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Simgeler Aciklama
% : Yiizde
°C : Derece Santigrat
A : Amper
bc : Baz Cifti
dk : Dakika
kB : Kilobaz
M : Molar
Mb : Megabaz
mL : Mililitre
mM : Milimolar
ng : Nanogram
nm : Nanometre
pH : Hidrojen Potansiyeli, “potential of Hydrojen”
pmol : Pikomol
rpm : Dakikadaki Devir Sayisi, “revolutions per minute”
spp : Turleri
U : Unite
uv : Ultraviyole
% : Hacim
: Volt
. Alfa
] : Beta
ug : Mikrogram
uL : Mikrolitre
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Kisaltmalar

5mC
C
CRED-RA

CYP450
DIM-2
DNA
DNMT
DON
G
gDNA
GTS
HK
MIC
NIV
oD

P

PDA
PZR
SAM
SNA
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: 5-metilsitozin
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: Cift Restriksiyon Enzim Kesimi ve Rastgele Cogaltim, “Coupled Restriction
Enzyme Digestion-Random Amplification”
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: Deficient in Methylation-2
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: DNA Metil Transferaz
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: Genomik Dizi Kararliligi, “Genomic Template Stability”
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: Minimum Inhibitér Konsantrasyonu, “Minimum Inhibitory Concentration”
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: Optik Yogunluk, “Optical Density”

: Fosfat

. Patates Dektroz Agar
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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

YAYGIN OLARAK KULLANILAN ANTIiFUNGAL AJANLARIN Fusarium
TURLERININ GENOMIK KARARSIZLIGI UZERINDEKI ETKILERININ
ARASTIRILMASI

Beliz YUKSEKTEPE

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsu

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman : Prof. Dr. Gllruh ALBAYRAK

Yiksek lisans tezinde {ii¢ antifungal bilesenin tekli ve ikili kombinasyonlarimin bitki
patojenlerinden F. graminearum PH-1 ve F. culmorum FcUK99 referanslarinin genomik
kararliligima etkisi ¢ift restriksiyon enzim kesimi ve rastgele ¢ogaltim (CRED-RA) yontemi ile
arastirildi.

Tebukonazol, karbendazim, fludioksonilin ve bu maddelerin ikili kombinasyonlarmma maruz
kalan PH-1 ve FCUK99’un genomik dizi kararliligini sirasiyla %79.629-100 ve %75.925-100
oraninda korundugu tespit edildi. Fludioksonil her iki referans susta da en yiiksek genomik dizi
kararsizligma yol agti. Tebukonazol+karbendazim ikili uygulamasi her iki Fusarium tiriinde
genomik dizi kararliligin1 en az etkiledigi ortaya kondu. PH-1’de Hpall polimorfizminin
%9.836-32.584, Mspl polimorfizminin %10-26.966; FcUK99’da Hpall polimorfizminin
%6.451-43.956, Mspl polimorfizminin %6.521-43.956 oldugu tespit edildi. F. graminearum
ve F. culmorum’un tip IV metilasyonunu baskin olarak tasidigi g6zlendi. Antifungal ajanlarin
uygulandig1 deney gruplari kontrole gore kiyaslandiginda; tip I ve tip III metilasyon tasima
oranindaki degisimin tip I ve tip IV’e gore daha fazla oldugu tespit edildi. Tebukonazol ve
fludioksonilin MICrs dozlar1 PH-1"de, tebukonazoliin MICso ve fludioksonilin MICzs dozlar1
da FcUK99’da DNA metilasyonunu arttirdi. Karbendazimin tiim dozlar1 DNA metilasyonu
seviyesini FCUK99’da arttirirken, PH-1’de azaltti. Ikili uygulamalar her iki susta DNA
metilasyonunu azaltt1.
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Calismada kullanilan {i¢ antifungal ajanin hem F. graminearum PH-1 hem de F. culmorum
FCUK99 referans genomlarinda genetik varyasyonlarla birlikte epigenetik modifikasyonlar
araciligryla da genomik kararsizliga yol agtigi ortaya kondu. Yiksek lisans tez ¢aligmasi
ciktilarinin, antifungal ajan aracili Fusarium spp. ile miicadele stratejilerine katki saglayacagi
diistiniilmektedir.

Ocak 2023, 75 sayfa.

Anahtar kelimeler: Fusarium, Tebukonazol, Karbendazim, Fludioksonil, Genomik
Kararsizlik
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION of the EFFECTS of COMMONLY USED ANTIFUNGAL
AGENTS on GENOMIC INSTABILITY of Fusarium SPECIES

Beliz YUKSEKTEPE

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences
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Effects of single and double combinations of three antifungal agents on the genomic stability
of F. graminearum PH-1 and F. culmorum FcUK99 references among plant pathogens were
investigated by coupled restriction enzyme digestion-random amplification (CRED-RA)
method within the scope of the master's thesis.

It was determined that PH-1 and FCUK99, exposed to tebuconazole, carbendazim, fludioxonil
and their double combinations, preserved the genomic template stabilities by 79.629-100% and
75.925-100%, respectively. Fludioxonil caused in the highest genomic template instability in
both reference strains. It was revealed that tebuconazole + carbendazim dual application, had
the least effect on genomic sequence stability in both Fusarium species. It was determined that
the Hpall polymorphism was 9.836-32.584% and the Mspl polymorphism was 10-26.966%, in
PH-1; the Hpall polymorphism was 6.451-43.956%, and the Mspl polymorphism was 6.521-
43.956% in FCUK99. It was observed that F. graminearum and F. culmorum predominantly
carried type IV methylation. When the experimental groups which applied antifungal agents
were compared to the control groups; it was determined that there were more changes in type
Il and type Il methylation ratio than type | and type IV. MIC7s doses of tebuconazole and
fludioxonil increased DNA methylation in PH-1, MICso of tebuconazole and MICzs of
fludioxonil doses increased DNA methylation in FCUK99. It was determined that all doses of
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carbendazim increased the DNA methylation level in FcUK99 and decreased it in PH-1. Dual
treatments reduced DNA methylation in both strains.

It was revealed that the three antifungal agents used in the study caused genomic instability
through epigenetic modifications along with genetic variations in both F. graminearum PH-1
and F. culmorum FcUK99 reference genomes. It is thought that the outputs of the master's
thesis will contribute to the strategies of combating Fusarium spp. mediated by antifungal
agents.

January 2023, 75 pages.

Keywords: Fusarium, Tebuconazole, Carbendazim, Fludioxonil, Genomic Instability
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1. GIRIS

Fusarium spp., temel gida tiretiminde kullanilan ekonomik olarak degeri olan bitkileri (arpa,
bugday, misir) enfekte ederek mahsiil tiretimini 6nemli derecede azaltan bitki patojenleridir.
Tahil verimini azaltmasinin yani sira iirettikleri mikotoksinlerin bitki, hayvan ve insan sagligini
tehdit etmesiyle pek cok iilkede ekonomik ac¢idan biiylik kayiplara neden olmaktadir.
Mikotoksin tiretiminin artigt Fusarium spp.’nin yayilmasini hizlandirmakta ve neden oldugu
hastaliklarin siddetini arttirmaktadir (Desjardins ve Proctor, 2007; Wagacha ve Muthomi,
2007). Cevre kosullarina kars1 yiiksek toleransa sahip Fusarium tiirlerinin ¢esitliligi, sebep
oldugu hastaliklarla toplum sagligin1 etkilemesi ve ekonomik kayiplara yol agmasi bu cinse
kars1 miicadeleyi zorunlu hale getirmistir (Parry ve dig., 1995; Leslie ve dig., 2006; Walkowiak
ve dig., 2016). Diinyada ve iilkemizde bu cins ile miicadele yontemi olarak fungusit kullanim1
yaygindir. Ulkemizde, F. graminearum ve F. culmorum en yaygin Fusarium tirleri olarak
tespit edilmistir (Tunali ve dig., 2006). Filamentli mantarlarda yapilan caligmalar DNA
metilasyonundaki artisin agirlikli olarak gen anlatimini baskiladigini ortaya konmustur. Cevre
kosullarinin degisimi F. graminearum’da DNA metilasyonu degisimlerine yol acarken ayni
zamanda sekonder metabolitlerin iiretim profilini etkilemektedir (Gardiner ve dig., 2009; Zhu
ve dig., 2015; Li ve dig., 2017; Bewick ve dig., 2019).

Yiiksek lisans tez c¢alismasi kapsaminda tebukonazol, karbendazim, fludioksonilin ve bu
maddelerin ikili kombinasyonlarmin uygulandig:r F. graminearum ve F. culmorum referans
suslarinda restriksiyon bolgelerindeki DNA metilasyonu degisimleri ve genomik kararsizliga
olan etkisi CRED-RA analizleri ile incelendi. Calismada elde edilen bulgular ile DNA
metilasyonu oranin degisimi ve metilasyon tipleri belirlendi. F. graminearum ve F.
culmorum’da yaygin kullanilan antifungal ajanlarin DNA metilasyonu degisimine olan
etkisinin incelenmesi, bu maddelerin yol agabilecegi etkilerin degerlendirilmesine katki

saglayacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. Fusarium spp.

[k olarak 1821 yilinda Link ex Gray tarafindan tanimlanan Fusarium genusunun basta tahil
bitkileri olmak tizere ¢ok sayida bitki tiirlinii enfekte eden bir bitki patojenidir. Fusarium cinsi
taksonomik olarak Ascomycota boliimiinden, Sordariomycetidac sinifinin, Hypocreales
takimimin bir iiyesidir bununla birlikte biyotrofik, nekrotrofik ve hemi-biyotrofik yasam
dongiisiine sahip eseyli ve/veya eseysiz iireme gosteren tiirleri bulunmaktadir (Goswami ve
Kistler, 2004). Bu cinse ait tiirlerin dogal habitati topraktir ve 5.0-7.0 pH deger araligi, 24-32°C
sicaklik araligi bu tiirler i¢in optimum yasam kosullarini olusturur. Bununla birlikte diisiik pH
ve sicaklik degerlerinde de iireyebildikleri bilinmektedir (Ozer ve Soran, 1991; Doohan ve dig.,
1999; Yoriik ve Albayrak, 2014). Kiiresel iklim degisimi ile birlikte giderek yayilmakta olan
bu tirler farkli iklimsel 6zellikler tasiyan bolgelerden de rapor edilmislerdir (Yli-Mattila ve
dig., 2013; Pasquali ve Migheli, 2014). Sekil 2.1°de Fusarium spp.’nin bitkilerdeki enfeksiyon

doéngusuni gostermektedir.
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Sekil 2.1: Fusarium spp.’nin bitki tizerindeki enfeksiyon
dongisii (Wulff ve dig., 2010).



Fusarium spp., hasat dncesi bugday ve diger kiiciik taneli tahillarda basak yanikligina ve kok
ve kokbogazi ¢iirlikliigii basta olmak {izere cesitli bitki hastaliklarina neden olmaktadir
(Desjardins ve Proctor, 2007). Sicak ve soguk iklim sartlarina adapte olabilen bu mantar cinsi
basta tahil bitkileri olmak iizere bir¢ok bitkide enfeksiyon siirecinde cesitli mikotoksinleri
tiretmektedirler (Larone, 1995; Walkowiak ve dig., 2016). Mikotoksinler, mantarlar tarafindan
uretilen sekonder metabolitlerdir. Fusarium spp. tarafindan en ¢ok tiretilen mikotoksin gruplari
trikotesen [deoksinivalenol (DON), nivalenol (NIV)], fumonisin (fumonisin A1, fumonisin P1)
ve zearalenondur (Miller ve dig., 1991; Audenaert ve dig., 2014; Munkvold, 2017). Bu
patojenik tdrlerin yayilmasi; toprak biyotasi, yabani otlarla miicadele yontemleri ve hava
kosullarindaki degismeler gibi faktorlerden etkilenmekte olup bitki ve bitki kisimlarina gore
farklilik gostermektedir (Nelson ve dig., 1994; Xu ve Nicholson 2009; Audenaert ve dig.,
2014). Mikotoksin Uretiminin artis1 Fusarium spp.’nin yayilmasini hizlandirmakta ve neden
oldugu hastaliklarin siddetini arttirmaktadir. Dolayisiyla hem mahsiiliin iiretimini onemli
derecede diisiirmekte hem de mikotoksinlerin bitkide birikmesi sonucu tiiketildigi takdirde

hayvan ve insan sagligini tehdit etmektedir (Wagacha ve Muthomi, 2007).

Hifli mantarlarda oldugu gibi Fusarium tiirlerinde de eseysiz iireme konidiaosporlar araciligiyla
gerceklestirilir (Tutel ve Cirpici, 1999). Fusarium spp. Urettikleri sporlar ile olumsuz cevre
kosullarma kars1 dayanikli olmasi ve bu sporlarin riizgar ile uzak mesafelere dagilmasi bu cinsin
farkli cografik bolgelere yayilmasina olanak saglamaktadir (Nelson ve dig., 1994). Eseyli
olarak da Ureyebilen Fusarium turleri Mat 1-1 ve Mat 1-2 allellerini tasima durumuna gore iki
esem tipini bulundurur (Ma ve dig., 2013). Her iki esem allelini genomunda bulunduran tiirler
homotallik, sadece bir esem allelini genomunda tasiyanlar ise heterotallik olarak
isimlendirilmektedir. Homotallik turler kendi icinde zigot olusturup eseyli iiremeyi
gerceklestirebilirken heterotallik tiirler icin eseyli iireme igin farkli esem tipi tasiyan

organizmalara gereksinim duyar (Yun ve dig., 2000).

Ulkemizde bugday (Triticum aestivum L.), arpa (Hordeum vulgare L.) ve misir (Zea mays L.)
gibi ana besin kaynagi tahillar1 enfekte ederek basak yanikligi ve kok/gévde ciirtikliigi
hastaliklariyla ekonomik kayiplara yol acan F. graminearum ve F. culmorum en yaygin

Fusarium tiirleri olarak tespit edilmistir (Tunali ve dig., 2006).



2.1.1. F. graminearum

F. graminearum, 1884’te Ingiltere’de basak yanikligina sebep olan fitopatojen olarak
tanimlanmistir (Stack, 2003). Diinya capinda, basta ana besin kaynagi tahillar olmak tizere
bircok bitkide sebep oldugu hastaliklarla ekonomik olarak yikic1 etkiler olusturan F.
graminearum’a tilkemizde de cesitli bolgelerde rastlanmaktadir (Tunali ve dig., 2006; Del
Ponte ve dig., 2017). Bu tiiriin iiremesi i¢in bagil nemin %50°den fazla oldugu kosullarda, en
uygun sicaklik 20-32°C ve ideal pH degeri 3.7-6 araligindadir (Trail ve dig., 2002; Beyer ve
Verreet, 2005; Yoruk ve Yli-Mattila, 2019). 4 kromozom ve gen bélgesi iceren pseudomolekiile
sahip F. graminearum referans irki PH-1’in genomu 36.3006 Mb (mega baz) uzunlugunda

13140 protein kodlayan gen icermektedir.*

Ulkemizdeki farkl1 tarim alanlarindan izole edilerek kiiltiirlenen F. graminearum izolatlarinin
urettikleri en yaygin mikotoksin grubu trikotesenler olup, DON ve NIV bu grup icerisindeki en
yaygin mikotoksinlerdir. Ulkemizde F. graminearum izolatlar1 DON iireticisi olarak rapor
edilmis olasalar da ilk defa 2012 y1linda NIV iireticileri bildirilmistir (Y 6riik ve Albayrak, 2012;
Yiiksektepe ve dig., 2022).
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Sekil 2.2: F. graminearum’un eseyli ve eseysiz lireme evreleri (Davis, 2000).

