s AN v
O P N &S
Q Qp ) ] % ] /]
%'O < N \Q,G 67QJ r\/\}o H-J\}-G o 9 %QJ X ,')\\0 q}\\../ n:\}
Q Ne Q N
Artan Konsantrasyonda Tebukonazol Uygulamasi Artan Konsantrasyonda Tebukonazol Uygulamasi

Sekil 4.1: Tebukonazol uygulamasinin F. graminearum PH-1 (A) ve F. culmorum
FcUK99 (B) referanslarinin yedi giinliik kiiltiirlerinin dogrusal tiremesinde neden
oldugu azalmanin grafikle gosterilmesi.

PH-1 referansinin kontrol ve normalizasyon gruplaria ait yedi giiniin sonunda kiiltiirlerde
dogrusal tireme ¢ap1 85+00 mm olarak kaydedildi. Tebukonazol konsantrasyonu artigina bagl
olarak; 0.5pug/mL tebukonazol uygulamasinda c¢ap degeri 34.83+2 mm, 1 pg/mL
konsantrasyonda 24.3342.7 mm, 1.5 pg/mL oldugunda 14.50+0.4 mm olarak hesaplandi.
Tebukonazoliin 2 pg/mL ve 3 pg/mL uygulamalarinda ise iireme gergceklesmedi (Sekil 4.2A).

FcUK99’un kontrol ve normalizasyon gruplarinda yedinci gilinde lireme ¢ap1 benzer selkilde
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8500 mm olarak olgiildii. Radyal iireme ¢api; 0.5ug/mL tebukonazol uygulanmasinda
42.1743.6 mm, 1 pg/mL konsantrasyonda 21.6+0.5 mm, 1.5 pg/mL dozunda 11.33+0.3 mm
olarak hesaplandi. 2 pg/mL ve 3 pg/mL uygulamalarinda iireme gergeklesmedi (Sekil 4.2B).

PH-1 A

Etanol 0.5pg/mL lpg/mL 1.5pg/mL 2pg/mL 3ug/mL

Sekil 4.2: F. graminearum PH-1 (A) ve F. culmorum FcUK99 (B) referans
suglarinin  kontrol, normalizasyon (etanol iceren) ve artan
konsantrasyonda tebukonazol uygulamasma maruz burakilan
kiiltiirlerine ait yedinci giin tireme durumlari.

Yedinci giinde kayit altina alinan tireme cap verileri ECso hesaplamasinda kullanilacak olan x;,
x2, y1 ve y2 degerlerini verdi. F. culmorum FcUK99 susu ECso hesaplamalarinda %50°den fazla
biiytimeyi inhibe eden doz olarak 1.5 pg/mL seg¢ilirken %50’den az biiyiimeyi inhibe eden doz
olarak ise 0.5 ug/mL’ye ait veriler kullanildi. Alexander ve dig. (1999)’nin formiiliine gore
FcUK99 susu icin ECso degeri 0.8 pg/mL olarak belirlendi. F. graminearum PH-1 susu
hesaplamalarinda da %50’den fazla biiylimeyi baskilayan deger 1.5 ng/mL segilirken %50’den
az bilylimeyi baskilayan deger 0.5 pg/mL olarak belirlendi. Bu konsantrasyonlara ait degerler
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kullanilarak yapilan hesaplamada PH-1 susuna ait ECso degeri ise 0.94 ng/mL olarak
hesaplandi.

4.2. gDNA IZOLASYONU VE ANALIZi

Izole edilen gDNA’larn miktarlar1 F. graminearum PH-1 susu icin 350 ng/uL, F. culmorum
FcUK99 susu i¢in 410 ng/uL olarak hesaplandi. Azso280 degerleri ise 1.75-1.85 araliginda tespit
edildi. Maniatis ve dig. (1982) bildirdigi kabul edilir saflik degerleri arasinda oldugu belirlendi.
[zolasyon sonucunda elde edilen gDNA’larin kalite ve biitiinliigii agaroz jel elektroforezi ile
konreol edildi ve Sekil 4.3’de paylasildi. gDNA’lar PZR reaksiyonunda kullanilmak i¢in
10ng/uL olacak sekilde sulandirildi.

2000
500

bg

Sekil 4.3: F. graminearum PH-1 ve F. culmorum
FcUK99  izolatlarma  ait  gDNA
izolasyonun jel elektroforezi goriintiisii.
M: 1 kb DNA markir (Biomatik, Kanada).

4.3. TASARLANAN OLIiGONUKLEOTID PRIMERLER VE OZELLIKLERI

Tebukonazoliin hedefledigi cyp514 ve mgvI genlerinin qPCR ile ¢ogaltiminin saglanmasi i¢in
intron ve ekzon bolgeleri belirlendikten sonra tasarlanan primer dizileri, cyp51A4 geninin tam
boyda dizilenmesinde gergeklestirilecek ¢cogaltim amaciyla tasarlanan oligonukleotid ¢ifti ile
birlikte Tablo 4.1°de verildi. cy51aF/R primer ¢iftinin GC igerigi ortalama %50, hairpin yapisi
icin AG degeri 0.7 ile 1.48 arasinda, self dimer yapisi i¢cin AG degeri -6.14 ile -0.96 olarak
hesaplanirken primer ¢ifti arasinda olusabilecek heterodimer yapist icin AG degerlerinin -6.01
ile -0.96 araliginda oldugu tespit edildi. cypSlartF/R primer ¢ifti OligoAnalyzer 3.1 ¢evrimigi
program aracilig ile ortalama %GC igerigi %52.5, self-dimer AG degeri -3.9 ile -1.47, hairpin
AG degeri -0.88 ile +0.51, primer ciftleri aras1 heterodimer AG degeri -6.24 ile -1.57 arasinda
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oldugu hesaplandi. Ortalama %GC orani, self-dimer, hairpin ve heterodimer AG degerleri

mgvrtF/R pirmer cifti i¢in hesaplandi ve sirasiyla %53, -4.61 ile -0.96, -1.43 ile 0.25 ve -4.67

ile -1.47 oldugu tespit edildi.

Tablo 4.1: Tez ¢aligmasi boyunca kullanilan primerler ve dzellikleri.

No  Hedef Primerin Primer Primer Dizisi (5'-3") Uriin Calisma
Gen Amaci Boyutu (bc) Sicaklig
— cypslaF GGGTCTTGGTAGCACTCTTT -
I ap3ld Dizileme  C SR  TCCTACGCTCCCATCGAATAA >34 35°C
cypslartF  CAGAGCAAAGGAGGAGGTTG .
2 opild PCR - CosiaR  CTCCAATGCAGCGATGTCTA 19 T°C
mevitF AGGTTCAACGATTCCGACAG .
3 mgvl QPCR | oviR  GACCATTACCCTGAGGCAGA 100 T°C

4.4. cyp514 GENi COGALTIMI VE SEKANS ANALIZINE AiT BULGULAR

cyp51A genine ait 1 No’lu primer ¢ifti kullanilarak (Tablo 4.1) F. graminearum PH-1 ve F.

culmorum FcUK99 izolatlarindan elde edilen PZR firiinleri (1534 bg) ve saflastirilan iirtinler

agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: PH-1 ve FcUK99 referanslarindan PZR ile
cogaltilan cypS1A geni ve saflagtirma iiriinlerinin

agaroz jel elektroforezi goriintileri. 1:

negatif

kontrol, 2: 1 kb markir (Thermo, ABD), 3: PH-1
izolatinin PZR {iriinii, 4: PH-1 izolatina ait saflastirma
urind, 5: FCUK99 izolatinin PZR {iriini, 6: FcUK99
izolatina ait saflagtirma tiriinil.

cyp51A4 genine ait 1534 baz cifti (b¢) uzunlugundaki ¢ogaltim iiriinlerinin dizilim bilgileri,

yiiksek kalitede sinyal pikleri iceren kromatogramlar Chromas Lite bilgisayar programi
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aracilifi ile elde edildi. Yiiksek pik ve dolu kutucuk icerecek sekilde her primerden ortalama

600 nukleotidlik ham okuma kaydedildi (Sekil 4.5).

250 260 270 280 230 300 310 320 330 340 350
L T e R e R L L PN e R e R L R R L P e R T L R e P PR R T R R R T e R R PR R T T
3GCGTCGACGGCAATG AT TTTGT TETCAACAGTOGECCOT O CAGGATGCCAAT GOAGAAGAAGTTTACGGTCCAT TG ACAATCCCCGTCTTTEGTAGO GATGTC GTATACGAT

| jI \Jlj ) I8l ] | 1 UM

Sekil 4.5: F. graminearum PH-1 izolatina ait cyp51A-F primeri ile dizilenen kromatogram.

Genin ileri ve geri primerlerinden alinan okumalar DNA Dragon programu ile ¢akistirildiginda

hem PH-1 susundan hem FcUK99 susunda 1269 bg¢ okuma elde edildi (Sekil 4.6).

CTATTGTATCAGCAGC TTCC T GAAGGCC GGACGAGCCTCCACTAGTTTTCCACTGGETTC
CCTTTCTTTGGAAACGCAGTCGCTTACGGCCTGGACCCTTGTGGCTTCTTTGAGAAGTGC
CGAGAGAAGGTAGACAC TGATACATATTC TTTGACTCCAAMCATC TAACTCCTCTTTTAGT
ACGGAGACGTCTTCACC TTTATC TTATTC GG TCGARAAAATCGTCGCTTGCCTTGECGTCG
ARG AATGATTTTGTTC TCAAC AGTCGCCTCCAGGATGCCAATGCAGARAGAAGTTTACS
GTCCATTGAC AL TG TCTTTGG TAGC GATGTCGTATACGATTGTCCCAACTCGARGT
TCATGGAAC AL AGARGTTTGTCAAGTTTGGCCTTACGCALAARAGCACTCGAGTCACACK
TCCAGTTAATCGAGC GAGLAGGTTCTTGAC TACGTCGAAACTGATCCATCCTTTTCTGGECA
GAACTAGCACCATCGATGTCCCCAAGGCAATGGCTGAGATAACAATCTTTACTGCCTCAC
GTTCTTTGCAGGETGAGGAAGTTCGGAGAAAAC TCACTGCCGAGTTTGCTGCTCTGTATC
ACGATCTTGAC C T TG AT T TAGACC TG TCAAC TTTC TGTTTCCATG G TTGCCACTECCTC
ACAACCGARAACGAGATGCTGC TCATATAAAGATGCGGEAAGTCTATATGGATATCATCA
ACGATCGAAGAL A A GGG ATTCGAACAGAAGATGGTACTGATATGATAGCCAACTTGA
TGO TG AC T TACAAGA LG GACAGCCTGTTCC TGACAAGGARATCGCCCACATGATGA
TTACTCTACTC AT GG AGGCCAGCAC TCTTCATC TTC TGCCAGTTC TTGGATCGTGC THC
ACCTTGCTTCTTCTCCCGACA

Sekil 4.6: F. graminearum PH-1 susunun cyp51A4 gen diziliminin ileri (mavi) ve geri
(mor) primerlere ait okumalarinin DNA Dragon yazilimi ile birlestirilmis dizi.
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NCBI nukleotid veri tabaninda bulunan F. graminearum ve F. culmorum tiirlerine ait dizilim
bilgileri (LT222054.1 ve HG970333.1) ile dizileme sonuglar1 hizalandiginda en diisiik
benzerlik yiizdesi %96.89 ile geri primerin F. culmorum FcUK99 susunda, %98.6 ile en yiiksek
benzerlik degeri F. culmorum FcUK99 susunda ileri primer ile elde edildi. Bit Skor verileri de

2276-2344 deger araligindaydi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: F. graminearum PH-1 ve F. culmorum FcUK99 referans suslarina ait
cyp51A4 gen dizilimlerinin ileri ve geri okumalariin veritabanlarindaki hit
blastN analizleri (genom eslesmesi kromozom: II).

Sus Okuma Hit benzerlik Bit skoru E degeri % Benzerlik Aksesyon
PH-1 fleri F. graminearum 2307 0.0 %97.04 LT222054.1
PH-1 Geri F. graminearum 2279 0.0 %97.81 HG970333.1
FcUK99 fileri F. culmorum 2276 0.0 %98.6 LT598660
FcUK99 Geri F. culmorum 2344 0.0 %96.89 LT598660

Direng¢ kazanim durumlarinin tespiti i¢in referans dizilerle karsilastirma yapildiginda; cyp514
geninde degisimlerle ilgili oldugu bildirilmis olan 136., 137., 297., 330., 379., 381. ve 384.
amino asitlerin kodlanmasindan sorumlu pozisyonlarda SNP olmadigi ortaya koyuldu (Sekil
4.7). Referans suslarda tebukonazoliin hedefledigi cyp514 geninde polimorfizm saptanmadi.
Referans suslarin ECso dozu uygulandiginda tebukonazole duyarliligi cyp514 genindeki direng

kazanimina yonelik bir degisimin ger¢eklesmemis oldugu gosterilerek desteklendi.
Fi LFGI vAgLEY FvLESl BE N BEVYERLE B EBl Y v
JN466 FiLrGi vAgl 8y F oS @l B vYEl. | By eel v v FVF
UK99 FI'LF I VAGILGV FVL L AN A B8V LI WVF Vv
VL Vv F | BNV A MA | FRA L v FAAL LBl FLF
JN466V vi@vy F U N | g v A FAAL VBB v FLF
UK9 Vv VL v F | BIVEEAMA | FRlA L Vv FAAL LgL FLF
| ;M [ |
JN466 1 [ I |
UKs ] [0 N
VNG A L L L LELL VvV L@V | I'L Vv M
JN466 LVL vl L . 1 IM @ A0 M g C(
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JN466 LV FEL | v
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Sekil 4.7: F. graminearum PH-1, F. culmorum FcUK99 ve veritabanina kayitli 6érnek aksesyonun.
CYP51A proteinlerinin amino asit dizilimlerinin ¢oklu hizalama analizi.
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4.5. APOPTOZUN HUCRESEL GOSTERIMi

AOQ boyasi saglikli ve apoptoza ugramis hiicrelerin her ikisini, EB ise sadece apoptoza ugrayan
hiicrelerin hiicre duvarlarindan hiicre igine sizarak apoptotik etkinligin goézlenmesini
saglanmaktadir. Apoptotik hiicrelerin ayrimi ikili AO/EB boyamasi ile gergeklestirildiginde
hiicreler apoptotik evreye gore saridan turuncuya gecen i1simalar yaparak secilmektedir. ECso
tebukonazal uygulanmis AO/EB ile boyanmis referans suslarin deney grubunda hiicrelerden
floresan mikroskop altinda saridan turuncuya gegen farkli skalada 1simalar alindi (Sekil 4.8).
Kontrol ve normalizasyon grubunda ise hiicreler sadece yesil 1s1ma yayimladu. Ikili boyama ile
deney gruplarinda apoptoz siirecinin tetiklendigi kontrol ve normalizasyon grubunda ise

apoptotik siirecin etkin olmadig1 hiicresel diizeyde gosterildi. Tebukonazol uygulamasinin her

iki Fusarium referansinda apoptotik siireci baslattig1 ispatlandi ve toksisite deney sonuglari

(bkz. Boliim 4.8) ile de bu durum desteklendi.