! https://iwww.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=fusarium%2Bgraminearum [Ziyaret tarihi: 29.11.2022].



Sekil 2.2°de gosterildigi gibi, homotallik olan F. graminearum askosporlarla eseyli ireyebildigi
gibi makrokonidyum ve klamidospor iireterek de eseysiz olarak iireyebilmektedir (Trail ve dig.,
2002; Beyer ve Verreet, 2005). Askosporlarin yapisi daha kiiciik ve hafif oldugundan
makrokonidyumlara gore yayilma hizi ve alan1 dolayisiyla da bitkileri enfekte etme hiz1 daha
fazladir (Sutton, 1982). Mayoz bdliinme ile birlikte genetik ¢esitliligin artmasi da askosporlari
ve olusturdugu bireyleri daha direncli hale getirerek hastalik siddetini etkilemektedir (Schmale
ve Bergstrom, 2010).

2.1.1. F. culmorum

F. culmorum sadece bitkilerde neden oldugu hastaliklarla degil tirettigi mikotoksinleri ile de
diinya genelinde bugday iiretiminde biiyiik kayiplara yol agmaktadir (Wagacha ve Muthomi,
2007). Bitkilere topraktan bulasarak kontamine eden nekrotrofik yasam dongiisiine sahip bu
tiiriin tiremesi i¢in ideal sicaklik 24-32°C, uygun pH degeri ise 5-7 araligindadir (Trail ve dig.,
2002). 4 kromozom ve gen bolgesi iceren pseudomolekiile sahip F. culmorum referans irki

FcUK99’un genomu 37.6587 Mb uzunlugunda 11911 protein kodlayan gen icermektedir.?

Ulkemizdeki farkli tarim alanlarmdan izole edilerek kiiltiirlenen F. culmorum izolatlarmimn
yaygin mikotoksin grubu trikotesenlerden DON ve NIV dir. Her ikisini de tireten bireyler olsa
da cok daha toksik olan NIV (Minervini ve dig., 2004) {ireticisine nadiren rastlanmaktadir
(Mert-Tiirk ve Gencer, 2013; Yiiksektepe ve dig., 2022).

Sekil 2.3’te gosterildigi gibi F. culmorum heterotallik olmasina karsin eseysiz iiredigi
bilinmektedir (Mishra ve dig., 2003; Kerényi ve dig., 2004). Bu turin bireylerinde treme
mitotik sporlar araciligiyla saglanir. Eseysiz liremeyi saglayan bu sporlar miselyumdan
farklilagan konidiaspor (makrokonidyum ve mikrokonidyum) ve ¢evresel kosullara daha
dayanakl1 hiflerden veya makrokonidyumdan farklilasan klamidosporlardir (Ma ve dig., 2013;
Scherm ve dig., 2013).

2 https://www.nchi.nlm.nih.gov/genome/?term=fusarium%2Bculmorum%2B [Ziyaret tarihi: 29.11.2022]
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Sekil 2.3: F. culmorum’un Ureme evreleri (Davis 2000).

2.2 Fusarium spp. ILE MUCADELE

Fusarium spp. mikrobiyotaya yayilarak bitkileri enfekte etmesi sonucu hem mahsiil verimini
diistirerek hem de {irettikleri mikotoksinlerin bitki, hayvan ve insan sagligini tehdit etmesiyle
pek ¢ok tilkede ekonomik agidan biiyiik kayiplara neden olmaktadir. Fusarium spp. fitopatojen
olarak bilinse de hayvanlarda da enfeksiyonlara neden olan tiirlerinin olmasi, ¢evre kosullarina
kars1 yiiksek toleransa sahip olmasi ve tiirlerin kendi arasinda bile genetik ¢esitliligi fazla iken
farkl tiirlerin ayn1 hastaliga sebep olabilmesi; bu cinse karsi miicadele i¢in bilimsel ¢aligmalari
onemli hale getirmistir (Larone, 1995; Parry ve dig., 1995; Bai ve Shaner, 2004; Leslie ve dig.,
2006; Saharan ve Naef, 2008; Walkowiak ve dig., 2016).

Uzun yillar boyunca uygulanan kimyasal veya biyolojik miicadele alternatiflerine
bagvurulmadan fiziksel tarim uygulamalart ve sulama yontemleri kullanilarak Fusarium spp.
ile miicadele edilmeye calisilmig, ancak bu yaklagimlar da yetersiz kalmistir. Miicadelede
biyolojik yontemler kullanilmaya baslandiginda klasik melezleme ile mahsul verimi yiiksek,
direncli bitkiler elde edilememis; rekombinant DNA teknolojisi ile elde edilen mahsul verimi
yuksek, direngli bitkiler ise Fusarium tirlerinin sebep oldugu hastaliklara engel olamamustir.
Bunun sebebi ylksek adaptasyon yetenegine sahip Fusarium spp. karsisinda gevre
kosullarindan etkilenen c¢ok cesitli direng mekanizmalarina sahip bitkilerin yetersiz kalmasidir

(Pirgozliev ve dig., 2003; Champeil ve dig., 2004; Niwa ve dig., 2014).



Fungusitler temel etki mekanizmalarina goére dogrudan ya da dolayli olmak iizere hiicre
solunumunu, protein sentezi ve hiicrenin membran sistemlerinde ergosterol biyosentezini
inhibe edenler ve hiicre dongiisiinii etkileyenler olmak tizere siniflandirilmaktadir (Nabi ve dig.,
2017). Fusarium spp. ile miicadelede fungusitler diisiik maliyet, yiiksek etki araligi ve gok
cesitli olmalar1 nedeni ile yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Yapilan ¢alismalarda farkl etki
mekanizmalarina sahip tebukonazol, protiokonazol ve dikloran gibi pek c¢ok fungisitin
Fusarium spp. iizerinde etkili oldugu ortaya konmustur (Bosca ve dig., 1998; Menegola ve dig.,
2006; Parker ve dig., 2011; Zhou ve dig., 2016).

2.2.1. Tebukonazol

Tebukonazol [( RS )-1-(4-Klorofenil)-4,4-dimetil-3-(1 H, 1,2,4-triazol-1-ilmetil) pentan-3-ol]
bitkinin vejetatif kisimlar1 tarafindan hizla emilen azol tiirevi bir fungusittir. Tebukonazoliin de
iiyesi oldugu triazol fungusitler; disaridan alinan ilaglarin veya kimyasal maddelerin metabolize
edilmesinde, oksidasyon-rediksiyon tepkimelerinde gorev alan ve mantarlarda hicre
duvarlarinin olusumunda rol oynayan sitokrom P450 (CYP450) enzimlerinin inhibisyonunu
gerceklestirmektedir (Gonzalez ve Gelboin, 1992). Tebukonazol, prokloraz ve protikanazol-
tebukonazol karisimmin fitopatojenik mantarlarda ergosterol biyosentezini, CYP450 protein
ailesinin 51 alt ailesi Uyelerinden cyp51 geninin kodladigi 14-a-demetilaz enziminin
caligmasini engelleyerek inhibe ettigi ortaya konmustur (Wyand ve Brown, 2005; Blandino ve
dig., 2006; Leroux ve dig., 2007; Luo ve Schnabel, 2007; Lechoczki-Krsjak ve dig., 2008). Bu
inhibisyon sonucunda lanosterol—ergosterol doniisiimii engellenmektedirler (Menegola ve dig.,
2006).

Liu ve dig. (2010) F. graminearum ile yapmis olduklari transkriptomik c¢alismada,
tebukonazoliin ergosterol biyosentezini ve hiicre metabolizmasini diizenleyen genlerin anlatim
seviyelerini degistirdigini, bununla beraber transkripsiyonu diizenleyen genleri de etkileyerek
genomik kararliliktan sorumlu yolaklar1 etkiledigini ortaya koymustur. Tebukonazol
uygulamasimin F. culmorum iizerinde yapildig1 bir calismada, antifungal ajan ile muamele
edilmis hiicrelerin hiicre duvar biitiinliigiinde incelme ve bozulma ile birlikte sitoplazmasinda
nekrotik parcaciklar gdzlenmistir. Sitokimyasal analizler ile miselyumlarda oldugu gibi
konidyum yapilarinda da hiicre duvarinda bulunan kitin ve B-1,3-glukanin seviyesinde disiis

oldugu gosterilmistir (Kang ve dig., 2001).



2.2.2. Karbendazim

Karbendazim [metil (1H-1,3-benzimidazol-2-yl) karbamat] fungusitleri mantarlarda mitozu ve
hiicre boliinmesini inhibe etmektedir (Seiler, 1975). Karbendazim, benzimidazol smifi
fungusitler arasinda en yaygin kullanilan antifungal ajanlardan biridir (Tortella dig., 2013; Devi
ve dig., 2015).

Temel bileseni a- ve B-tubulin olan mikrotiibiiller; hiicre morofolojisinin korunmasi, hiicre
boliinmesi ve hiicre i¢i tasima gibi birgok aktiviteden sorumludur (Niwa ve dig., 2013). Yapilan
arastirmalarda, karbendazimin mikrotiibiillerde B-tubiiline baglanarak polimerizasyonlarini
inhibe ettigi ve dinamik kararsizliga neden oldugu ortaya konmustur (Davidse, 1986; Gupta ve

dig., 2004; Rathinasamy ve Pvea, 2006; Koo ve dig., 2009).

Zhou ve dig. (2020b) F. graminearum ile yaptiklar1 c¢aligmada PB2-tubulinin izositrat
dehidrogenaz alt birim 3 (IDH3) ile etkilesime girerek DON biyosentezini baskiladigini ayrica

karbendazimin bu etkilesimi azaltarak DON {iretimini arttirdigini bildirmislerdir.
2.2.3. Fludioksonil

Fludioksonil  [3-Cyano-4-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-4-y1)pyrrole],  fenilpirol  sinifi
fungusitlerden en yaygm kullanilan antifungal ajanlardan biridir. Yapilan ¢alismalarla
fludioksonilin grup III histidin kinazlar (HK) aracilig1 ile hiicrenin ozmotik basing dengesini
koruyan yuksek ozmolariteli gliserol (ing., high osmolarity glycerol) sinyal yolaginin
aktivitesini arttirdig1 ortaya konmustur (Yoshimi ve dig., 2005; Jacob ve dig., 2015; Jacob ve
Brandhorst, 2020; Bersching ve Jacob, 2021). HK ¢ok adimli fosforil iletim sistemine (ing.,
multistep phosphorelay systems) dahil oldugundan Okaryotik hiicrelerde sinyal

transdiiksiyonunu dogrudan etkilemektedir (Jacob ve Thines, 2017).

F. graminearum’da fludioksonilin prosimidon ve iprodion fungusitleri ile ¢apraz dirence yol
acarken, tebukonazol ve karbendazim direncini etkilemedigi gosterilmistir (Zhou ve dig.,
2020b). Graiet ve dig. (2022) memeli hiicrelerinde yaptig1 ¢alismada; fludioksonilin hiicre
iskeletinin dagilmasina, oksidatif stresin artigina ve buna bagl apoptozun indiiklenmesine,

uygulanan konsantrasyon dozuna bagli olarak da DNA hasarinda artisa yol agtig1 gézlenmistir.



2.3. GENOMIK KARARSIZLIK

Genom bir hiicrenin kromozomlarinda ve organellerinde tasinan tiim niikleotid dizisi olarak
adlandirilir. Genetik materyalin nesilden nesile veya somatik hiicreler arasinda aktarimi tim
organizmalarin ortak 6zelligidir ve bu aktarim sirasinda kararliliginin korunmasi son derece
biiyiilk 6nem tasir. Genetik materyalin replikasyonu veya transkripsiyonu sirasinda olusan
hatalar onarim mekanizmalar1 tarafindan diizeltilmek {izere kontrol edilmektedir.
Duzeltilemeyen hatalar genomik kararsizliga, genomdaki degisiklerin birikimi de genomik
evrime yon verir. Genetik materyalin aktarimi sirasinda olusan dizi degisimleri mutasyon,
mutasyon olmaksizin gen anlatimindaki degisiklikler epigenetik degisimler olarak
isimlendirilir. Mutasyonlarin kalitsal olarak tasindigi, epigenetik degisikliklerin ise dizi
bilgisine etki etmemesinden dolay1 tasinmadigi yaygin bir goriis olsa da, yapilan ¢alismalar
epigenetik degisikliklerin de jenerasyonlar arasi aktarilabildigini ortaya koymustur
(Stankiewicz ve Lupski, 2002; Casadesus, ve Noyer-Weidner, 2013; Temizkan, 2014,
Kovslchuk, 2021).

2.3.1. Genomik Kararsizhg: Etkileyen Faktorler

Epigenetik faktorler ve mutasyonlarin sonucu olarak ortaya ¢ikan genomik kararsizlik genomda

ya da gen anlatiminda degisiklik olugma ihtimalini arttirmaktadir (Broaddus ve dig., 2021).
2.3.1.1. Mutasyon

Organizmalarin genomlarindaki niikleotid dizi degisimlerini temsil eden mutasyon, bitkilerde
gerceklestirilen ¢aprazlama ¢alismalart sirasinda belirlenen varyasyonlari tanimlamak icin ilk
defa 1901 yilinda Hugo de Vries tarafindan kullanilmistir (De Vries, 1904). DNA’nin 6nemli
islevlerinden replikasyon veya transkripsiyon siiregleri sirasinda meydana gelen spontan
degisimlerden ve mutajenik etkili ajanlardan kaynaklanabilir®. DNA mutasyonlari ii¢ ana grup
altinda incelemek miimkiindiir (Clancy, 2008). Tek bir niikleotidde gergeklesen degisimin yol
actig1 nokta mutasyonunun populasyondaki bireylerin en az %1’inde goriildiigii durumlar tek
nikleotid polimorifizimi# (ing., single nucleotide polymorphism) olarak tanimlanmaktadir.

Kromozomlarin kirilmasi ile olugsan ve kromozom yap1 degisimine sebep olan mutasyonlarin

3 https://www.genome.gov/genetics-glossary/Mutation [Ziyaret tarihi: 30.11.2022]
4 http://genome.wellcome.ac.uk/doc_WTD020780.html



10

sonucunda, genin kodlama dizilerinde degisimlere, gen bolgelerinin kaybina (delesyon),
transkripsiyon yogunlugunun degisimine sebep olarak; hayvanlarda hastaliklara ve fenotipte
kalic1 degisimlere yol agar (Clancy, 2008; Temizkan, 2014; Berdan ve dig., 2018). Kopya sayis1
varyasyonlary, genomdaki belirli bir bolgenin tekrar sayisinin bireyden bireye farklilik
gostermesi olarak tanimlanmaktadir. Kopya sayisindaki degisimi bireyler arasi fenotipik
varyasyonu da arttirdig1 ve genom evrimini hizlandirdig: diisiintilmektedir (Sebat ve dig., 2004;

Aitman ve dig., 2006).