Sekil 4.8: F. culmorum FcUKO99 (1) ve F. graminearum PH-1 (2) suslarinda kontrol (a), normalizasyon
(b) ve ECso doz uygulamas1 (c) yapilan deney gruplarimin AO/EB boyamasi sonucu 11k
mikroskobu ve floresan mikroskop (*:TexasRED ve GFP filtreleri) goriintiileri.
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4.6. OKSIDATIF STRESIN HUCRESEL GOSTERIMi

Deney gruplarindaki tebukonazoliin neden oldugu stres kosuluna bagl olarak artan reaktif
oksijen tiirleri, DCF-DA floresan boyasi uygulamasi sonucu floresan mikroskobu altinda
verdigi yesil 1s1ma ile hiicresel diizeyde gosterildi. Normalizasyon ve kontrol gruplarinda yesil
1sima gozlenmeyerek hiicrelerde DCF-DA boyasini aktiflestirecek diizeyde reaktif oksijen
tiirleri bulunmadigini belirlemeyi sagladi (Sekil 4.9). Elde edilen bulgular tebukonazoliin her

iki Fusarium tirliniin referans suslarinda oksidatif stresi tetikleyerek de etkili oldugunu

gostermesi bakimindan 6nemli bulundu.

Sekil 4.9: F. culmorz;tm‘ FcUKO99 (1) ve F. graminearum PH-1 (2) suslarinda kontrol (a), normalizasyon
(b) ve ECso doz uygulamasi (c) yapilan deney gruplarinin DCF-DA boyamasi sonucu i1sik
mikroskobu ve floresan mikroskop (*: FITCH filtresi) goriintiileri.

4.7. TEBUKONAZOLUN PROLIFERASYON ORANI UZERINDEKIi ETKISININ
GOSTERIMi

Tebukonazoliin hiicre proliferasyonuna etkisinin gosterilmesi amaciyla ii¢ tekrarli olacak
sekilde kontrol, normalizasyon ve ECso degeri uygulanmis PH-1 ve FcUK99 suslarina ait

kiiltiirlerde gerceklestirilen WST testinden elde edilen absorbans degerleri aktif bilesigin hiicre
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canlili§ina olan etkisini % cinsinden belirlemeyi sagladi. F. culmorum FcUK99 susunun kontrol
gruplarmin spektrofotometrik 6l¢iim degeri (Ortalama Aasso-620=1.34+0.008) %100 canlilik
olarak standardize edildiginde normalizasyon (Ortalama A4s0-620=1.22+0.06) ve ECso deney
gruplarinda (Ortalama A450.620=0.57£0.01) hiicre canliligi siras1 ile %92.49+0.299 ve
%35.76+1.54 olarak belirlendi. Tek yonlii ANOVA analizi ile kontrol-normalizasyon gruplari
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (ns, p>0.05), kontrol ve tebukonazol
uygulanmis (ECso) gruplar arasindaki farkin ise istatistiksel olarak anlamli (***, p<0.001)

oldugu gosterildi (Sekil 4.10A).

F. graminearum PH-1 susunun da kontrol grubundan alinan spektrofotometrik 6l¢iim sonucu
%100 canlilik kabul edilerek standardize edildiginde etanol grubu ile ECso deney grubu i¢in
hiicre canliligi sirastyla %91.63+4.93 ve %42.57+0.77 olarak hesaplandi. Elde edilen degerlerin
tek yonlii ANOVA analizi yapildiginda kontrol ve normalizasyon gruplari arasinda istatistiksel
olarak anlaml fark goriilmedi (ns, p>0.05). Kontrol ve ECso gruplar1 arasinda ise farkin anlaml

oldugu hesaplanan p degeri (p<0.001) ile gosterildi (Sekil 4.10B).
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Sekil 4.10: Tebukonazol aktif bilesiginin F. graminearum PH-1 (A) ve F.
culmorum FcUK99 (B) referans irklarinin hiicre canliligina etkisinin
grafikle gdsterimi.

4.8. PROTEIN MIKTAR TAYINIi iLE iLGILI BULGULAR

Kontrol, normalizasyon ve deney gruplarindan izole edilen total proteinlerin miktarinin
hesaplanmasi i¢in olusturulan standardin duyarlilik sinirlar1 125-2000pug/mL arasinda olup her
standart icin 562nm’de spektrofotometrik 6lglim alinarak olusturulan standart grafigi Sekil

4.11°de verildi.
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Sekil 4.11: Standart serilerinin miktarina bagl absorbans
degerlerinden elde edilen standart egim grafigi.

Standart egri grafigin determinasyon degeri (R?) 0,999 olarak belirlendi (y = 0,000829355x +
0,07975, R 0,999). izole edilen proteinlerden alinan absorbans degerleri ve denklem aracilig

ile hesaplanan miktar1 Tablo 4.3’te 6zetlendi.

Tablo 4.3: Standart serisine ve izole edilen proteinlere ait absorbans
degeri ile konsantrasyon miktart.

Ornek Absorbans Degeri (nm) Konsantrasyon (ng/mL)
Seri 1 0,175 125,0
Seri 2 0,267 250,0
Seri 3 0,526 500,0
Seri 4 0,910 1000
Seri 5 1,733 2000
Kontrol FcUK99 1,006 1117
Normalizasyon Fc UK99 0,628 661,3
ECso FcUK99 1239 1416
Kontol PH1 1,595 1827
Normalizasyon PH1 0,996 1105
ECso PHI 1004 1112

4.9. KATALAZ ENZIiM AKTIiVITE BULGULARI

Kontrol, normalizasyon ve deney gruplarina ait proteinlerden katalaz enzim aktiviteleri ii¢
biyolojik tekrardan elde edilen verilerin ortalama degerleri ve standart hesaplanarak Tablo 4.4

olusturuldu.

Tablo 4.4: Referans Fusarium suslarina ait kontrol, normalizasyon ve
deney gruplarina ait katalaz enzim aktivite tayini.

Sus Deney grubu Katalaz Aktivitesi AA240/dk/mg
Kontrol 1.46+0.49
F. culmorum FeUK99 Normalizasyon 1.14+0.23
ECsg 3.52+0.61
Kontrol 1.494+0.26
F. graminearum PH-1 ontro .
Normalizasyon 1.08+0.14

ECso 4.39+0.19
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F. culmorum FcUK99 susunda kontrol ve normalizasyon grubunda katalaz enzim aktivitesi
sirastyla ortalama 1.464 ve 1.149 AAjzs/dk/mg olarak hesaplandi. Tek yonli ANOVA
analizinde kontrole gore normalizasyon grubunda saptanan aktivite azalisinin istatistiksel
olarak anlamli olmadig1 belirlendi (ns, p>0.05). ECso konsantrasyonunda tebukonazol
uygulanmig deney grubunda katalaz enzim aktivitesi ortalama 3.535 AAs40/dk/mg olarak
belirlendi. Tek yonli ANOVA analizi ile gergeklestirilen; ECso konsantrasyon uygulanmis
deney grubu ile kontrol grubu ve deney grubu ile normalizasyon gruplari arasindaki
karsilagtirma, katalaz enzim aktivitesindeki artisin istatistiksel olarak anlamli (*, p<0.05)

oldugunu ortaya koydu (Sekil 4.12A).

F. graminearum PH-1 referans susunda kontrol ve normalizasyon orneklerinin katalaz enzim
aktivite ortalama degerleri sirasiyla 1.498 ve 1.081 AAss/dk/mg olarak hesaplandi. ECsg
uygulanmig deney grubunda ortalama katalaz enzim aktivitesi 4.392 AAs4/dk/mg olarak
belirlendi. Kontrole gére normalizasyon grubundaki enzim aktivite azalisinin istatistiksel
olarak anlamli olmadigi (ns, p>0.05) tek yonlii ANOVA ile ortaya kondu. ECso konsantrasyon
uygulanmig deney grubu ile kontrol grubu ve ECso konsantrasyon uygulanmis deney grubu ile
normalizasyon gruplar1 arasinda belirlenen katalaz enzim aktivite artisinin istatistiksel olarak

anlamh (***, p<0.001) oldugu gosterildi (Sekil 4.12B).
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Sekil 4.12: F. graminearum PH-1(A) veF. culmorum FcUK99 (B) referans suslarina
ait kontrol, normalizasyon ve deney gruplarinin katalaz enzim aktivitesi miktar
ve degisimleri.
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Her iki Fusarium tiirtinde tebukonazol uygulamasina bagli olarak artan katalaz enzim aktivitesi
ile mikroskobik incelemelerde gozlenen hiicre i¢indeki oksidatif stres artisinin uyumlu oldugu,
hiicresel diizeyde belirlenen 1s1madan katalaz enzim aktivite artisinin sorumlu olabilecegi

belirlendi.

4.10. GEN ANLATIMI ANALIiZi BULGULARI

Fusarium referans kiiltiirlerinin kontrol, normalizasyon ve deney gruplarindan izole edilen total
RNA’larn saflik deger aralig1 1.86-1.97 olarak, miktarlar1 da 250-750ng/pL olarak hesaplanda.
Ayrica total RN A molekiillerinin cDNA ¢evrimine uygun kalite ve biitiinliikte oldugu da agaroz

jel elektroforezi ile kontrol edildi (Sekil 4.13).

28S rRNA
18S rRNA

Sekil 4.13: 7 giinliik Fusarium kiiltiirlerinden elde edilen
total RNA molekilleri.1: FcUK99 Kontrol, 2:
FcUK99 Normalizasyon, 3: FcUK99 ECs, 4: PH-
1 Kontrol, 5: PH-1 Normalizasyon, 6: PH-1 ECs.

Tebukonazoliin deney gruplarinda neden oldugu gen anlatim degisimleri normalizasyon
grubundaki gen anlatim diizeyi ile gerceklestirilen kiyaslama ile belirlendi. qPCR analizinde
ortalama E degeri 2.04+0.03 olarak saptandi. Ortalama erime egrisi endojen gen igin
0.983+0.0011, mgv! igin 0.984+0.0012 ve cyp514 geni i¢in 0.987+0.0015 olarak belirlendi.
Analiz i¢in kullanilan ii¢ gene ait Cp (ing., crossing point) degerleri normalizasyon ve deney
gruplara ait tiim setlerden kaydedilirken negatif kontrollere ait kuyucuklarda okuma

gerceklesmedi.

B- tubulin, cyp514 ve mgvl genlerinin her iki izolattan elde edilen ortalama Cp ve 24T
degerleri Tablo 4.5’te verildi. Gen anlatimindaki oransal degisim saptandi. Genlerin {i¢
biyolojik tekrarhi-ii¢ teknik tekrarli olarak gergeklestirilen tiim deney setlerinde en diisiik Cp
degeri 18.23 ile PH-1 susunun cyp514 geninde, en yliksek Cp degeri 25.19 ile PH-1 susunun
mgvl geninde oldugu belirlendi.
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Tablo 4.5: Fusarium suslarmin normalizasyon ve deney gruplarina ait ACp ve 24T

degerleri.
izolat Grup Ortalama Cp phacT
B-tubulin =~ mgvl cypSla mgvl cypS1A
ECso 25.05+0.07 23.93+0.07 22.01+0.19
ECs 22.93+0.05 23.49+0.05 20.67+0.22

Normalizasyon bulgularina gére; deney setleri normalizasyon grubu ile kiyaslandiginda 2-24¢T
degeri mgvl geni igin F.culmorum FcUK99 izolatinda 3.056+0.16, F. graminearum PH-1
izolatinda 2.113+0.04 olarak belirlendi. cyp514 genine ait 2"24CT degeri F.culmorum FcUK99
izolatinda 7.426+0.48, F. graminearum PH-1 izolatinda ise 15.47+0.75 olarak analiz edildi.
Gen anlatimlarinda yasanan bu degisimlerin istatiksel agidan anlamliligi Student’s T-Testi
kontrol edildiginde (Sekil 4.14); tebukonazol etkisi ile F. graminearum PH-1 ve F. culmorum
FcUK99 susunda meydana gelen mgvi ve cyp51A gen anlatim diizeyi artiglarinin istatistiksel
olarak anlamli oldugu (***, p<0.001) tespit edildi.
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. Sekil 4.14: F. graminearum PH-1(A) ve F. culmorum FcUK99 (B)
referans suslarinda tebukonazoliin etkisi ile degisen cyp514 ve mgvi
genlerinin anlatim profilleri.
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Elde edilen sonuglara gore; ECso doz uygulamasi ile cyp5/A4 geninin en yiiksek gen anlatim
seviyesi F. graminearum PH-1 izolatindan saptandi. mgv/ geninin en yliksek gen anlatim
seviyesi ise F. culmorum FcUK99 izolatinda gozlendi. F. culmorum FcUK99 susu igin
uygulanan ECso doz degerinin F. graminearum tiirline gore daha diisiik olmasi izolatin
tebukonazole hassasiyetini ortaya koydu. Bu hassasiyete bagli olarak ise mgv/ genini

anlatiminin arttig1 belirlendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yurdumuzda tahil tarimi yapilan alanlardaki gesitli hastaliklardan sorumlu olan Fusarium
tirleri ile miicadele gecmisten glinlimiize devam etmektedir. Degisen iklim kosullart ile
uygulanan miicadele yontemlerinin etkisiz kalmasi global bir sorun haline gelmistir.
Gergeklestirilen yiiksek lisans tezinde basak yanikligt ve kok/kok bogazi ¢iirikligi
hastaliklarina sebep olan F. graminearum ve F. culmorum tiirleri ile miicadelede kullanilan
tebukonazol aktif bileseninin, bu iki tiir {izerindeki etkisi hiicresel ve molekiiler diizeyde
arastirilmistir. Bu kapsamda tebukonazoliin referans suslarda meydana getirdigi; proliferasyon
seviyesindeki degisimler izlenmis, apoptoz ve oksidatif stres etkisi hiicresel diizeyde ortaya
konmus, oksidatif stres etkisi enzimatik aktivite testleri ile desteklenmis, aktif bilesenin etki
mekanizmasinda hedefledigi gende yol agabilecegi dizi varyasyonu taramasi gerceklestirilmis
ve son olarak da 6zgiin genlerde yol agtig1 anlatim diizey degisimleri ortaya konmustur. Elde
edilen bulgularin Fusarium tiirlerinin tebukonazol zirai ilacina maruz birakildiginda; dolayl ya
da dogrudan etkilenen mekanizmalarinin ortaya konmasina, hastalik tedavisi ve hastaliklardan
korunmada yeni stratejiler gelistirilerek ekonomik kayiplarin 6niline gegilebilmesi ve ayrica
tebukonazoliin Fusarium tiirleri iizerindeki etkisinin taranmasinda kullanilacak hedeflerin

belirlenmesine katki saglama potansiyeli bulunmaktadir.