Tablo 2.1: Mutasyon ¢esitleri (Clancy, 2008).

Mutasyonun Kategorisi Mutasyonun Sinifi Mutasyonun Tanimi

Substitlisyon
(tranzisyon ve
transversiyon)

Bir niikleotidin degisimine (Purin -> purin, primidin -> primidin;
purin -> primidin, primidin -> pirin) sebep olur.

Replikasyon sirasinda DNA dizisine bir niiklotidin eklenmesidir.

Nokta Mutasyonlar1 i g
Inscpgm Cerceve kaymasina sebep olur.
Replikasyon sirasinda diziye bir niiklotidin eksilmesidir. Cergeve
Delesyon K
aymasina sebep olur.
] Kromozomun bir pargasinin ayrilip ters olarak yerine
Inversiyon - o
yerlesmesidir. Kromozom yapi1 degisimine sebep olur.
Kromozomun bir par¢asinin tamamen eksilmesidir. Kromozom
Delesyon . .
yapi degisimine sebep olur.
Kromozomda

Gergeklesen Mutasyonlar Kromozomun bir pargasinin ¢ogalmasidir. Kromozom yapi

Duplikasyon degisimine sebep olur.

Kromozomun bir par¢asinin bagka bir kromozoma ya da ayni
Translokasyon kromozomda bagka bir bdlgeye eklenmesidir. Kromozom yap1
degisimine sebep olur.

Gen Amplifikasyon Bir gen bolgesinin ardisik olarak tekrarlanmasidir.
Kopya Sayis1 Varyasyonu
Trintikleotid Tekrar1 DNA ipliginde ii¢ niikleotidin ardisik tekrarlanmasidir.

2.3.1.2 Epigenetik degisimler

Genetik kodlamada degisiklik olmaksizin gen anlatiminda meydana gelen ve kalitilabilir
degisimlerden epigenetik mekanizmalar sorumludur (Casadesus ve Noyer-Weidner, 2013).
Epigenetik degisimler; DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kromatinin yeniden

modellenmesi olmak iizere ii¢ temel mekanizmadan kaynaklanmaktadir (Sekil 2.4).
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DNA Metilasyonu

Histon Modifikasyonlan

Kromotinin Yeniden Modellenmesi

Sekil 2.4: Epigenetik degisimlerin ii¢ temel mekanizmasi (Gorsel
BioRender ile olusturuldu).

Kromatinin yeniden modellenmesi kovalent histon modifikasyon kompleksleri ve ATP'ye
bagimli kromatini yeniden modelleyen kompleksler tarafindan kontrol edilir (Teif ve Rippe,
2009). Histon modifikasyonlari, histon proteinlerinin aminoasit yan zincirlerinde gerceklesen
modifikasyonlar ve kovalent histon modifikasyonlar1 (asetilasyon, metilasyon, fosforilsayon ve
ubikuitinasyon) olarak iki gruba ayrilir (Weaver, 2011). Kovalent histon modifikasyonlarindan
metilasyon genellikle traskripsiyonun baskilanmasindan, asetilasyon ise transkripsiyonun
tesvik edilmesinden sorumludur (Eichler ve Sankoff, 2003). DNA metilasyonu CpG (Sitozin,
C; Fosfat, P; Guanin, G) dinukleotidlerinin bulundugu DNA boélgelerindeki C’e metil transferaz

enzimi ile bir metil grubunun eklenmesi ile gerceklesir (Jaenisch ve Bird, 2003).
2.4 DNA METILASYONU

DNA metilasyonu, DNA metil transferaz (DNMT) enzimleri tarafindan kataliz edilen, sitozinin
primidin halkasinin 5. pozisyonunda yer alan karbona S-adenozilmetiyoninden (SAM) bir metil
grubu aktararak 5-metilsitozini (SmC) olusturulan (Sekil 2.5) modifikasyon tipidir (Bird, 2002;
Suziki ve Bird, 2008). Metilasyon ilk olarak Rollin Hotchkiss tarafindan 1948°de
tanimlanmistir (Moore ve dig., 2013).
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Sekil 2.5: DNMT’nin katalize ettigi SmC olusumu ile gen anlatiminin
susturulmasi (Gorsel BioRender ile olusturuldu).

DNA metilasyonu, okaryotik genom yapisini diizenleyen temel bir epigenetik modifikasyon
tiridiir. Genellikle transkripsiyonu yapilan gen bolgelerinde genin promotoriinde, transpozal
elementlerin (TEs) ve tekrarli dizilerin yogun oldugu boélgelerde bu modifikasyona
rastlanmaktadir (Su ve dig. 2011; Zhong ve dig., 2013). DNA metilasyonu, DNA’ya baglanan
proteinler ile DNA dizisi arasindaki etkilesimi degistirerek gen ekspresyonunu, genomik
damgalanmay1 (ing., imprinting) ve genomik kararlilig1 etkileyerek birgcok biyolojik aktivitenin
isleyisini degistirmektedir (Bird, 2002; Suziki ve Bird, 2008; Howlett ve dig., 2015; Bartels ve
dig., 2018). Filamentli mantarlarda yapilan transkriptom ve metilom c¢alismalari DNA
metilasyonunun daha agirlikli olarak gen ekspresyonunu susturdugunu ortaya koymustur

(Rountree ve Selker 1997; Faugeron, 2000; Zemach ve dig., 2010; Bewick ve dig., 2019).

Fitopatojenik mantarlar DNMT-1 (ing., DNA methyltransferase-1) homologu olan DIM-2
(ing., deficient in methylation-2) ve DNMT-5 (ing., DNA methyltransferase-5) enzimlerine
sahiptir (Bewick ve dig., 2019; He ve dig., 2020). DNA metilasyonu, ilk defa goézlenen (ing.,
de novo) ve kalitilan (ing., maintainance) olmak tizere iki temel grupta incelenebilir (Sekil
2.6). De novo DNA metilasyonunda 5mC olusumu DNMT-5 ile kataliz edilirken, kalitilan DNA
metilasyonunda agirlikli olarak CpG dizilerinin bulundugu bolgede replikasyondan sonra karsi

zincirdeki C’e metil grubu DIM-2 tarafindan eklenir (Bird, 1999; He ve dig., 2020).
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Sekil 2.6: Fitopatojenik mantarlarda DNA metilasyonunun olusumu (Gorsel BioRender ile
olusturuldu).

2.4.1 DNA Metilasyonunun Tespitinde Kullanilan Yo6ntemler

DNA metilasyonunu tespiti i¢in sodyum bisiilfit uygulamasi, SmC antikorlar1 ile afinite
saflastirilmasi ve endoniikleaz kesimi (ing., endonuclease digestion) olmak {i¢ temel yontem

kullanilmaktadir (Laird, 2010).

Sodyum bisiilfit uygulamasinda, aktif bilesik genomik DNA (gDNA)’da metillenmemis C’den
amin grubunu uzaklastirip hidroksit (OH) grubunu baglayarak C-U (Urasil, U) doniisiimiine yol
acar (Susan ve dig., 1994). Bu doniisiim gerceklestikten sonra metilasyon oraninin belirlenecegi
DNA bolgesi uygun primerler kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildiktan
sonra dizilenerek analiz edilir. Analizde metillenmemis C’ler T (Timin, T) olarak dizilenecektir
(Clarck ve dig., 2006). Afinite saflastirmasina bagli proteomik yontemde SmC'ye 0zgii
antikorlar veya metil baglayici proteinler kullanilarak metillenme profili olusturulur (Cross ve
dig. 1994). Antikor ile isaretlenen bolgeler cesitli sekilde analiz edilebilir; immiin ¢oktiirme
(ing., immunoprecipitation) ile genel bir profil olustururken, elde edilen trinlerin profili DNA
mikrogip (ing., microarray) ve dizileme gibi ¢ok daha segici yontemlerle 6zgiin olarak elde
edilir (Laird, 2010; Song ve dig., 2011).

Endoniikleaz kesimi temelli yontemlerde, restriksiyon tanima bdlgelerinde olusan DNA
metilasyonlarini belirlemek adina, 6zgiin bir bolgeyi tantyarak tanima bolgesinin iginden kesim
yapan tip II restriksiyon endoniikleazlar1 kullanilmaktadir (Laird, 2010). Bu yontemlerde
kullanilan tip II restriksiyon endoniikleazlari, 6zgiin bolgeyi tantyip ayni noktadan kesim yapan
izosizomerler (Hpall ve Mspl) ve aymi bolgeyi taniyip farkli noktalardan kesim yapan
neosizomerler (Xmal ve Smal) olarak iki grupta incelenebilir (Kusano ve dig., 1995).

Restriksiyon endonukleazi kesimi temelli CRED-RA; restriksiyon endonukleazi kesimi ve
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ardindan gDNA’nin rastgele bolgelerinin ¢ogaltimi ile elde edilen bant profillerinden %
polimorfizm oranlar1 ve metilasyon tiplerinin belirlendigi bir analiz yontemidir (Bird ve

Southern 1978; Liu ve dig., 2009; Sahin ve dig., 2014).
2.4.1.1 CRED-RA

gDNA, sirali CpG dizileriden olusan CpG adalart (ing., CpG island) olarak adlandirilan
bolgeler igerir (Cross ve dig., 1994). CRED-RA, CpCpGpG bdélgelerini taniyan ve CpC’den
keserek yapiskan ug¢ olusturan restriksiyon endoniikleazlari olan Hpall ve Mspl kullanilarak
DNA metilasyonunun belirlenmesini saglayan PZR temelli bir yontemdir (Reyna-LOpez ve
dig., 1997; Sahin ve dig., 2014).

A
Ornek 1 ~ Omek 2 - Omek3 - Omek 4
Hpall Hpall Hpall
Mspl Mspl Ms;
Kesimi | i Illmmlllm@m RNEEERRRREERRERE 1
" J J J J
2 3 2 3 1 1
SRR RS A AR AR TV ARARR
2 3 1 2 3 1
PAVARVAVAAN W <—) AV <—  AVIVOVAAAY AWe—  IVAVVAAAARVRRAMM «—

l PZR
B

l-a 1-b 2-a 2-b 3-a 3-b 4-a 4-b

2

3

Sekil 2.7: CRED-RA analizin temel anlatimi; A) restrtiksiyon enzimi kesimi, B) PZR
sonrast cogaltim {riinlerinin agaroz jel elektroforezi (Gorsel BioRender ile
olusturuldu).

Hpall ve Mspl’in aktivitesi CpCpGpG boélgesindeki SmC’nin konumuna gore farklilik
gostermektedir. Sekil 2.7 A’da gosterildigi gibi Hpall CpCpGpG’nin herhangi bir C’de metil

grubu var ise kesim yapamaz ancak bu metilasyon DNA’nin tek zincirindeyse kesim yapabilir.
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Mspl, distaki C’de metil grubu var ise kesim yapamamasi ile Hpall’den ayrilir (McClelland ve
dig., 1994; Zhao ve dig., 2015).

gDNA ile yapilan kesim sonrasi agaroz jel elektroforezi ile kesim {iriinleri arasindaki fark
belirlenemez. Bu nedenle uygun primerlerin kullanimi1 ile genomdaki rastgele bolgelerin etkin
bigimde c¢ogaltimini saglayan PZR uygulanarak metilasyonun degerlendirilmesini i¢in bant
profilleri goriintiilenebilir. Rastgele bolgelerin ¢ogaltiminda GC % degeri %50’nin iizerinde
olan tek bir 10-mer oligoniikleotid primer kullanilir. Primerin ¢ift iplikli DNA’da karsilikl1 ters
konumda baglanmasi standart PZR’ye gore daha diisiik (35-39°C araliginda) sicaklik
uygulamasi ile saglanir (Bird ve Southern, 1978). Elde edilen ¢ok sayidaki ¢ogaltim {irlinii
dinamik bantlama profillerini olusturdugundan ¢esitli analizlere olanak saglamaktadir (Sekil

2.7B).

Literatiir taramasinda, F. graminearum ve F. culmorum ile yapilan hiicresel diizeyde morfolojik
calismalara (Kang ve dig., 2001), transkriptomik (Zhou ve dig., 2020a) ve proteomik analizler
(Zhou ve dig., 2020b) ile ¢esitli antifungal ajanlarin (tebukonazol, karbendazim, fludioksonilin,
a-thujone, camphor vb.) bu organizmalar iizerindeki etki mekanizmalarina ait birgok veri
toplanmistir (Gazdaglh ve dig., 2018; Teker ve dig., 2021). Ancak bu ¢aligmalar antifungal aktif
bilesenlerin genomik kararsizliga olan etkilerini anlamada siirli kalmiglardir (Gazdagl ve dig.,
2018; Teker ve dig., 2021). TUBITAK 1197366 numarali arastirma projesi kapsaminda
giintimiize kadar tarim alanlarinda yaygin olarak kullanilmis olan tebukonazol, karbendazim ve
fludioksonil aktif bilesenlerinin F. graminearum ve F. culmorum referans suslari ve tarla
izolatlar1 iizerindeki etkisi genomik, transkriptomik, antioksidan aktivite, toksisite, apoptoz,
toksin iiretimi ve gerceklestirilen bu yiiksek lisans tez calismasi ile de referans suglarin genomik

kararlilik ve DNA metilasyonu degisimleri diizeyinde arastirilmistir.



16

3. MALZEME VE YONTEM

3.1. Fusarium REFERANS SUSLARININ URETIMI ve AKTIF BILESEN
UYGULAMALARI

Yiiksek lisans tez calismasinda, Dog. Dr. Tapani Yli-Mattila (Turku Universitesi) ve Dr. Pierre
Hellin’in (Louvain Katolik Universitesi) katkilar1 ile istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir koleksiyonuna kazandirilan F. graminearum PH-
1 ve F. culmorum UK99 referans suslarinda tebukonazol, karbendazim ve fludioksonil
antifungal ajanlarmin yol a¢tigit DNA metilasyonu degisimleri ve genomik kararsizliga olan
etkisi incelendi. Her iki referans susun gliserol stoklart SNA (alm., Spezieller Nahrstoffarmer
Agar; SNA: KH2PO41 g/L, KCI 0.5 g/L, KNOs 1 g/L, MgS04.7H20 0.5 g/L, Glukoz 0.2 g/L,
Sukroz 0.2 g/L, Agar 20 g/L) kullanilarak 25 £2°C, %50 nem kosullu giindiiz/gece (16/8 saat)
dongulu iklimlendirme kabininde yedi giin siire ile canlandirildi. Kontrol gruplari patates
dekstroz agar (PDA: Patates Dekstroz Oziitii 15 g/L, Agar 20 g/L) besi ortaminda ve deney
gruplart TUBITAK tarafindan desteklenen 1197366 numarali proje kapsaminda agar dillisyon
yontemi ile belirlenen minimum inhibitdr konsantrasyon (ing., minimum inhibitory
concentration; MIC) degerleri esas alinarak (Tablo 3.1) hazirlanan PDA besi ortaminda
giindiiz/gece (16/8 saat) dongiilii iklimlendirme kabininde 25+2°C’de %50 nem varliginda yedi
gun sdre ile Gretildi (Irzykowska ve dig., 2013).