Basak yaniklig1 ve kok/kok bogazi cliriikliigii tarim alanlarinda siklikla karsilasilan hastaliklar
arasinda yer almalarina ragmen hastalifa neden olan etmenler ile etkili miicadelede basari
kaydedilememektedir. 1lgili hastaliklar ayn1 agro-ekolojik bolgelerden uzun yillardir
bildirilmektedir (Bai ve Shaner, 2004; Goswami ve Kistler, 2004; Cepni ve dig., 2013; Matny,
2015; Yortk ve dig., 2016; Yoriik ve dig., 2018). Fusarium tiirlerinin yliksek diizeyde genetik
cesitlilik barindirmasi, iklim kosullarinda yasanan degisim, 6zgiin ve uygulandigi zaman her
bolgede kesin sonug getiren bir fungusitin bulunmayisi, kontrolsiiz zirai ilag kullanimina bagli
gelisen direng, miicadele etkinligini sinirlandirmaktadir (Saharan ve dig., 2004; Bernardo ve
dig., 2007; Brent ve Hollomon, 2007; Mieadener ve dig., 2008; Saharan, 2020). Diinyada ve
ilkemizde F. graminearum ve F. culmorum patojenleri ile miicadelede en ¢ok tercih edilen
yontem, kolay temin edilebilirlik ve diisiik maliyetten dolay1 fungisit etkili aktif bilesik ve
kombinasyonlarinin uygulamasidir (Spolti ve dig., 2014). Giiniimiizde fitopatojenlerle
miicadelede kullanilan 200’iin {izerinde farkli fungusit tlirevi vardir (Seiber ve Kleinschmidt,

2011). DMI grubu fungusitleri, ergosterol sentezi igin gerekli bir enzim olan 14a-demetilaza
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(CYP51) 6zgiin olarak baglanarak mantar biiyiimesini engellemektedir (Ziogas ve Malandrakis,
2015). Bu grup igerisinde yer alan triazoller, diger aktif bilesenlere kiyasla daha yiiksek
etkinlikleri nedeniyle bagak yaniklig1 ve kok/kok bogazi ¢liriikliigi hastaliklarini yonetmede en
yaygin kullanilan fungusitlerdir (Mesterhazy, 2003). Triazol sinifindan olan tebukonazol, uzun
yillardir tarim alanlarinda kullanilmaktadir. Patojende gelisen direngle ilgili gerceklestirilen
caligsmalarda ¢ogunlukla F. graminearum tiri iizerinde yogunlasilmasina karsin molekiiler
diizeydeki mekanizmalar hakkindaki bilgiler hala ¢ok sinirlidir (Hellin ve dig., 2018). Yiiksek
lisans tezi kapsaminda tebukonazoliin farkli konsantrasyonlar1 F. graminearum ve F. culmorum
referans izolatlarina uygulandiginda 2pg/mL tebukonazoliin her iki referans susun liremesini
durdugu goriilmiistiir (»<0.001). Bu iki tiirlin referans suslarina uygulanan tebukonazoliin artan
konsantrasyona bagli olarak biiyiime oranini baskilayan etkin konsantrasyonunun %50 degeri
FcUK99 i¢in 0.8ug/mL, PH-1 i¢in ise 0.94ug/mL olarak bulunmustur. Hellin ve dig. (2017) F.
culmorum tiriintin 2005-2013 yillar1 arasinda toplanan 107 izolati taradiklar1 ¢caligmalarinda
ECso deger araligmi 0.14-1.53 pg/mL olarak bildirmistir. Her iki referansta saptanan ECso
degerlerinin, gerceklestirilen populasyon g¢alismasindan elde edilen deger araligi igerisinde
oldugu goriilmektedir. Literatiirde F. graminearum ve F. culmorum populasyonlarinda ayni
tiirlin bireylerinin zirai ilaglara gosterdigi diren¢ diizeyinin farkli olabilecegi bildirilmistir (Yin
ve dig., 2009; Spolti ve dig., 2014; Talas ve McDonald, 2015; Hellin ve dig., 2018).
Tebukonazoliin referans suslar iizerindeki ECso degerinin tespiti, patojenin bu zirai ilaca karsi
gelistirdigi direncin taranmasinda referans araligi olarak alinmakta, aynm1 zamanda aktif
bilesigin tarim arazilerinde uygulanacagi doz ve kombinasyonlarinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Ayni1 cinse ait tiirler arasinda ECso degerlerinin farkli bulunmasi bu tiirlerin
yasam dongiilerindeki farkliliga bagl olabilmektedir. Ek olarak, F. culmorum tiirliniin esem
tiplerinden sadece birine sahip olmasi, F. graminearum’un ise her iki esem tipini barindirmasi
genetik cesitliligi artis saglamakta, genenetik cesitlilik de uygulanan kimyasala kars1 gelistirilen
direncte rol oynayarak fungusla miicadelede dezavantaja neden olabilmektedir (Hellin ve dig.,
2017). PH-1 referansinda, daha yiliksek ECso degerlerinin (0.94 pg/mL) belirlenmesi, F.
graminearum tlirtiniin F. culmorum’a gore sahip oldugu bu genetik ¢esitlilikten kaynaklanmis

olabilmektedir.

Yiiksek lisans tezi, “Zirai ilaglarin Aktif Bilesiklerinin Fusarium Tiirlerindeki Antifungal
Etkilerinin Hiicresel Gosterimi ve Direng Seviyelerinin Molekiiler Mekanizmalarinin

Arastirilmas1”  baghkli 1192366 numarali TUBITAK-1001 projesi kapsaminda F.
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graminearum ve F. culmorum tiirlerinde gergeklestirilecek direng taramasinda izlenecek yolun

belirlendigi 6n ¢aligmadir.

Tez calismasinda aktif bilesigin hiicresel ve molekiiler etkisi sadece referans suslarla
incelenecegi icin %50 etkin konsantrasyon degeri belirlenerek etkisi incelenmistir. TUBITAK
1001 ¢alismasinda ise kimyasalin fungus tizerindeki etkisinden ziyade belirli bir populasyonda
diren¢ kazanim durumu taramasi ve etkisi gozlenecegi i¢in tiremenin goriilmedigi en diisiik
konsantrasyon olan minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK), inhibisyon konsantrasyonun
%75 (IC75), %50 (ICs0) ve %25’ine (ICas) karsilik gelen konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Yin
ve dig. (2009) tebukonazoliin genetik cesitlilige etkisini, Hellin ve dig. (2017) tebukonazoliin
oksidatif strese yol agmasini ve Diao ve dig. (2018) tebukonazoliin toksin {liretimine etkisini
arastirirken deneylerde ECso degerini kullanmislardir. Yorik ve dig. (2018) ¢alismasinda
Fusarium tiirlerinin tiyofanatmetile kars1 diren¢ kazanim durumunu incelerken tiim izolatlar
icin ICso degerini tespit etmistir. Tez c¢alismasindan elde edilen ECso verileri hem F.
graminearum hem de F. culmorum icin TUBITAK projesi kapsaminda gergeklestirilecek
tarama caligmalarinda baslangic i¢cin uygulanabilecek hedef konsantrasyon bilgisini iki tiir
bazinda da vermistir. Tim izolatlarda tarama calismalarina baslanmadan Once referans
izolatlarda pilot tarama testleri yapilmis ve pilot taramada tez ¢aligmasi kapsaminda bulunan
ECso konsantrasyonu, ECso degerinin iist ve alt konsantrasyonlar1 uygulanarak PH-1 ve
FcUK99 suslar1 i¢cin MiK ve 1C7s, ICso ve ICas degerleri analiz edilmistir. F. graminearum PH-
1 igin MIK, IC7s, ICso ve ICas degerleri sirastyla 1.75 pg/ml, 1.31 pg/ml, 0.875 pg/ml ve 0.437
ug/ml olarak belirlenmistir. F. culmorum FcUK99 i¢in ise ayni sirayla 1.2 pg/ml, 0.9 pg/ml,
0.6 pg/ml, 0.3 pg/ml olarak tespit edilmistir. Direng tarama testlerinde 1Cso doz uygulamasinin
tebukonazoliin fungus tlizerindeki etkinligini belirlemede ¢ok daha etkili oldugu, net sonuglara
ulasiimasini sagladig tespit edilmistir. TUBITAK projesi ve tez calismasi kapsaminda her iki
tiir i¢in saptanan ICso ve ECso dozlarinda F. graminearum tiriiniin konsantrasyon bilgisi F.
culmorum’a gore daha yiliksek degerlerde oldugu goriilmektedir. 1001 proje verilerine gore
yaklasim farkli olsa da elde edilen veriler, sahip oldugu yiiksek genetik c¢esitlilikten ve sekstiel
rekombinasyondan dolay1 F. graminearum tiriiniin F. culmorum’a gore daha yiiksek ICso doz

uygulamasini gerektirdigini dogrulamaktadir (Miedaner ve dig., 2001, 2008).
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Mantarlar; hedef gen duplikasyonu, mutasyon etkisiyle hedef proteinin degisimi, hedef genin
asir1 anlatimi, fungusit detoksifikasyonu ve fungusitin hiicre digina tasinmasi olmak iizere bes
farkli yolla fungusitlere karsi direng gelistirmektedir (Lucas ve dig., 2015; Ziogas ve
Malandrakis, 2015). Gergeklestirilen direng calismalari, F. graminearum populasyonlarinin
triazollere direng seviyelerinin aktif bilesigin piyasaya siiriilmesinden gliniimiize kademeli
olarak arttigin1 gostermistir (Klix ve dig., 2007; Sun ve dig., 2014). F. graminearum’un
genomunda, cyp51 geninin li¢ paralog kopyasi bulunmaktadir (Liu ve dig., 2011; Fan ve dig.,
2013; Qian ve dig., 2018). Bu ii¢ cyp51 geninin (Fgcyp51A4, Fgcyp51B ve Fgcyp51C) lriini
olan polipeptitler %61.65 amino asit dizi benzerligine sahip olup farkli islev {istlenirler.
Fgcyp51B, geninin lriinii yapisal protein olarak 15 gormekte ve esas olarak sterol 14a-
demetilasyondan sorumlu enzimi kodlar. Ancak, azol duyarliligindaki rolii belirsizdir (Alcazar-
Fuoli ve dig., 2008; Yin ve dig., 2009; Talas ve McDonald, 2015). Canlilik i¢in gerekli olmayan
Fgcyp51A4°nin ergosterol azliginda gen anlatiminin indiiklendigi ve azol duyarliligi ile yakin
iligkili oldugu bildirilmektedir (Mellado ve dig., 2005; Liu ve dig., 2011; Fan ve dig., 2013).
Sterol 14a-demetilazi kodlamakta goérev almayan Fgcyp5/C’nin bugday basaklarinda
hastaligin goriilmesinde etkin virulans faktorii olarak is gordiigii belirlenmistir. Fgcyp51C
parologu, yalnizca Fusarium tiirlerinde sik bulunan ve gen dizisi ile diger tiirlerden ayrimini
saglayan filogenetik belirte¢ olarak kullanilmaktadir (Fernandez-Ortufio ve dig., 2010; Fan ve
dig. 2013; Qian ve dig., 2018). Tez ¢alismasi kapsaminda azol duyarlilig1 ile yakin iligkili
oldugundan, her iki tiire ait referans genomlarinda cyp5/4 geninin dizi varyasyonu
arastiritlmistir. Her iki tiire ait genin niikleotid dizisi dizilenmis, veri tabanlarinda kayith F.
culmorum i¢in LT598660, F. graminearum i¢in LT222054.1 ve HG970333.1 aksesyonlari ile
yiiksek benzerlik gostermis olup (%98.6-96.89) tebukonazole direng ile iligskilendirilmis 6zgiin
amino asit pozisyonlarinda farklilik gériilmemistir. Iki referans susun cyp514 genine ait tiim
amino asit dizisinde yapilan karsilastirmada ise ii¢ farkli noktada amino asit degisimi tespit
edilmistir. Bu degisimler referans izolatlarin triazol direnci tagimasini ifade etmekle birlikte,
tiirler arasindaki farkli ECso degerlerine sebep olabilecegi diisiiniilmektedir. Yin ve dig. (2009)
yaptig1 ¢alismada F. avenaceum ve F. graminearum izolatlar1 arasinda tiir bazinda farklilik
olabilecegi gibi bu farkliliklarin triazol direncine sebep olup olmadig: irdelemistir. Bununla
birlikte cyp51 gen dizilim cesitliliginin farkli tiirlerdeki triazol direng seviye araliklarinin

belirlenmesinde rol oynadigini ortaya koymuslardir.
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Farkl1 besi ortamlari, farkli bilesik ilavesi (camphor, H2O2 vb.), farkli ortam kosullar1 ve zirai
ilaclar gibi stres olusturan etkenlerin funguslarda oksidatif stresi arttirdig1 bilinmektedir (Leiter
ve dig., 2005; Ponts ve dig., 2009; Gazdagh ve dig., 2018). Oksidatif stresin varligit DCF-DA
uygulamasi ile hem floresan mikroskop analizleri hem de spektrofotmetrik o6lgiimler aracili
tespit edilmektedir (Kaneko ve Ishii, 2009; Dananjaya ve dig., 2017). Hiicrelerde reaktif oksijen
tiirleri arttikca DCF-DA boyasi ile reaksiyona girerek floresan mikroskop altinda daha siddetli
yesil 1s1maya yol agmaktadir. Ortamda reaktif oksijen tiirlerinin miktar artisina bagl olarak
isimanin da kuvveti artmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri normal hiicresel siiregler sirasinda da
iretilmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda test edilen kontrol ve normalizasyon gruplarinin
yasamsal faaliyetleri sirasinda iretilen az miktardaki reaktif oksijen tiirleri DCF-DA
boyamalar1 ile ¢ok soluk bir 1s1manin goriintiilenmesine yol agmistir. Deney gruplarinda ise
tebukonazol uygulamasinin Fusarium tiirlerinde neden oldugu artan oksidatif stres diizeyi
yiksek 1simanin gozlenmesini saglamistir. PH-1 referans susuna ait deney grubunda FcUK99
susunun deney grubuna kiyasla daha fazla 1sima hiicresel diizeyde goriintiilenmistir. PH-1
susuna uygulanan ECso dozunun (0.94pg/mL) FcUK99’dan daha yiiksek degerde olmasi
(0.8ug/mL) 1s1ma farkim aciklamaktadir. Benzer sekilde Yoriik (2018), tetrakonazoliin
Fusarium spp. lizerindeki oksidatif stres etkisini inceledigi ¢alismasinda artan konsantrasyonla
dogru orantili sekilde 1simanin arttigimi ve canli hiicre sayisinda azalmanin oldugunu

bildirmistir.