Tablo 3.1: F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UK99 referans suslarina uygulanan
antifungal ajanlar ve konsantrasyonlari.

Antifungal Ajan Tar Referans Sus Deney Grubu KOFEZZI’/]:T:ES)yOH
MIC2s 0.437
F. graminearum PH-1 MICso 0.875
MICs 1.31
Tebukonazol MICas 03
F. culmorum FcUK99 MICso 0.6
MIC7s 0.9
MIC2s 0.35
F. graminearum PH-1 MICso 0.7
. MIC7s 1.05
Karbendazim MICas 0.35
F. culmorum FcUK99 MICso 0.7
MIC7s 1.05
MIC2s 0.112
F. graminearum PH-1 MICso 0.225
. . MICs 0.337
Fludioksonil MICas 0112
F. culmorum FcUK99 MICso 0.225

MICs 0.337
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Tablo 3.1 (devam): F. graminearum PH-1 ve F. culmorum UKO99 referans suslarina
uygulanan antifungal ajanlar ve konsantrasyonlart.

Antifungal Ajan Tir Referans Sus Deney Grubu KOQZZ?HSVW
. i - + :
Tebukonazol+Karbendazim F.Fg.]z:inllnoezﬁm FESKlQ o m:gz;m:gzz 0%3;822
. . . i R i .
Tebukonazol+Fludioksonil FFQET:Oezﬁm FELTK199 m:g;m:gi 043;811;
Karbendazim+Fludioksonil F'Fg-j Z?JT:ﬂnoe:Lr;m FELTI-(199 m:gz:m:gz ggggﬂg

Antifungal ajanlar ortak ¢oziicii olan aseton kullanilarak ¢ozdiiriildiikten sonra besi ortamina
eklenerek homojen olarak dagilmasi saglandi. Kullanilan aseton miktarlari TUBITAK
tarafindan desteklenen 1197366 numaral1 proje kapsaminda belirlenen konsantrasyonlar esas

alinarak (Tablo 3.2) uygulandi.

Tablo 3.2: Tebukonazol, karbendazim, fludioksonilin ve ikili uygulamalar icin
kullanilan en yiiksek ¢6ziicli (aseton) konsantrasyonlari.

Tur Referans Sus Antifungal Ajan Aseton derisimi (%0V/v)
Fludioksonil 0.006
Tebukonazol+Fludioksonil 0.011
F. graminearum PH-1 Teb_ukonazo_l . 0.026
Karbendazim+Fludioksonil 0.142
Tebukonazol+Karbendazim 0.148
Karbendazim 0.420
Fludioksonil 0.006
Tebukonazol+Fludioksonil 0.008
Tebukonazol 0.018
F. culmorum FeUK99 Karbendazim+Fludioksonil 0.142
Tebukonazol+Karbendazim 0.146
Karbendazim 0.420

3.2. gDNA IZOLASYONU ve ANALIZI

gDNA izolasyonu TNES (pH 7.5; Tris 50 mM, NaCl 0.4 M, EDTA 100 mM (pH 8), SDS 0.5%)
tamponu ve Doyle ve Doyle (1987) protokoli izlenilerek antifungal ajan uygulanmayan kontrol
gruplar1 ile tebukonazol, karbendazim, fludioksonil ile birlikte bu maddelerin ikili
kombinasyonlari (tebukonazol+karbendazim, tebukonazol+fludioksonil,
karbendazim+fludioksonil) ile olusturulan deney gruplarinin yedi giinliik kiiltiirlerinden izole
edildi. Bu amagla kiiltiirlerden toplanan 50 mg yas agirliga sahip miselyumlar porselen havanda
s1v1 azot ile mekanik olarak pargalandi. Havana 500 pL TNES tamponu eklenerek pargalama
islemine devam edilerek homojenat suspanse edildi. Ornekler 1.5 mL’lik steril propilen
mikrotiipte topland1 ve tizerlerine 350 uL LiCIl (8M) eklenerek karigtir1ldi. Faz ayrimi saglamak
icin tuplere 700 pL kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendikten sonra 13000 rpm’de 1 dk stre
ile santrifiij edildi. Ust s1v1 steril mikrotiipe aktarilarak 10 L. RNazA (Roche®, 10109169001,
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Isvigre; 10 mg/ml) eklendikten sonra 65°C’de 30 dk inkiibe edildi. Esit hacimde
kloroform:izoamilalkol (24:1) eklendikten sonra 13000 rpm’de 1 dk sire ile santriflij edilerek
faz ayrimi saglandi. Ust s1vi steril bir mikrotiipe aktarildiktan sonra iizerine 1/10 hacim NaOAc
(3M) ve 2:1 (v/v) hacim saf etanol (-20°C) eklenerek -70°C’de 30 dk bekletildi. 13000 rpm’de
1 dk santrifiijden sonra iist sivi uzaklagtirilarak gDNA pelleti 50 pL ¢ift distile su (ddH20)
icinde ¢ozdiruld.

gDNA’nin nitel ve nicel analizi elektroforetik ve spektrofotometrik yontemlerle
gerceklestirildi. gDNA o6rnekleri ve standart DNA (Lambda DNA/Hindlll; Thermo Scientific,
SM0101, ABD), ylikleme tamponu (SIGMA, SLCD2996, ABD) ile karistirilarak; EtBr eklenen
%1’lik agaroz jele [0.5 g agaroz, 50 mL 1x tris-asetik asit-EDTA (TAE)] uygulandiktan sonra
elektroforez, 70 V ve 120 A sabit gii¢ altinda gerceklestirildi. Orneklerin gDNA’larmin
bitiinliigli ile bitlikte gorece miktarlari, standart DNA fragmanlarma ait degerlerle
transilluminatérde UV 15181 altinda karsilastirilarak kontrol edildi. gDNA 6rneklerinin 260 ve
280 nm dalga boylarindaki UV 151811 absorbans degerleri spektrofotometre cihazinda 6l¢iildii

ve DNA miktarlar1 denklem (3.1)’den yararlanilarak hesaplandi.
DNA (pg/mL)= A260 x sulandirim oran1 x OD (optik densite, 50 pg/mL)  (3.1)

gDNA’larin ¢ogaltima uygun saflikta oldugunu kontrol etmek i¢cin 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbans degerleri oranlari (A260/A280) hesaplandi (Maniatis ve dig., 1982).

3.3. CRED-RA

Tebukonazol, karbendazim, fludioksonil ve bu maddelerin ikili kombinasyonlarinin
uygulamalarmin F. graminearum ve F. culmorum referans suslarinda kontrol gruplarina gore

DNA metilasyonuna ve genomik kararliligina etkisi aragtirildi.

CRED-RA yonteminde; madde uygulamasi etkisi ile genom boyunca olusan metilasyon
profilleri farklilig1 incelendi. Kontrol ve deney gruplarma ait gDNA’lar (250 ng DNA) 20 pL
toplam hacimde 10U Hpall (New England BioLabs®, R0171S, ABD) restriksiyon endoniikleaz
enzimi ve 1x tamponun (NEBuffer, New England BioLabs®, R0171S, ABD) varhiginda
37°C’de 1 saat inkiibe edilerek kesim reaksiyonu tamamlandi. Restriksiyon enzimlerinin
inaktivasyonu i¢in mikrotiipler 60°C’de 20 dk bekletildi. Ayn1 protokol 20 pL toplam hacimde
kontrol ve deney gruplarma ait gDNA’lar (250 ng DNA), Mspl (New England BioLabs®,
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R0106S, ABD) restriksiyon endontikleaz enzimi ve 1x tamponu (NEBuffer, New England
BioLabs®, R0106S, ABD) ile uygulandi. Restriksiyon enzimi ile muamele edilen ve kesim
yapilmamis gDNA’larin PZR’si, 10-mer oligoniikleotidler (Tablo 3.3) kullanilarak Tablo 3.4’te

verilen bilesenler ile Tablo 3.5’te verilen kosullarda termal dongii cihazinda gergeklestirildi.

Tablo 3.3: CRED-RA analizinde kullanilan primerler ve 6zellikleri.

Primer Dizi (5'- 3") %GC Primer Dizi (5'- 3") %GC
OPA-01 CAGGCCCTTC 70 OPA-08 GTGACGTAGG 60
OPA-03 AGTCAGCCAC 60 OPB-06 TGCTCTGCCC 70
OPA-04 AATCGGGCTG 60 OPB-07 GGTGACGCAG 70
OPA-05 AGGGGTCTTG 60 OPB-10 CTGCTGGGAC 70
OPA-07 GAAACGGGTG 60 OPC-5 GATGACCGCC 70

Tablo 3.4: PZR bilesenleri.

Bilesen Son Konsatnrasyon Bilesen Son Konsatnrasyon
gDNA 50 ng Primer 10 pmol
PZR tamponu 1x Tag DNA polimeraz 1U
MgCl2 2.5 mM ddH20 -
dNTP 0.4 mM Toplam hacim: 25 pL

Tablo 3.5: PZR kosullari.

Sicakhk Sire Dongu
94 °C 2dk 1
94 °C 1.5dk
37°C 1.5dk 4
72°C 3dk
94 °C 1dk
37°C 1.5dk 36
72°C 2dk
72°C 10 dk 1

Antifungal ajanlarin genomik dizi kararlilig1 (ing., genomic template stability; GTS) tzerindeki
etkisi ile neden oldugu metilasyon tipleri restriksiyon endoniikleaz kesimi yapilmamis kontrol
ve deney gruplarina ait gDNA’larin CRED-RA analizinden elde edilen ¢ogaltim iirlinleri

analizlerine gore gerceklestirildi.

PZR ¢ogaltim iiriinleri ve fragment boyutlar1 bilinen standart DNA (1 kB; Thermo Scientific,
SMO0311, ABD), yikleme tamponu (SIGMA, SLCD2996, ABD) ile birlikte EtBr eklenen
%1.7’lik agaroz jele (1.19 g agaroz, 70 mL 1x TAE) uyguland1 ve 1 saat 15 dk sire ile 65 V
ve 120 A sabit giicte elektroforez gergeklestirildi. Fragment boyutlar1 standart DNA’ya goére

belirlenen ¢ogaltim iiriinleri UV transilluminatérde goriintiilendi. Fragmentin varligi igin “17,
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yoklugu ise “0” ile skorlama yapilarak DNA kararliligi ve g¢esitliligi hesaplandi. Doz
uygulanmis her bir 6rnekteki ortalama polimorfik bant sayisi (a) ve kontroldeki toplam bant
sayist (n) denklem 3.2°ye gdre hesaplanarak genomik dizi kararliligi, denklem 3.3’e gore

hesaplanarak % polimorfizm tespit edildi (Harshitha ve Nair, 2020).

% GTS=(1--) x 100 (3.2)
% Polimorfizm= E x 100 (3.3)

Metilasyon tipleri Liu ve dig. (2009) ile Karan ve dig. (2012)’nin ¢alismalar1 temel alinarak,
tablo 3.6’da gosterildigi gibi degerlendirildi ve metilasyon oranlar1 denklem 3.4-3.6’ya gore
hesaplandi.

Tip I+ Tip I+ Tip IV
Tip I+Tip II+ Tip I+ Tip IV

Metilasyon orani (%) = x100 (3.4)

Tip IT
Tip I+Tip I+ Tip III+ Tip IV

Yar1 metilasyon orani (%) = x100 (3.5)

Tip I+ Tip IV
Tip I+Tip I+ Tip I+ Tip IV

Tam metilasyon orani (%) = x100 (3.6)

Tablo 3.6: Metilasyon tiplerinin belirlenmesi (Liu ve dig., 2009; Karan ve dig., 2012).

Restriksiyon Beklenen Skorlama Profili

MetTlliasiyon Metillasyon Profili Enzimi Aktifligi - Metilasyon Profili
P Hpall  Mspl yal')flei;“mls Hpall * Mspl *
Tip | CCGG + + 1 0 0 Metilasyon yok
Tip Il CCGG CCGG + - 0 0 1 Yari metilasyon
Tip CCGG - + 0 1 0 Tam metilasyon
Tip IV CCGG CCGG - - 0 1 1 Tam Metilasyon

Restriksiyon endonikleazlarinin aktif durumu “+” , inaktif durumu “-” olarak belirtildi. *uygulanan kesim enzimi.
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4. BULGULAR

4.1 Fusarium REFERANS SUSLARININ URETIMI

1192366 numarali TUBITAK 1001 projesi kapsaminda tebukonazol, karbendazim,
fludioksonil aktif bilesiklerinin belirlenen MIC25, MICso, MIC7s5 dozlan ile ikili uygulama
dozlarii (MIC2s+MICz2s) igeren PDA besi ortaminda yetistirilen F. graminearum PH-1 ve F.
culmorum FcUK99 referans suslarinin 7. giindeki tireme profilleri Sekil 4.1°de verildi.
Belirlenen iireme profilleri TUBITAK projesinde gerceklestirilen doz uygulamasindan elde
edilen profiller ile bire bir uyumlu bulundugundan analizler her iki referansin bu kiiltiirlerinden

gerceklestirildi.

PH-l FeUK99

L]'cbukonazol Karbcndaznm Fludlokeoml chukonazol Karbendazim Fludloksoml\ - FcUK99

Tebukonazol +
Karbendazim
(MIC,5+MIC,5)

Tebukonazol +
Fludioksonil

Karbendazim +
Fludioksonil
(MIC,5+MICys)

Sekil 4.1: Tebukonazol, karbendazim, fludioksonil ve bu maddelerin ikili
kombinasyonlarinin uygulandigi F. graminearum PH-1 ve F. culmorum FcUK99
referans suslarimin 7. giindeki iireme profili.

4.2 gDNA IZOLASYONU iLE iLGILI BULGULAR

Tebukonazol, karbendazim, fludioksonilin tekli, bu maddelerin ikili kombinasyonlarinin
uygulandig kiiltiirlerden ve kontrollerinden izole edilen gDNA’larin 260 nm dalga boyundaki
spektrofometik 6l¢iimlerinden hesaplanan DNA miktarlar1 500-1000 ng/pL deger araliginda
belirlendi. gDNA’larin OD260/OD2go oranindan belirlenen saflik diizeyleri 1.8-2.00 degerleri
arasinda bulundu. %1’lik agaroz jel elektroforezi goriintiileri ile izole edilen gDNA’larin
biitiinliigiinii korudugu, CRED-RA analizinde kullanabilecek kalitede oldugu gériintiilendi
(Sekil 4.2).
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Tebukonazal Karbendazim Fludioksonil Tebukonazn] Kazhmnl.iazim F]udjnllcaunj]
| | | L

23130 kg

T T
PH-1 FelUK99

Sekil 4.2: CRED-RA analizlerinde kullanilan deney gruplarina ait gDNA’larin agaroz jel
elektroforezi goriintlisi. M: A+Hind3 (Thermo Scientific, SM0101, ABD). T+F:
Tebukonazol+karbendazim (MICxs+ MICys), T+F:  Tebukonazol+fludioksonil
(MICg2s+ MIC3s), K+F: Karbendazim+fludioksonil.