Literatiir bilgisine gore reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ile organizmalarda fizyolojik ve
morfolojik seviyelerde olumsuz etkiler goriilmiistiir (Leiter ve dig., 2005, Ponts ve dig., 2009).
Hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin birikimi, proteinler, lipitler, niikleik asitler dahil olmak {izere
bazi biyopolimerlerin oksidasyonu ve mitokondri gibi hiicresel membranlarin ve organellerin
yikimi ile hiicreler lizerinde ciddi etkilere neden olabilmektedir (Klyubin ve dig., 2000).
Oksidatif stres kaynakli hiicrelerde hasarlarin artmasi sonucu temel fizyolojik siire¢ olan
programlanmus hiicre 6liimii yani apoptoz aktiflesir (Madeo ve dig., 1999; Slater ve dig., 1995;
Leiter ve dig., 2005). Apoptotik siire¢ membran biitlinliigliniin bozulmasi, vakuol olusumunun
artmasi, nuklesun parcalanmasi seklinde hiicresel yap1 degisimlerine yol agar. Bu yapilar 151k
mikroskobu altinda goriintiilenmektedir. Ek olarak apoptotik fungal hiicrelerdeki genomik
DNA fragmantasyonu da goriintiilenerek apoptozun etkisi molekiiler diizeyde
incelenebilmektedir. AO/EB ikili floresan boyamasi ile hiicrelerde apoptozun varlig

goriintiilenebilmektedir (Gazdagh ve dig. 2018; Yoriik, 2018; Yoriik ve dig., 2018). AO ayrim
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yapmaksizin hem saglikli hem de apoptotik hiicrelere tutunur ve hiicrelerin floresan mikroskop
altinda yesil 1s51ma vermesini saglar. AO/EB ikili boyamasinda ayiric1 isaretleme EB ile
gerceklestirilir. EB, apoptotik siirece girmis olan hiicrelerin zarar géren membran duvarlarindan
gegerek hiicre igine girer ve floresan mikroskop altinda saridan tan rengine gegen hatta
kirmiziya doniik 1s1maya neden olur. Bu ¢aligmada da tebukonazol uygulanmamis kontrol
grubu ve ¢6zgenin dahil edildigi normalizasyon gruplarinda ¢ok soluk yesil 1s1ma gézlenmis,
bu 1s1manin saglikli hiicrelerden kaynaklandig tespit edilmistir. Tebukonazol uygulanmasina
bagli olarak oksidatif stres diizeyi yliksek olan deney gruplarinda, apoptotik siirec AO/EB
boyamasi araciligiyla goriintiilenmistir. Tebukonazol uygulamasini takiben gerceklestirilen
toksisite deneyleri ile aktif bilesenin hiicreler iizerindeki yiiksek toksik etkisinin apoptotik
stireci baglattigr gosterilmistir. CYPS1/ERGI11, hiicre zarlarinin kritik bilesenleri olan
sterollerin biyosentezinde temel bir enzimdir. Sterol demetilasyon inhibitdrii olan
tebukonazoliin sterol biyosentezinden sorumlu olan cyp5/4 genine etki ederek hiicre zarinda
neden oldugu degisimin apoptotik siireci tetikledigi diistiniilmektedir. Bu diisiince mevcut tez
projesinde AO/EB boyamalarindan elde edilen sonuglar ve Shishatskayave dig. (2018)

calismasi ile desteklenmektedir.

Oksidatif stres varliginda sadece apoptotik siire¢ etkilenmez ayni zamanda enzim
aktivitelerinde de degisim gerceklesmektedir. Bu baglamda ortamda reaktif oksijen tiirlerinin
artmasi ile apoptoz indiikleyici faktorler hiicrede aktiflesir (Leiter ve dig., 2005). Antioksidan
enzimlerden olan siiperoksit dismutaz (SOD), askorbat peroksidaz, katalaz, glutatyon rediiktaz
hiicrenin ilk savunma hattidir ve hiicrenin birincil antioksidanlarini olusturur. SOD,
stiperoksitleri H>O>’yi ayirir, ardindan askorbat peroksidaz, indirgeyici olarak askorbat
kullanarak H>O>’y1 detoksifiye eder. Katalaz ise H>O> nin kendisini herhangi bir indirgeyici
kullanmadan detoksifiye eder. Hassas tiirlerde antioksidan enzim seviyesinin diisiik diizeyde
olmasi, oksidatif stresin yatkinliginin nedeni olabilir, ¢iinkii ilk savunma hattinin olmamasi,
hassas tiirlerde genellikle stres altinda gozlenen yiiksek reaktif oksijen tiirlerinin iiretimine ve
toksisiteye yol agabilir (Asselbergh ve dig., 2008; Atkinson ve Urwin, 2012). Kisaca katalaz
enzim aktivitesi, Fusarium’un antioksidan savunma aginda ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir
(Ponts ve dig., 2009). Yapilan tez ¢aligmasinda referans izolatlara uygulanan tebukonazol
uygulamasina bagli olarak katalaz aktivitesinin degisimi arastirilmigtir. PH-1 susunda katalaz
aktivitesi kontrol ve normalizasyon grubu i¢in sirasiyla 1.498+0.261 ve 1.081+0.140

AA240/dk/mg olarak hesaplanmigtir. Tebukonazol uygulamasi ile PH-1 susunda katalaz
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aktivite miktar1 4.392+0.195 AA240/dk/mg olarak hesaplanmistir. FCUK99 susunun kontrol ve
normalizasyon gruplarinda katalaz aktivitesi sirasiyla 1.4644+0.490 ve 1.149+0.237
AA240/dk/mg olarak tespit edilmistir. FCUK99 susunun tebukonazol ile muamele edilmesi
sonucunda katalaz aktivitesi 3.525+0.615 AA240/dk/mg olarak belirlenmistir. FcUK99
izolatina 0.8 pg/mL ECso tebukonazol uygulanan deney grubunda katalaz enzim aktivitesi
%306 kat artarken, 0.94 pg/mL ECso tebukonazol uygulamasi ile PH-1 izolatinin deney
grubunda ise %406 kat arttig1 belirlenmistir. Katalaz enzim aktiviteleri, uygulanan kimyasal
miktarina karsilik gelecek sekilde dogru orantili olarak AA240/dk/mg degerinde artmustir.
Calisma sonucunda tebukonazol uygulamasina bagli olarak reaktif oksijen tiirlerinin ve H,O»
miktar1 artarak bu durum katalaz aktivitesinin de artisina neden olmustur. Ayrica artan katalaz
aktivitesinin mikroskobik incelemelerde gozlenen hiicre i¢indeki oksidatif stres artisini
destekledigi ve artan 1s1madan katalaz enzim aktivite artisinin da rol oynadigi ortaya konmustur.
Yiiksek lisans tezi kapsaminda elde edilen sonuglar Angelova ve dig. (2005) tarafindan yapilan
12 farkli mantar tiirline ait izolatlarda H>O» uygulamasina bagh olarak gelisen (%300°e kadar)
katalaz enzim aktivitesinin artigin1 igeren bulgular ile paralellik gostermektedir. Bitki tlirevli
esansiyel yag bilesikleri, triazol grup iiyeleri ve H>O» gibi ¢esitli kimyasal uygulamalarinin
Fusarium tirlerinde enzimatik aktivite artistna neden oldugu farkli caligmalarda da

gosterilmistir (Angelova ve dig., 2005; Hellin ve dig., 2017; Gazdagh ve dig., 2018).

3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide (MTT), sodium 3,3'-
[1(phenylamino)carbonyl]-3,4-tetrazolium]-3is(4-methoxy-6-nitro) benzene sulfonic acid
hydrate (XTT) ve WST 1/3/4/5/8/9 hiicre proliferasyon analizlerinde siklikla kullanilmaktadir.
Bir stres kosulu ile karsilasmis memeli hiicre kiiltiirlerinde CCso ve ICso degerlerinin tespitinde
siklikla MTT ve XTT testleri tercih edilmektedir (Yadav ve dig., 2014; Adan ve dig., 2016).
Buna karsin fungal alemde ise CCso, ICso ve ECso degerleri agar dilusyon teknigi ile tespit
edilmekte ve Tsukatani ve dig. (2014) 18 farkli mantar grubunda WST-8’e dayali olarak hiicre
proliferasyonunu basarili bir sekilde analiz etmislerdir. Bu nedenle mevcut ¢alismada ilk defa
tebukonazol etkisine maruz birakilmis Fusarium spp.’de toksisite testleri WST-1 ile
gerceklestirilmistir. Agar diliisyon teknigi ile elde edilen ECso degerlerine ¢ok yakin bir
sitotoksik baskilama WST-1 analizleri sonucunda goriilmiistiir. Her iki referans sus i¢inde
tebukonazol uygulamasina bagli canli hiire sayismin kontrol ve normalizasyon grubuna gore
diistik oldugu goriildii. Tebukonazol uygulamasi ile PH-1 susunda canli hiicre yiizdesi

%42.57+0.77, FcUK99 susunda ise %35.76+1.54 degerlerine diismiistiir. Elde edilen veriler
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ECso tebukonazol uygulamasinin Fusarium spp. lizerinde gelisimi nicelik ve nitelik olarak
%50’den daha fazla etkiledigini ispat etmektedir. Teker ve dig. (2021) gergeklestirdigi
calismada potansiyel antifungal olarak kullanilan bir diger aktif bilesen a-thujonun F.
graminearum tiiriinde toksisiteye neden oldugu ve %75 oraninda proliferasyonu baskiladigi

tespit edilmisgtir.

Tez calismasinda tebukonazoliin referans suslara etkisi sadece hiicresel diizeyde degil
molekiiler diizeyde qPCR analizi ile de arastirilmistir. Bu amagla tebukonazol uygulanmis ve
cozgen iceren orneklerde cyp514 ve mgvI genlerinin anlatimi S-tubulin geninin anlatimina gore
normalize edilmistir. Ergosterol sentezi ve dolayisiyla da triazol direnciyle iliskili cyp514
anlatiminda her iki tiirde de anlamli seviyede artis (p<0.001) goriilmiistiir. cyp51 genlerinin
asirt anlatimi, ¢ok sayida tiir i¢in bildirilen ortak bir diren¢ mekanizmasidir (Cools ve dig.,
2012; Lucas ve digerleri, 2015; Ziogas ve Malandrakis, 2015). cyp51A4 geninin asir1 anlatim
yapmas1 sterol l4a-demetilaz seviyelerini yiikseltir ve bdylece zara baglanan tastyici
proteinlerin sayist arttigi i¢in triazollerin hiicre disina aktarilarak etkisinin azaldigi, fungusa
direng sagladigi bilinmektedir (Ziogas ve Malandrakis, 2015). Yapilan bu ¢alismada cyp514
gen ekspresyonu, tebukonazol uygulamasini takiben artmistir. Ancak gen anlatimindaki bu
artisin referans suglara triazol direncini tasimasini saglayacak seviyede etki etmedigi LGR
analizleri ve cyp5 14 dizileme ¢alismasinda elde edilen verilerle paralellik gostermektedir. Gen
anlatimi, radyal lireme ve sekanslama verileri mevcut suslardaki triazol hassasiyetini
gostermektedir. cyp5IA gen anlatimlarindaki kat artis farki (FcUK99 icin 7.426+0.48, PH-1
icin 15.47+0.75) uygulanan triazol miktarina bagli olarak farkli seviyelerde gozlenmistir.
Ayrica kontrol gruplarina gore sporulasyon ve vejetatif iiremeyle iligkili mgv] genindeki artis
da (FcUK99 i¢in 3.056+0.16, PH-1 icin ise 2.113+0.04) tebukonazoliin referans suslarda
meydana getirdigi fizyolojik degisimlerin 6nemli bir gostergesidir. PH-1 susuna kiyasla
FcUK99 susunda mgv/ geninin yiiksek gen anlatim seviyesi gostermesi ve uygulanan ECso doz
degerinin F. graminearum tiiriine gore daha diisiik olmasi izolatin tebukonazole hassasiyetini
ortaya koymustur. Tiyofanatmetil aktif bilesiginin de iireme profillerine gére se¢ilmis (farkl
vejetatif kapasiteye sahip) F. graminearum ve F. culmorum izolatlarinda mgvl geninde 2.196
+ 0.01 artisa neden oldugu Yoriik ve dig. (2018) gostermistir. Tebukonazol uygulamasina bagl
ergestrerol sentezinin sekteye ugramasi ve hiicresel biitlinliigiin bozulmas: ile alakali olarak
mgvl gen anlatiminda artig goriilmistiir. Ek olarak, Yoriik ve dig. (2018) verileri ile mevcut

calismanin gen anlatim profilleri karsilagtirildiginda; f-tubulin  proteinini hedefleyen
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tiyofanatmetilin, tebukonazole gore daha az etkili bir ajan oldugu goriilmektedir. Ayrica Y 6riik
ve dig. (2018) gerceklestirdikleri calismada sadece morfolojik ve transkriptomik testler tizerine
yogunlagmislardir. Tez kapsaminda ise benzer yaklasimlara ek olarak hiicresel, sitotoksik ve
enzimatik analizler gerceklestirilerek molekiiller diizeyde daha detayli analizler

gerceklestirilmistir.

Triazol direng seviyelerinin arastirildigi calismalar genellikle ECso degerlerinin belirlenmesi,
cyp51A4 anlatimi, cyp51A4 sekans farkliliklarinin belirlenmesi ve analitik metodlar ile sinirlt
kalmistir. Buna karsin fitopatojende triazol uygulamasina bagli meydana gelen fizyolojik,
genetik, epigenetik, sitotoksik ve diger molekiiler genetik degisimler hakkinda bilgi birikimi
literatiirde mevcut degildir. Bu ¢alismada ilk defa tebukonazol uygulanmis iki farkl Fusarium
tiriinde farkli fizyolojik ve molekiiler parametreler (enzimatik, oksidatif stres, apoptoz, gen
anlatim ve proliferasyon) kullanilmistir. Tebukonazoliin goreceli olarak diisiik seviyedeki ECso
degerleri tespit edilmis, apoptoz ve oksidatif stresin varlig1 fluoresan mikroskobu ve enzim
aktivite araciligiyla gosterilmis, yasamsal siireclerden sorumlu genlerdeki varyasyonlarin yol
actig1 fizyolojik degisimler gen anlatimi aracilifiyla ortaya konulmus ve toksisite seviyesi
gosterilmistir. Tebukonazoliin Fusarium tiirleri lizerinde baskilayici bir etkiye sahip oldugu ve
bu etkinin sistematik bir sekilde meydana geldigi ispat edilmistir. Elde edilen veriler ileriki
caligmalar i¢cin umut vaat eder nitelikte olup tarama calismalari i¢in yol gosterici hedefler ortaya
konmustur. Tebukonazol uygulanan Fusarium tirlerinde dogrudan veya dolayli yoldan
etkilenen mekanizmalarin ortaya konulmasma ek olarak in planta ve in vivo dogrulama
analizlerinin de yapilmasi bu c¢alismay1 destekler nitelikte olacaktir. Ayrica daha fazla
Fusarium genusuna ait tiir ve izolatlarla yapilacak ileri ¢alismalardan elde edilebilecek veri
birikimi, hastaliklardan korunmada ve miicadelede yeni stratejiler gelistirmede kullanilarak

ekonomik kayiplarin 6niine gegilmesi i¢in kaynak saglayabilecektir.
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