4.3 CRED-RA ANALIZi BULGULARI

4.3.1 Tebukonazoliin Neden Oldugu Genomik Dizi Kararsizhgr ve Polimorfizm

Bulgular

Tebukonazoliin MICzs, MICso ve MIC7s dozlarina maruz birakilan F. graminearum PH-1
referans susunun gDNA’sinin CRED-RA analizlerinden toplam 281 fragment ¢ogaltildi. OPA-
01 ve OPA-03 primerleri en yliksek bantlama profilinin (39) ¢ogaltimini saglarken, OPB-06
primerinden en az sayida ¢ogaltim iirlinii (9) tespit edildi. OPB-10 primerinin kullanildig1 PZR
cogaltimindan elde edilen bant profili Sekil 4.3’te verildi.
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Sekil 4.3: Kontrol, %0.026 (v/v) aseton ve tebukonazol uygulanmis PH-1’in OPB-10
primeri ile elde edilen ¢ogaltim tiriinlerinin agaroz jel elektroforezi gorintusi. M:
1 kB (Thermo Scientific, SM0311, ABD), K-:Kesim yapilmamus, Hpall: Hpall ile
kesim yapilmig, Mspl: Mspl ile kesim yapilmas.
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Tebukonazol uygulamalarmin PH-1"de sebep oldugu % GTS degeri, MIC2s igin 8, MICso igin
17, MIC7s icin 13 polimorfik bant dikkate alinarak hesaplandi. % GTS degerinin en diisiik
oldugu (%87.500) doz MICso olarak belirlendi. % polimorfizm hesaplamalarinda Hpall kesim
urunlerinden MICzs igin 24, MICsp igin 29, MICzs igin 21 ve Mspl kesim driinlerinden MICzs
icin 27, MICso igin 20, MIC7s icin 24 polimorfik bant degerlendirildi. En yiiksek Hpall
polimorfizmi degeri (%28.713) MICso, Mspl polimorfizmi (%24.107) degeri ise MIC2s doz
uygulamasimin neden oldugu belirlendi. Tebukonazoliin farkli konsantrasyonlarmin PH-1"de
sebep oldugu % GTS degerleri ile Hpall ve Mspl kesim profillerinin analizinden elde edilen %

polimorfizm degerleri Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1: Tebukonazolin MICz, MICsy ve MIC7s dozlarinin PH-1’de neden
oldugu GTS ve polimorfizmin % degerleri.

N Derisim % Polimorfizm
Tar Sus Doz (ug/mL) %GTS Hpall Mspl
MICazs 0.437 94.118 23.762 24.107
F. graminearum PH-1 MICso 0.875 87.500 28.713 17.857
MICrs 14310 90.441 20.792 21.429

Tablo 3.6’daki skorlama profiline gore belirlenen metilasyon tiplerinin, tebukonazoliin MICps,
MICso ve MIC7s dozu uygulanmis PH-1 ve kontroldeki yiizde dagilimi Tablo 4.2’de verildi.
PH-1’de kontrole gore tip I ve -1l metilasyon oraninda en ¢ok degisime tebukonazoliin MICazs
dozu, tip I1I’de MIC7s dozu ve tip IV’de MICso dozu etkili oldu. Kontrole gore tebukonazoliin
MIC2s ve MICso dozlar1 PH-1 genomunda tip I, -1l ve -III metilasyon degerlerini arttirirken tip
IV degerini azaltti; MIC7s dozu ise tip 1l ile -III metilasyon degerinde artisa, tip 1 ile -1V

degerlerinde azalmaya neden oldu.

Tablo 4.2: Tebukonazolin MICzs, MICsy ve MIC7s dozu uygulanmig PH-1 ve kontroldeki
metilasyon tiplerinin yilizde dagilimi.

0 Tebukonazol % Deger
Tur Sus Grup <. - - - -
derisim (ug/mL)  Tip | Tipll  Tipll  Tiplv
Kontrol 0 54400 5200 0.800  39.600
E. graminearum PH-1 MICz2s 0.437 56.652  6.867 2.146  34.335
MICso 0.875 56.048  6.452  3.226  33.871
MIC7s 1.31 53.785 5578 5179 35458

Tebukonazoliin farkli konsantrasyonlarinin PH-1’de sebep oldugu yar1 metilasyon yiizdeleri
Denklem 3.5’¢ gére MIC2s igin 9, MICso i¢in 9, MIC7s igin 1 bant profili dikkate alinarak; tam
metilasyon yiizdeleri ise Denklem 3.6’ya gére MICzs icin 73, MICso igin 90, MICrs igin 91 bant
profili dikkate alinarak hesaplandiginda en yiiksek ve en diisiik % degerleri sirasiyla tam

metilasyon i¢in MICzs ve MICzs, yar1 metilasyon i¢cin MIC2s ve MICrs dozlarinda belirlendi
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(Tablo 4.3). Tebukonazolin MIC2s ve MICso dozlart PH-1’in restriksiyon bolgelerindeki

metillenmeyi kontrole gore arttirirken, MI1C75 dozunun ise azalttig1 tespit edildi.

Tablo 4.3: Tebukonazolin MICzs, MICso ve MIC7s dozu uygulanmig PH-1 ve kontroldeki
metilasyon profillerinin ylizde dagilimi.

Tir Sus Grup Tebukonazol % Metilasyon Profili
derisim (ug/mL) Genel Tam Yari
Kontrol 0 45.600 40.400 5.200
F. graminearum PH-1 MICas 0.437 43.348 36.481 6.867
' MICso 0.875 43.725 37.247 6.478
MICzs 1.31 46.215 40.637 5.578

Tebukonazolin MICzs, MICso ve MIC7s dozlart uygulanan F. culmorum FcUK99 referans
susunun gDNA’sinin CRED-RA analizlerinden toplam 219 ¢ogaltim iiriinii elde edildi. En
yiiksek bant sayis1 (34) OPA-07 primerinin kullanildig1 (Sekil 4.4), en az bant sayis1 (10) ise
OPB-06 primerinin kullanildig1 PZR analizinde tespit edildi.
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Sekil 4.4: Kontrol, %0.018 (v/v) aseton ve tebukonazol uygulanmig FCUK99’un OPA-
07 primeri ile elde edilen ¢ogaltim {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintusu.
M: 1 kB (Thermo Scientific, SM0311, ABD), K-:Kesim yapilmamis, Hpall: Hpall
ile kesim yapilmis, Mspl: Mspl ile kesim yapilmus.

Tebukonazol uygulamalarinin FCUK99’da sebep oldugu % GTS degeri, MIC2s ve MICso igin
5, MIC7s i¢in 3 polimorfik bant dikkate alinarak hesaplandiginda MIC2s ve MICso genomik dizi
kararliligimi en ¢ok etkileyen dozlar olarak belirlendi ve etki degeri % 4.717 (100-% GTYS)
olarak hesaplandi. % polimorfizm hesaplamalarinda Hpall kesim trtnlerinden MICzs igin 25,
MICsp icin 22, MICys icin 28 ve Mspl kesim drtinlerinden MICzs icin 24, MICsp igin 18, MIC7s
icin 19 polimorfik bant degerlendirildi. En yiiksek % polimorfizmi degerlerine Hpall ve Mspl
icin sirasiyla (%30.435) MIC7s ve (%26.966) MIC2s doz uygulamalarinin neden oldugu
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belirlendi. Tebukonazoliin farkli konsantrasyonlarinin FCUK99’da sebep oldugu % GTS
degerleri ile Hpall ve Mspl kesim profillerinin analizinden elde edilen % polimorfizm degerleri
Tablo 4.4’te verildi.

Tablo 4.4: Tebukonazolin MICzs, MICsy ve MICss dozlarmm FcUK99’da neden
oldugu GTS ve polimorfizmin % degerleri.

.. Derisim % Polimorfizm
Tiir Sus Doz (o /rf] 1) %GTS Fivall Misp]
MICz2s 0.3 95.283 27.174 26.966
F. culmorum FcUK99 MICso 0.6 95.283 23.913 20.224
MIC7s 0.9 97.169 30.435 21.348

Skorlama profiline (Tablo 3.6) gore belirlenen metilasyon tiplerinin, tebukonazoliin MICzs,
MICso ve MIC7s dozu uygulanmig FCUK99 ve kontroldeki yiizde dagilimi Tablo 4.5°te verildi.
FcUK99’da kontrole gore tip I ve -IV metilasyon oraninda en ¢ok degisime tebukonazoliin
MICz2s dozu, tip III’de MICso dozu ve tip IV’de MIC7s dozu etkili oldu. Kontrole gore
karbendazimin MICzs dozu FcUK99 genomunda tip I, -1l ve -III metilasyon degerlerini
arttirirken tip IV degerini azaltti; MICso tip 11 ve -111 metilasyon degerini arttirirken tip I ve -1V
degerini azaltti; MICvs dozu ise tip | ile -III metilasyon degerini arttirirken tip II ile -1V

degerlerini azaltt1.

Tablo 4.5: Tebukonazolin MICzs, MICs ve MIC7s dozu uygulanmis FCUK99 ve
kontroldeki metilasyon tiplerinin yiizde dagilimi.

Tur S Gru Tebukonazol % Deger
us P derisim(ug/mL) — Tipl _ Tipll Tiplll _ Tip IV
Kontrol 0 51.061 2041 4412  40.686
MICzs 03 55677  4.865 4865  34.595
F.culmorum — FeUK99 o 0.6 51471 4412 8824 35204
MIC7s 0.9 53061 0510 6122  40.306

Tebukonazoliin FCUK99’da sebep oldugu tam ve yar1 metilasyon yiizdeleri MIC2s ve MICso
icin 16, MICys igin 14 bant profili; tam metilasyon ise MICzs igin 85, MICso igin 92, MICys igin
102 bant profili dikkate alinarak hesaplandiginda en yiiksek ve en diisiik degerler sirasiyla tam
metilasyon igin MIC7s ve MICas, yar1 metilasyon i¢in MIC2s ve MIC7s dozlarinda belirlendi
(Tablo 4.6). Tebukonazolin MICsodozu FCUK99’un restriksiyon bdlgelerindeki metillenmeyi

kontrole gore arttirirken, MIC25 ve MICr7s dozlarinin azalttig: tespit edildi.



26

Tablo 4.6: Tebukonazolin MICz, MICsy ve MIC7s dozu uygulannmig FCUK99 ve
kontroldeki metilasyon profillerinin yiizde dagilimi.

Tir S Gru Tebukonazol % Metilasyon Profili
us P derigim (ug/mL) Genel Tam Yari
Kontrol 0 48.039 45.098 2.941
MICz2s 0.3 44.324 39.459 4.865
F.oulmorum — FCUKS9 e 06 48520 44118 4412
MIC7s 0.9 46.939 46.429 0.510

4.3.2 Karbendazimin Neden Oldugu Genomik Dizi Kararsizhgr ve Polimorfizm

Bulgularn

Karbendazimin MICzs, MICso ve MIC7s dozlar1 uygulanan F. graminearum PH-1 referans
susunun gDNA’sinin CRED-RA analizlerinden toplam 238 ¢ogaltim iiriinii elde edildi. En
yiiksek bant sayis1 (36) OPB-10 primerinin (Sekil 4.5) en az bant sayis1 (15) ise OPB-06

primerinin kullanildig1 ¢ogaltim reaksiyonundan tespit edildi.

Kon‘trol Aselton N{IC25 N{ICSO M{C75

f $ Q“ S Q’” $ 'Q” § QH S <
p S ; S , S

Mo& RN R A N S )

Sekil 4.5: Kontrol, %0.420 (v/v) aseton ve karbendazim uygulanmigs PH-1’in OPB-10
primeri ile elde edilen ¢ogaltim tiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintusi. M: 1
kB (Thermo Scientific, SM0311, ABD), K-:Kesim yapilmamig, Hpall: Hpall ile
kesim yapilmig, Mspl: Mspl ile kesim yapilmas.
Karbendazim uygulamalarinin PH-1"de sebep oldugu % GTS degeri, MIC2s igin 2, MICso i¢in
15, MICrs igin 4 polimorfik bant dikkate alinarak hesaplandi. % polimorfizm hesaplamalarinda
Hpall kesim driinlerinden MIC2s igin 20, MICso igin 29, MIC7s igin 23 ve Mspl kesim
urunlerinden MICzs ve MICso igin 21, MICys igin 22 polimorfik bant degerlendirildi. % GTS
degerinin en diisiik oldugu (%87.394) ve Hpall kesimiyle belirlenen % polimorfizmin en
yiiksek oldugu (%31.183) doz MICso olarak tespit edildi. Mspl kesimi ile tespit edilen en

yuksek polimorfizm %24.444 olarak MIC7s doz uygulamasinda belirlendi. Antifungal ajanin
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farkli konsantrasyonlarinin PH-1"de sebep oldugu % GTS degerleri ile Hpall ve Mspl kesim

profillerinin analizinden elde edilen % polimorfizm degerleri Tablo 4.7°de verildi.

Tablo 4.7: Karbendazimin MICzs, MICs, ve MICys dozlarimin PH-1"de neden oldugu GTS ve
polimorfizmin % degerleri.

- Derisim % Polimorfizm
Tiir Sus Doz o /%L) %GTS Fiall Msp]
MIC2s 0.35 98.319 21.505 23.333
F. graminearum PH-1 MICso 0.7 87.394 31.183 23.333
MIC7s 1.05 96.639 24,731 24.444

Skorlama profiline (Tablo 3.6) gore belirlenen metilasyon tiplerinin, karbendazimin MICzs,
MICso ve MIC7s dozu uygulanmis PH-1 ve kontroldeki yiizde dagilimi Tablo 4.8’de verildi.
PH-1"de kontrole gore tip I ve -III metilasyon oraninda en ¢ok degisime karbendazimin MICrs
dozu, tip II’de MIC2s dozu ve tip IV’de MICso dozu etkili oldu. Kontrole gére karbendazimin
MIC2s dozu PH-1 genomunda tip I, -111 ve -1V metilasyon degerlerini arttirirken tip IT degerini
azaltti; MICso dozu tip I, -1l ve -III metilasyonun degerini arttirirken tip IV degerini azaltti.
MICrsdozu ise tip | ile -II metilasyon degerinde artisa, tip I1I ile -IV degerlerinde azalisa neden
oldu.

Tablo 4.8: Karbendazimin MICzs, MICso ve MIC7s dozu uygulanmis PH-1 ve
kontroldeki metilasyon tiplerinin yiizde dagilima.

Tir Sus Grup Karbendazim _ _ % Dege_r _
derisim (ug/mL) Tip | Tipll  Tiplll  Tip IV
Kontrol 0 52.995 4.147 5.530 37.327
F. graminearum  PH-1 MIC2s 0.35 53.363 1.794 6.726 38.117
MICso 0.7 53.535 5.556 5.556 35.354
MICys 1.05 54.378 6.912 2.765 35.945

Karbendazimin farkli konsantrasyonlarinin PH-1’de sebep oldugu yar1 metilasyon yizdeleri
MIC2s icin 4, MICso igin 11, MICys igin 15 bant profili dikkate alinarak Denklem 3.5’e; tam
metilasyon yuzdeleri ise MICzs i¢in 100, MICso i¢in 81, MICzs igin 84 bant profili dikkate
alinarak Denklem 3.6’ya gore hesaplandi. En yiliksek ve en diisiik degerler sirasiyla tam
metilasyon icin MICzs ve MICys, yar1 metilasyon i¢in MIC7s ve MIC2s dozlarinda belirlendi
(Tablo 4.9). Karbendazimin PH-1’in restriksiyon bdolgelerindeki metillenmeyi kontrole gore

arttirdig tespit edildi.
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Tablo 4.9: Karbendazimin MICz, MICsp ve MIC7s dozu uygulannmig PH-1 ve
kontroldeki metilasyon profillerinin yiizde dagilimu.

Tiir Sus Grup Karbendazim % Metilasyon Profili
derigim (ug/mL) Genel Tam Yari
Kontrol 0 47.005 42.857 4.147
F. graminearum PH-1 MICas 0.35 46.637 44.843 1.794
' MICso 0.7 46.465 40.909 5.556
MIC7s 1.05 45.622 38.710 6.912

Karbendazimin MICzs, MICso ve MIC7s dozlar1 uygulanan F. culmorum FcUK99 referans
susunun gDNA’sinin CRED-RA analizlerinden toplam 194 ¢ogaltim iiriinii elde edildi. OPA-
01 primerinden (Sekil 4.6) en yiiksek (31), OPB-06 primerinden en diisiik ¢ogaltim {irtinii (8)
elde edildi.
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Sekil 4.6: Kontrol, %0.420 (v/v) aseton ve karbendazim uygulanmig FCUK99’un OPA-01
primeri ile elde edilen ¢ogaltim tiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintusi. M: 1
kB (Thermo Scientific, SM0311, ABD), K-:Kesim yapilmamig, Hpall: Hpall ile
kesim yapilmig, Mspl: Mspl ile kesim yapilmas.
Karbendazim uygulamalarinin FCUK99’da sebep oldugu % GTS degeri, MICso icin 9, MIC7s
icin 1 polimorfik bant dikkate alinarak (MIC2s uygulamasindan polimorfik bant ¢ogaltilmadi)
hesaplandiginda % GTS degerinin en diisiik (%95.743) oldugu doz MICso olarak belirlendi.
Polimorfizm hesaplamalarinda Hpall kesim trunlerinde MICzs icin 10, MICsp icin 18, MIC7s
icin 17 ile Mspl kesim driinlerinde MICzs igin 9, MICso igin 10, MICys igin 23 polimorfik bant
degerlendirildi. Hpall ve Mspl kesimlerinde en yiiksek polimorfizm degerlerine sirastyla MICso
(%29.032) ve MIC7s (%38.983) doz uygulamalar1 neden oldu. Karbendazimin FCUK99’da
sebep oldugu % GTS degerleri ile Hpall ve Mspl kesim profillerinin analizinden elde edilen %

polimorfizm degerleri Tablo 4.10°da verildi.
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Tablo 4.10: Karbendazimin MIC, MICs; ve MICys dozlarmin FCUK99’da neden
oldugu GTS ve polimorfizmin % degerleri.

. Derisim % Polimorfizm
Tar Sus Doz (ug/mL) %GTS Hpall Mspl
MICazs 0.3 95.283 27.174 26.966
F.culmorum  FcUK99 MICso 0.6 95.283 23.913 20.224
MICrs 0.9 97.169 30.435 21.348

Skorlama profiline gére belirlenen metilasyon tiplerinin, karbendazimin MICzs, MICso ve
MIC7s dozu uygulanmig FCUK99 ve kontroldeki yiizde dagilim degerleri Tablo 4.11°de verildi.
FcUK99’da kontrole gore tip I, -111 ve -IV metilasyon oraninda en ¢ok degisime karbendazimin
MIC2s dozu, tip II’de ise MIC7s dozu etkili oldu. Kontrole gdre karbendazimin MICzs dozu
FcUK99 genomunda tip 11, -111 ve -IV metilasyon degerlerini arttirirken tip I degerini azaltti.
MICsodozu tip Il ve -III metilasyon degerini arttirirken tip I ve -IV degerini azaltti. MIC7s dozu

ise tip II metilasyon degerinde artisa diger ii¢ tip metilasyon degerlerinde azalmaya neden oldu.

Tablo 4.11: Karbendazimin MICz, MICs, ve MIC7s dozu uygulanmis FCUK99 ve
kontroldeki metilasyon tiplerinin yiizde dagilimu.

Tiir S Gru Karbendazim % Deger
us P derisim (ug/mL) ~ Tipl _ TipIll Tiplll _ Tip IV
Kontrol 0 63.006 1156  2.800  32.948
MICas 0.35 50.660 1657 4972  33.702
Foofggem P e 0.7 61963 2454 3067 32515
MICrs 1.05 60.452 5085 2260  32.203

Karbendazimin FcUK99’da sebep oldugu yar1 metilasyon yiizdeleri MICas igin 3, MICso igin
4, MICys icin 9 bant profili; tam metilasyon yuzdeleri ise MICzs icin 70, MICso icin 58, MIC7s
icin 61 bant profili dikkate alinarak hesaplandiginda en yiiksek ve en diisiik degerler sirasiyla
tam metilasyon icin MICzs ve MIC7s, yar1 metilasyon i¢cin MIC7s ve MICzs dozlarinda belirlendi
(Tablo 4.12). Karbendazim FcUK99 genomunda hedef restriksiyon bolgelerinde metillenmeyi

kontrole gore arttirdi.

Tablo 4.12: Karbendazimin MICzs, MICso ve MIC7s dozu uygulanmis FCUK99 ve
kontroldeki metilasyon profillerinin yiizde dagilimu.

Tir S Gru Karbendazim % Metilasyon Profili
us P derisim (ug/mL) Genel Tam Yari
Kontrol 0 36.994 35.838 1.156
MICas 0.35 40.331 38.674 1.657
F.oulmorum — FeUKS9 e 0.7 38037 35583  2.454

MICrs 1.05 39.548 34.463 5.085
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4.3.3 Fludioksonilin Neden Oldugu Genomik Dizi Kararsizhg1 ve Polimorfizm

Bulgular

Fludioksonilin MICzs, MICso ve MIC7s dozlart uygulanan F. graminearum PH-1 referans
susunun gDNA’sinin CRED-RA analizlerinden toplam 209 ¢ogaltim tiriinii elde edildi. Sekil
4.3’te OPA-04 primerinin kullanildig1 PZR’den elde edilen agaroz jel elektroforezi goruntisu
paylasildi. En yiiksek bant sayist (30) OPA-01 primerinin, en az bant sayis1 (14) OPA-05

primerinin kullanildig1 ¢ogaltim reaksiyonundan tespit edildi.
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Sekil 4.7: Kontrol, %0.006 (v/v) aseton ve fludioksonil uygulanmig PH-1’in OPA-04
primeri ile elde edilen ¢ogaltim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintusi. M:
1 kB (Thermo Scientific, SM0311, ABD), K-:Kesim yapilmamis, Hpall: Hpall ile
kesim yapilmig, Mspl: Mspl ile kesim yapilmus.

Fludioksonil uygulamalarinin PH-1’de sebep oldugu % GTS degeri, MICz2s icin 5, MICso i¢in
6, MIC7s i¢in 22 polimorfik bant dikkate alinarak hesaplandi. % polimorfizm hesaplamalarinda
Hpall kesim drinlerinden MIC2s icin 10, MICso icin 9, MIC7s icin 11 ve Mspl kesim
urunlerinden MICzs ve MICso igin 8, MICyrs igin 13 polimorfik bant degerlendirildi. % GTS
degerinin en diislik oldugu (9%79.629) ve her iki enzim kesiminden elde edilen % polimorfizm
degerlerinin en yiiksek oldugu (%15.714-16.250) dozun MIC7s oldugu tespit edildi. Antifungal
ajanin farkli konsantrasyonlarimim PH-1’de sebep oldugu % GTS degerleri ile Hpall ve Mspl

kesim profillerinin analizinden elde edilen % polimorfizm degerleri Tablo 4.13’te verildi.
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Tablo 4.13: Fludioksonilin MICzs, MICs ve MIC7s dozlarinin PH-1’de neden oldugu GTS ve
polimorfizmin % degerleri.

. Derisim % Polimorfizm
Tar Sus Doz (ug/mL) %GTS Hpall Mspl
MICzs 0.112 95.370 14.286 10
F. graminearum PH-1 MICso 0.225 94.444 12.587 10
MICzs 0.337 79.629 15.714 16.250

Skorlama profiline gdre belirlenen metilasyon tiplerinin, fludioksonilin MICzs, MI1Cso ve MIC7s
dozu uygulanmis PH-1 ve kontroldeki yiizde dagilimi Tablo 4.14°te verildi. PH-1"de kontrole
gore tip I, ve -IV metilasyon oraninda en ¢ok degisime fludioksonilin MIC7s dozu, tip 1I’de
MICas, tip 1II’de  MICso dozu etkili oldu. Kontrole gore fludioksonilin MIC2s dozu PH-1
genomunda tip I, -111 ve -1V metilasyon degerlerini arttirirken tip IT degerini azaltti; MICso dozu
tip I ve -1I metilasyon degerini arttirirken tip III ve -1V degerini azaltti; MIC7s dozu ise tip |1, -

[11 ile -IV metilasyon degerinde artisa, tip I degerlerinde azalmaya neden oldu.

Tablo 4.14: Fludioksonilin MICzs, MICso ve MIC7s dozu PH-1 ve kontroldeki metilasyon
tiplerinin ylizde dagilimi.

Tir Sus Grup Fludioksonil _ _ % Degelj _
derisim (ug/mL) Tip | Tip 1l Tiplll  TiplV
Kontrol 0 54.000 11.000 6.000 29.000
F. graminearum PH-1 MICzs 0.112 55.851 7.979 6.383 29.787
' MICso 0.225 55.615 12.299 3.209 28.877
MIC7s 0.337 50.286 12,571 6.286 30.857

Fludioksonilin farkli konsantrasyonlarmin PH-1’de sebep oldugu yar1 metilasyon yiizdeleri
MIC2s igin 15, MICsp igin 23, MICys igin 22 bant profili dikkate alinarak Denklem 3.5’e; tam
metilasyon ise MICzs i¢in 78, MICso igin 60, MIC7s icin 65 bant profili dikkate alinarak
Denklem 3.6’ya gore hesaplandi. En yiiksek ve en diisiik degerler tam metilasyon i¢in sirastyla
MIC7s ve MICso, yar1 metilasyon icin MIC7s ve MICzs dozlarinda belirlendi (Tablo 4.15).
Fludioksonilin MIC7s dozu PH-1’in restriksiyon bdolgelerindeki metillenmeyi kontrole gore

arttirirken, MI1Czs ve MICso dozunun ise azalttig1 belirlendi.

Tablo 4.15: Fludioksonilin MICzs, MICso ve MIC7s dozu PH-1 ve kontroldeki
metilasyon profillerinin yiizde dagilima.

Tir Sus Grup Fludioksonil Y Metilasyon Profili
derisim (ug/mL) Genel Tam Yar
Kontrol 0 46.000 35.000 11.000
E. graminearum PH-1 MICazs 0.112 44.149 36.170 7.979
' MICso 0.225 44.385 32.086 12.299

MIC7s 0.337 49.714 37.143 12.571
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Fludioksonilin MICzs, MICso ve MIC7s dozlart uygulanan F. culmorum FcUK99 referans
susunun gDNA’sinin CRED-RA analizlerinden toplam 241 ¢ogaltim tiriinii elde edildi, OPB-
07 primeri ile ¢ogaltimi sonucu elde edilen bant profili Sekil 4.8’de verildi. En ylksek bant
sayist (28) OPA-04 primerinin kullanildigi, en az bant sayist (19) ise OPB-06 primerinin
kullanildig1 PZR analizinde tespit edildi.
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Sekil 4.8: Kontrol, %0.006 (v/v) aseton ve fludioksonil uygulanmig FCUK99’un OPA-07
primeri ile elde edilen gogaltim triinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintusi. M: 1
kB (Thermo Scientific, SM0311, ABD), K-:Kesim yapilmamig, Hpall: Hpall ile
kesim yapilmis, Mspl: Mspl ile kesim yapilmis.
Fludioksonilin uygulamalarinin FCUK99’da sebep oldugu % GTS degeri, MIC2s igin 26,
MICsp igin 13, MIC7s igin 11 polimorfik bant dikkate alinarak hesaplandi. % GTS degerinin en
diistik oldugu (%75.925) doz MICas olarak belirlendi. % polimorfizm hesaplamalarinda Hpall
kesim Urlnlerinden MICzs igin 20, MICsp igin 21, MICys igin 40 ve Mspl kesim urunlerinden
MIC2s igin 23, MICso i¢in 25, MICys igin 40 polimorfik bant degerlendirildi. % polimorfizmin
en yiiksek oldugu (%43.956) doz MICs olarak tespit edildi. Antifungal ajanin farkl
konsantrasyonlarmin FCUK99’da sebep oldugu % GTS degerleri ile Hpall ve Mspl kesim

profillerinin analizinden elde edilen % polimorfizm degerleri Tablo 4.16’da verildi.

Tablo 4.16: Fludioksonilin MICzs, MICsy ve MIC7s dozlarmm FcUK99’da neden
oldugu GTS ve polimorfizmin % degerleri.

, Derisim o % Polimorfizm
Tar Sus Doz (ug/mL) %GTS Hpall Mspl
MICzs 0.112 75.925 21.978 25.275
F. culmorum FcUK99 MICso 0.225 87.963 23.077 27.472

MICs 0.337 89.915 43.956 43.956
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Skorlama profiline gore belirlenen metilasyon tiplerinin, fludioksonilin MICzs, MICso ve MIC7s
dozu uygulanmis FCUK99 ve kontroldeki yiizde dagilimi Tablo 4.17°de verildi. FCUK99’da
kontrole gore tip I metilasyon oraninda en ¢ok degisime fludioksonilin MIC7s dozu, tip 1I’de
MICzs, tip 11l ve -IV’de MICso dozu etkili oldu. Kontrole gore fludioksonilin MIC2s dozu
FcUK99 genomunda tip 111 ve -IV metilasyon degerlerini arttirirken tip I ve -1I degerini azaltti;
MICso dozu tip | ile -1V metilasyonun degerini arttirirken tip II ile -IIT degerini azaltti; MIC7s

dozu ise tip I metilasyon degerinde artis ile tiplere ait degerlerde azalmaya neden oldu.

Tablo 4.17: Fludioksonilin MICzs, MICsy ve MIC7s dozu uygulanmis FCUK99 ve
kontroldeki metilasyon tiplerinin yiizde dagilimu.

. Fludioksonil % Deger
Tar Sus CrUP  gerisim (ug/mL) — Tipl  Tipll_ Tiplll_ Tip IV
Kontrol 0 51923 4327 4808  38.942
MICas 0.112 49754 2956  7.389  39.901
F. ogarm FCUK e 0.225 52475 3960 1485  42.079
MICrs 0.337 56.085 4233 3704 35979

Fludioksonilin farkli konsantrasyonlarinin FCUK99’da sebep oldugu yar1 metilasyon yiizdeleri
MIC2s igin 6, MICso ve MICys igin 8 bant profili; tam metilasyon yizdeleri ise MICzs igin 96,
MICso igin 88, MICys icin 75 bant profili dikkate alinarak hesaplandi. En yiiksek ve en diisiik
degerler tam metilasyon icin sirastyla MICz2s ve MIC7s, yar1 metilasyon i¢cin MIC7s ve MICas
dozlarinda belirlendi (Tablo 4.18). Fludioksonilin MIC2s dozu FcUK99’un restriksiyon

bolgelerindeki metillenmeyi kontrole gore arttirirken, MICso ve MICz7s dozlar azaltt.

Tablo 4.18: Fludioksonilin MICzs, MICso ve MIC7s dozu uygulanmig FCUK99
ve kontroldeki metilasyon profillerinin ylizde dagilimi.

T S G Fludioksonil %Metilasyon Profili
ur us rup derisim (ug/mL) Genel Tam Yari
Kontrol 0 48.077 43.750 4,327
MIC2s 0.112 50.246 47.291 2.956
F.culmorum — FCUK99 o 0.225 47525 43564  3.960
MICys 0.337 43.915 39.683 4.233

4.3.4 Tebukonazol ile Karbendazimin ikili Uygulamasinin Neden Oldugu Genomik

Dizi Kararsizlig1 ve Polimorfizm Bulgulari

Tebukonazol ve karbendazim bilesiklerinin MIC2s5 dozlarinin kombine uygulandigi PH-1
referansinin CRED-RA analizinden toplamda 229, FCUK99 referansindan 207 gogaltim {iriinii
elde edildi. PH-1’in OPA-07 primeri ile FCUK99’un OPB-07 primeri ile gogaltimi sonucu elde
edilen bant profilleri Sekil 4.8”de verildi. En yliksek bant sayis1 (36) OPA-07 primeri en az bant

sayisi (11) ise OPB-06 primeri kullanilarak gogaltilan {iriinlerinde g6zlendi.
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Sekil 4.9: A) Kontrol, %0.148 (v/v) aseton ve tebukonazol+karbendazim uygulanmig PH-
1’in OPA-07 primeri kullanilarak; B) Kontrol, %0.146 (v/v) aseton ve
tebukonazol+karbendazim uygulanmis FcUK 99 un OPB-07 primeri ile elde edilen
cogaltim iriinlerinin agaroz jel elektroforezi gorintisu. M: 1 kB (Thermo
Scientific, SM0311, ABD), K-:Kesim yapilmamis, Hpall: Hpall ile kesim
yapilmig, Mspl: Mspl ile kesim yapilmis.
PH-1 genomunun restriksiyon polimorfizmi % degeri Hpall ve Mspl kesim drinlerinden
sirastyla 29 ve 10 polimorfik bant, % GTS degeri 4 polimorfik bant degerlendirilerek
hesaplandi. FCUK99 genomu igin Hpall ve Mspl kesim {iriinlerinden sirasiyla 27 ve 23, % GTS
degeri icin de 3 farkli bant profili degerlendirildi. Ikili uygulamanin F. graminearum’da
genomik dizi kararliligini azaltirken, F. culmorum’da % polimorfizmi arttirdig1 tespit edildi

(Tablo 4.19).

Tablo 4.19: Tebukonazol+karbendazim uygulamasinin (MICz5+MICgs) PH-1 ve FCUK99’da
neden oldugu neden oldugu GTS ve polimorfizmin % degerleri.

" Derisim o % Polimorfizm
Tar Sus Doz (ug/mL) %GTS Hpall Mspl
F. graminearum PH-1 MICos+MIC 0.437;0.35 96.491 32.584 10.752
F. culmorum FcUK99 % % 0.3:0.35 97.247 34.615 30.666

Skorlama profiline gore belirlenen metilasyon tiplerinin, tebukonazol+karbendazim
uygulamasinin her iki referans susta ve kontrollerindeki yiizde dagilim degerleri Tablo 4.20°de
verildi. PH-1"de tebukonazol+karbendazim uygulamasi kontrole gére en ¢ok tip I, FCUK99’da
ise tip III metilasyon oraninda degisime neden oldu. Tebukonazol+karbendazim uygulamasi
kontrole gore PH-1 genomunda tip I, -111 ve -IV metilasyon degerlerini arttirirken tip II degerini
azaltti; FCUK99 genomunda ise tip | ile -IV metilasyon degerinde artig, tip II ile -III degerinde

azalmaya neden oldu.
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Tablo 4.20: Tebukonazoltkarbendazim uygulanmis PH-1 ve FcUK99 ile kontrollerindeki
metilasyon tiplerinin ylizde dagilimi.

Tir Su Gru Tebukonazol+Karbendazim % Deger
$ p derisim (ug/mL) Tipl  Tipll  Tiplll  Tip IV
F qraminearum PH-1 Kontrol 0 53.023 5.581 3.721 37.674
-9 MICa5+MICzs 0.437;0.35 53555 2370 3791  40.284
Kontrol 0 54229 6965 8458  30.348
F.culmorum — FCUK99 ) MICss 0.3:0.35 59.016 2.186 2732  36.066

Ikili doz uygulamasmin PH-1 ve FcUk99’da sebep oldugu yar1 metilasyon yiizdeleri PH-1 igin
5, FCUK99 i¢in 4 bant profili dikkate alinarak Denklem 3.5’e; tam metilasyon yuzdeleri ise PH-
1 icin 93, FCUK99 71 bant profili dikkate alinarak Denklem 3.6’ya gére hesaplandi (Tablo
4.21). Tebukonazol+karbendazimin MIC2s doz kombinasyonunun restriksiyon bolgelerindeki

metillenmeyi kontrole gére PH-1’de arttirirken, FCUK99’da azalttig1 ortaya kondu.

Tablo 4.21: Tebukonazol+karbendazim uygulanmis PH-1, FCUK99 ve Kkontrollerindeki
metilasyon profillerinin yiizde dagilima.

.. Tebukonazol+Karbendazim % Metilasyon Profili
Tur Rs Gl derisim (ug/mL) Genel Tam Yan
E araminearum PH-1 Kontrol 0 46.977 41.395 5.581
-9 MIC25+MICazs 0.437;0.35 46.445 44.076 2.370
Kontrol 0 45,771 38.806 6.965
F. culmorum FCUKS MiCs+MICss 0.3:0.35 40984 38798  2.186

4.3.5 Tebukonazol ile Fludioksonilin ikili Uygulamasinin Neden Oldugu Genomik Dizi

Kararsizhig1 ve Restriksiyon Polimorfizmi Bulgular

Tebukonazol ile fludioksonilin MICzs dozlarinin kombine uygulandigi PH-1 referansinin
CRED-RA analizinden toplam 269 ve FCUK99 referansindan 220 ¢ogaltim iiriinii elde edildi,
PH-1’in OPA-03 primeri ile cogaltimi sonucu elde edilen bant profili ve FCUK99’un OPB-07
primeri ile gogaltimi sonucu elde edilen bant profili Sekil 4.10°da verildi. En yiliksek bant sayisi
(32) OPA-07 primerinin en az bant sayist (13) ise OPA-08 primerinin kullanildigi PZR

analizlerinden tespit edildi.
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Sekil 4.10: A) Kontrol, %0.011 (v/v) aseton ve tebukonazol+fludioksonil uygulanmig
PH-1’in OPA-03 primeri kullanilarak; B) Kontrol, %0.008 (v/v) aseton ve
tebukonazol+karbendazim uygulanmis FCUK 99 un OPB-07 primeri ile elde edilen
cogaltim iriinlerinin agaroz jel elektroforezi gorintisu. M: 1 kB (Thermo
Scientific, SM0311, ABD), K-:Kesim yapilmamis, Hpall: Hpall ile kesim
yapilmig, Mspl: Mspl ile kesim yapilmas.

PH-1 genomunun Hpall ve MspI kesim reaksiyonlarindan 16 polimorfik bant elde edildi. Aktif
bilesenlerin MIC2s5 dozlarinin kombine uygulandigi ancak enzim kesimine maruz birakilmayan
PH-1 gDNA’smin bantlama profili ile kontroliin bantlama profili arasinda fark bulunmadigi
icin % GTS degeri 100 olarak belirlendi. FCUK99 gDNA’sinin hem Hpall hem de Mspl kesim
iriinlerinden 6, % GTS degeri hesabinda da 2 polimorfik bant degerlendirildi.
Tebukonazol+fludioksonilin MICz2s dozlarinin ikili uygulamasi F. culmorum’da genomik dizi
kararlihigmi azaltirken, F. graminearum’da % polimorfizm degerini arttirdig1 tespit edildi
(4.22).

Tablo 4.22: Tebukonazol+fludioksonil uygulamasinin (MIC25+MICzs) PH-1 ve FCUK99’da
neden oldugu neden oldugu GTS ve polimorfizmin % degerleri.

% Polimorfizm

. . 0
Tur Sus Doz Derisim (ug/mL) %GTS Hpall Mspl

F. graminearum PH-1 MICostMIC 0.437;0.112 100 12.903 13.008
F. culmorum FcUK99 » » 0.3:0.112 98.387 6.451 6.521

Skorlama profiline gore belirlenen metilasyon tiplerinin, tebukonazol+fludioksonil
uygulamasimin her iki referans susta ve kontrollerindeki ylizde dagilimi Tablo 4.23’te verildi.
PH-1"de tebukonazol+fludioksonil uygulamasi kontrole gére en ¢ok tip II, FCUK99’da ise tip
I metilasyon oraninda degisime neden oldu. Kontrollere gore tebukonazol+fludioksonil

uygulamasi PH-1 genomunda tip | ve -1l metilasyon degerlerini arttirirken tip 11 ve -1V degerini
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azaltt;; FCUK99 genomunda ise tip I metilasyonun degerinde artis, tip II, -lll ve -IV

degerlerinde azalmaya neden oldu.

Tablo 4.23: Tebukonazol+fludioksonil uygulanmig PH-1, FCUK99 ve kontrollerindeki metilasyon
tiplerinin ylizde dagilimi.

Tur Su Gru Tebukonazol+Fludioksonil % Deger
$ p derisim (ug/mL) Tipl  Tipll  Tiplll  Tip IV
C araminearum  PHA Kontrol 0 51341 1149 1533 45977
-9 MICas+MICzs 0.437;0.112 52344 4297 1172  42.188
Kontrol 0 56.364 1.364  1.818  40.455
F.culmorum — FCUK99 o MICas 0.3:0.112 57.277 0939 1408  40.376

Ikili doz uygulamasmin PH-1 ve FCUK99’da sebep oldugu yar1 metilasyon yiizdeleri PH-1 igin
11, FCUK99 igin 2 bant profili dikkate alinarak Denklem 3.5’e; tam metilasyon yiizdeleri ise
PH-1igin 111, FcUK99 89 bant profili dikkate alinarak Denklem 3.6’ya gore hesaplandi (Tablo
4.24). Tebukonazol+fludioksonilin ikili uygulamasinin her iki referans susun genomunda da

restriksiyon kesim bélgelerinde metillenmeyi kontrole gore azalttigi ortaya kondu.

Tablo 4.24: Tebukonazol+fludioksonil uygulanmis PH-1 ve FcUK99 ile kontrollerindeki
metilasyon profillerinin yiizde dagilimi.

Tiir Su Gru Tebukonazol+Fludioksonil %Metilasyon Profili
$ P derisim (ug/mL) Genel Tam Yari
E graminearum PH-1 Kontrol 0 48.659 47510 1.149
-9 MIC2s5+MICazs 0.437;0.112 47.656 43.359 4.297
Kontrol 0 43.636 42.273 1.364
F.culmorum — FUKOS y pie e MICas 0.3;0.112 42723 41784 0.939

4.3.6 Karbendazim ile Fludioksonilin ikili Uygulamasinin Neden Oldugu Genomik Dizi

Kararsizhig1 ve Restriksiyon Polimorfizmi Bulgular

Karbendazim ile fludioksonilin MIC2s dozlarinin kombine uygulandigi PH-1 referansinin
CRED-RA analizinden 268 ve FCUK99 referansindan 221 ¢ogaltim iiriinii elde edildi. PH-1’in
OPA-05 primeri ile ¢ogaltimi sonucu elde edilen bant profili ve FCUK99’un OPA-07 primeri
ile gogaltimi sonucu elde edilen bant profili Sekil 4.11°de verildi. En yiiksek bant sayis1 (32)
OPA-07 primerinin, en az bant sayisi (13) ise OPA-08 primerinin kullanildigi PZR ile
cogaltildi.
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Sekil 4.11: Kontrol, %0.142 (v/v) aseton ve tebukonazol+fludioksonil uygulanmis A)
PH-1’in OPA-05 primeri kullanilarak; B) FCUK99’un OPA-07 primeri ile elde
edilen ¢ogaltim {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi goruntisu. M: 1 kB (Thermo
Scientific, SM0311, ABD), K-: Kesim yapilmamis, Hpall: Hpall ile kesim
yapilmig, Mspl: MsplI ile kesim yapilmas.
PH-1 genomunun restriksiyon polimorfizmi % degeri Hpall ve Mspl enzim kesiminden elde
edilen sirastyla 12 ve 14 polimorfik bant, % GTS degeri tek polimorfik bant kullanilarak
hesaplandi. FCUK99 genomu icin Hpall ve Mspl kesim reaksiyonundan elde edilen sirasiyla 9
ve 13 farkli bant profili degerlendirildi. Aktif bilesenlerin MIC25 dozlarmin kombine
uygulandig1 ancak enzim kesimi yapilmayan FCUK99 gDNA’smin bant profili ile kontroliin
bantlama profili arasinda degisiklik belirlenmedi (% GTS= 100). Karbendazim+fludioksonilin
birlikte uygulanmasi F. graminearum’da genomik dizi kararliligini azaltti, F. culmorum’da %

polimorfizmi arttirdi (Tablo 4.25).

Tablo 4.25: Karbendazim+fludioksonil uygulamasmin (MIC25+MICzs) PH-1 ve FCUK99’da neden
oldugu neden oldugu GTS ve polimorfizmin % degerleri.

. Derisim o % Polimorfizm
TOr Sus Doz (ug/mL) 00GTS Hpall Mspl
F. graminearum PH-1 MICss+MIC 0.35;0.112 99.265 9.836 11.765
F. culmorum FcUK99 % Z 0350112 100 10.227 15.116

Skorlama profiline gore belirlenen metilasyon tiplerinin, karbendazim+fludioksonil
uygulamasinin her iki referans susta ve kontrollerindeki yiizde dagilimi Tablo 4.26’da verildi.
Her iki referans sus i¢in karbendazim+fludioksonil uygulamas: kontrole gore en ¢ok tip IV
metilasyon oraninda degisime neden oldu. Kontrollere gore tebukonazol+fludioksonil
uygulamasi PH-1 ve FCUK99 genomunda tip I, -11 ve -III metilasyon degerlerini arttirirken tip

IV degerini azaltti.
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Tablo 4.26: Karbendazim+fludioksonil uygulanmis PH-1 ve FcUK99 ile kontrollerindeki

metilasyon tiplerinin ylizde dagilimi.

Tiir Sus Grup Karbendazim+Fludioksonil _ ' % Dege_r _
derisim (pg/mL) Tip | Tipll  Tiplll  TiplV
F. graminearum PH-1 Kontrol 0 52.107 1.149 2.299 44.444
MIC25+MICas 0.35;0.112 52.896 1.544 3.475 42.085
E culmorum FCUK99 Kontrol 0 58.333 0.926 1.852 38.889
MIC25+MICzs 0.35;0.112 59.155 0.939 1.878 38.028

ikili doz uygulamasinin neden oldugu yar1 metilasyon PH-1 igin 4, FCUK99 icin 2 bant profili
dikkate alinarak Denklem 3.5’e; tam metilasyon ise PH-1 i¢in 118, FCUK99 85 bant profili

dikkate alinarak Denklem 3.6’ya gore hesaplandi (Tablo 4.27). Tebukonazol+karbendazim

uygulamasinin restriksiyon bodlgelerindeki metillenmeyi kontrole gére PH-1 ve FcUk99’da

azalttig1 ortaya kondu.

Tablo 4.27: Karbendazim+fludioksonil uygulanmig PH-1, FCUK99 ve kontrollerindeki

metilasyon profillerinin yiizde dagilimi.

" Karbendazim+Fludioksonil %Metilasyon Profili
Tar Sus Grup derisim (pug/mL) Genel Tam Yan
F. graminearum PH-1 Kontrol 0 47.893 46.743 1.149
MIC25+MICzs 0.35;0.112 47.104 45.560 1.544
Kontrol 0 41.667 40.741 0.926

F.culmorum — FCUK99 o MICss 0.35,0.112 40.845

39.906

0.939
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5. TARTISMA VE SONUC

Fitopatojenik Fusarium tiirleri insan toplumlarinin g¢ogunlugunun temel besin grubunu
olusturan tahillardan arpa, bugday, misir ve piring basta olmak {izere ¢esitli bitki tlirlerini
enfekte ederek farkli hastaliklara yol agmakla kalmaz, enfekte olan bitkileri tiilketen insan ve
hayvanlarda da onemli saglik sorunlarina neden olurlar. Cevre kosullarina karsi yiiksek
toleransa sahip Fusarium spp.’de tiir i¢i genetik ¢esitliligin yiiksek olmasi ve farkli Fusarium
tiirlerinin ayn1 hastaliga sebep olabilmesi; bu cinse kars1 miicadeleyi zorunlu hale getirmistir
(Parry ve dig., 1995; Leslie ve dig., 2006; Walkowiak ve dig., 2016). Diinyada ve lilkemizde
miicadelede en yaygin olarak kullanilan yontem fungusit kullanimidir. Giiniimiizde 200’iin
iistiinde antifungal ajan ve T.C. Tarim ve Orman Bakanligi verileri® 2000 nin iistiinde
antifungal ajanin ¢oklu kombinasyonunun ruhsath olarak kullanildigini gostermektedir.
Fusarium spp. ile micadelede en cok tercih edilen fungusitlerden (gl tebukonazol,
karbendazim ve fludioksonildir (Zhou ve dig., 2020a; Zhou ve dig., 2020b; de Chaves, 2022).
Ulkemizde tebukonazol ve fludioksonil igeren toplamda 203 ruhsatl zirai ilag! bulunmaktadar.
01.01.2018 tarihi itibariyle karbendazim igerikli ilaglarn zirai kullanimi1 sonlandirilsa® da farkli
tlkelerde hala yasal olarak kullamlmaktadir (de Chaves, 2022). TUBITAK 1001 projesi
(1192366) kapsaminda yaygin olarak kullanilan antifungal ajanlardan tebukonazol,
karbendazim ve fludioksonilin F. graminearum PH-1 referans susu ve tarla izolatlar1 ile F.
culmorum FcUK99 referans susu ve tarla izolatlar1 tizerindeki etkileri genomik ve
transkriptomik diizeyde incelenmistir. Ulkemizde farkli bolgelerden izole edilen F.
graminearum ve F. culmorum tarla izolatlarinda tebukonazole ve karbendazime kars1 direncin
gelistigi saptanmistir. Tarim alanlarinda tebukonazoliin aktif olarak hala kullanilmasi tekli ve
diger aktif bilesenlerle kombine uygulama dozlarmin diizenlenmesi gerekliligini;
karbendazimin ise tekli ya da bu aktif bilesigi iceren diger ilaclarin illegal olarak hala
kullanildigii diistindliirmiistiir. Sonug olarak yurdumuzda karbendazimin ge¢mis donemde
kullanimina bagl olarak ortaya ¢ikmis ve giiniimiizde devam eden kullanimiyla ¢ikabilecek
etkilerinin tarlaya uygulanan diger antifungal bilesiklerin etkileri ile birlikte arastirilmasi
oldukca 6nemlidir. Cesitli ¢galismalarda F. graminearum ve F. culmorum’un bu iki antifungal

ajana karsi1 direng gelistirdiginin farkli arastirmacilar tarafindan da bildirilmis olmasi sorunun

5 https://bku.tarimorman.gov.tr/BKURuhsat/Index [Ziyaret tarihi: 10.12.22]
6 https://aydin.tarimorman.gov.tr/Duyuru/205/Carbendazim-Aktif-Madde-Kullaniminin-Sonlandirilmasi [Ziyaret tarihi: 10.12.22]
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sadece yurdumuz i¢in degil global 6neme sahip oldugunu gdstermesi bakimindan énemlidir

(Paul ve dig., 2019, Zhou ve dig., 2020a; Zhou ve dig., 2020b).

TUBITAK destekli proje kapsaminda gergeklestirilen yiiksek lisans tezinde tebukonazol,
karbendazim, fludioksonil ve bu aktif bilesenlerin ikili uygulamalarmin F. graminearum ve F.
culmorum referans suslarinda yol actigi restriksiyon bdolgelerindeki DNA metilasyonu
degisimleri ile birlikte iki tiiriin genomik kararsizligina olan etkisi arastirilmigtir. Tez
caligmasindaki uyguma dozlar1 PH-1 ve FCUK99 referans suslarinda proje kapsaminda
belirlenmistir. Fludioksonil suda az ¢oziinen, tebukonazol ile karbendazim ise suda ¢6ziinen
bilesiklerdir (Wypych ve Wypych, 2015). Bu nedenle ii¢ aktif bilesik igin en uygun ortak
coziicii olarak secilen asetonun uygulamalarda kullanilacak olan konsantrasyonlar1 1001 projesi
kapsaminda ¢dziinen her bir aktif bilesige gore hesaplanmistir. Coziiciiniin olas etkileri ise,
aktif bilesenlerin ¢ozdiiriilmesinde kullanilan en yiiksek aseton konsantrasyonlarini igerecek
sekilde olusturulan normalizasyon gruplarinda degerlendirilmistir. Tez ¢alismasinda kontrol-
IC75 ile aseton-1C7s8 ve kontrol-1C25+1C25° ile aseton-1C2s5+1C251° gruplar karsilastirildiginda
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark (p<0.05) bulunmadigindan, tiim analizler i¢in

deney gruplar1 kontrol gruplar ile karsilagtirilmistir.

Genomda meydana gelen mutasyonlar ve epigenetik degisimler organizmalarda genomik
kararsizliga yol agmaktadir (Broaddus ve dig., 2021). Gazdagh ve dig. (2018) kamforun F.
graminearum ve F. culmorum’da epigenetik degisimlerden DNA metilasyonunu tesvik ederek
genetik kararsizliga yol actigini gostermislerdir. Tez ¢alismasi kapsaminda secilen {i¢
antifungal ajanin bu iki tiirlin referans suslarinda yol actig1 genetik kararsizlik da benzer sekilde
taranmis, bilesiklerin neden olduklar1 DNA metilasyonu CRED-RA ydntemi ile taranmistir. Bu
yaklasimda gDNA ’larin restriksiyon endoniikleazlar1 kesimi ile elde edilen DNA fragmentleri
ile kesim yapilmamis gDNA’lar PZR ile ¢ogaltilmistir. Standart ¢ogaltim i¢in tasarlanan primer
(~20-mer oligoniikleotid) ¢iftlerine gore ¢ok daha kisa olan GC igerigi %50 nin {izerinde olan
primerlerin (10-mer oligoniikleotid) kullanildigi PZR’de, tek primerin daha diisiik sicaklik
derecelerinde (<50°C) genomda birden fazla rastgele bolgelere baglanma olanagi
saglandigindan, ¢ok sayida ve dinamik bantlama profili elde edilebilmektedir (Sahin ve dig.,

2014). Analiz, g6zlenen bir ¢ogaltim {iriniintin diger 6rneklerdeki varligi ve/veya yoklugunun

" MICys dozu uygulanmis 6rnek sonuglarinin, madde uygulanmamis kontrol’e gore degerlendirilmesi.

8 MIC75 dozu uygulanmis drnek sonuglarimin, ilgili aseton konsantrasyonu uygulanmis normalizasyon grubuna gére degerlendirilmesi.

® kili antifungal ajan uygulanmis 6rnek sonuglarinin, madde uygulanmams kontrol’e gore degerlendirilmesi.

10 kili antifungal ajan uygulanmis 6rnek sonuglarinin, ilgili aseton konsantrasyonu uygulanmis normalizasyon grubuna gére degerlendirilmesi.
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degerlendirildigi skorlama yaklagimiyla ger¢eklestirilmektedir. Ayn1 boyutta olup ¢ok diisiik
miktarda oldugundan silik gozlenen DNA fragmentlerinin analizde skorlamaya alinmasi
polimorfik bantlarin daha hassas analizini saglarken yontemin tekrarlanabilirlik 6zelligini
siirlamaktadir. Cok sayida ¢ogaltim triinii eldesini sagladigindan bu yontem, mutasyonlarin
belirlenmesine ve DNA polimorfizminin degerlendirilmesine olanak sagladigi ve diistik
maliyetli oldugu icin tercih edilmektedir (Atienzar ve Jha, 2006). Tez calismasinda silik
gbzlenen bantlarin ¢ogaltim iirlinlerinin skorlamasina dahil edilmesi ¢alismanin sinirliligini
olusturmustur. Analizlerde kontrol grubuna goére farklilik gosteren bantlar polimorfik bant
olarak degerlendirilmis, restriksiyon kesimi olmaksizin gDNA’larin kalip olarak kullanildig:

PZR sonrasi olusan bant profilindeki polimorfik olanlar ile % GTS degeri hesaplanmistir.

Tebukonazol, karbendazim, fludioksonilin ve bu bilesenlerin ikili uygulamalarina maruz kalan
F. graminearum referans susu PH-1’de genomik dizi kararliligi %79.629-100 oraninda
korunurken, F. culmorum referans susu FCUK99’un genomik dizi kararliligi %75.925-100
oraninda korunmustur. Tebukonazol+fludioksonil ikili uygulamasinda PH-1in, karbendazimin
MIC2s dozu ile karbendazim+fludioksonil ikili uygulamalarinda ise FCUK99’un genomik
kararliligin1 korudugu (%100) saptanmustir. Her iki referans susta da en yiiksek genomik dizi
kararsizligma (100 - % GTS) yol agan madde fludioksonil olmustur; MIC7s dozu PH-1’de
%20.371, MIC2s dozu ise FCUK99’da %24.075 oraninda genomik dizi kararsizligina yol
acmustir. Bu degerler; Yoriik (2018) tarafindan tetrakonazol uygulanan F. graminearum’daki
%86.73 genomik dizi kararlilig1 ve Teker ve dig. (2021) tarafindan a-thujone uygulanan F.
graminearum’daki %89.33 genomik dizi kararligi degerlerinden daha diisik bulunmustur.
Tezde ylizsek dozda fludioksonil uygulamasinin tetrakonazol ve o-tujona gore F.
graminearum’da daha yiiksek genomik dizi kararsizligina yol agtigi da ortaya konmustur.
Gazdagl ve dig. (2018) kamfor etkisine maruz birakilan F. graminearum ve F. culmorum’da
genomik dizi kararliliginin %66.27-97.60 araliginda korundugunu gostermislerdir. Bu degerler,
tez caligmasinda tekli kullanilan antifungal ajanlarin ve bu maddelerin ikili kombinasyonlarmin
her iki tiirde de kamfora gore daha diisiik oranda genomik dizi kararsizligina neden oldugunu
goOstermektedir. Tebukonazol ve karbendazimin tekli uygulama dozlarmm PH-1’de FCUK99’a
gore daha ¢ok genomik dizi kararsizligina yol a¢tig1 belirlenmistir. Tebukonazol, karbendazim
ve fludioksonilin her iki tiir i¢in tekli uygulama dozlarinin neden oldugu genomik dizi
kararsizligi ortalamasi %0-15.371 deger araliginda, bu bilesiklerin ikili uygulamalarinin neden

oldugu genomik dizi kararsizlii ise %0-3.509 deger araliginda bulunmustur. Elde edilen bu
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veriler iki tiirde de ¢aligmada kullanilan bilesiklerin tekli uygulamalarinin, ikili uygulamalara

gore daha yiiksek genomik dizi kararsizli§ina yol actigini1 gostermistir.

Antifungal ajan uygulamalarindan sonra gergeklestirilen CRED-RA analizi ile olusturulan bant
profillerinde % polimorfizm degerleri, Harshitha ve Nair (2020)’in de kullandig1, polimorfik
bant sayilarmin total bant sayilarina oranlanarak elde edilen hesaplama yaklasgimi ile
belirlenmistir. Calismada kullanilan tiim antifungal ajanlarin ve ikili kombinasyonlari; F.
graminearum (PH-1)’da %9.836-32.580 Hpall polimorfizmi ile %10-24.444 Mspl
polimorfizmine, F. culmorum (FcUK99)’da %6.451-43.956 Hpall polimorfizmi ile %6.521-
43.956 Mspl polimorfizmine neden olmustur. PH-1 i¢in en diisiik Hpall polimorfizm degerine
karbendazim+fludioksonil maruziyeti, en yiiksek degere ise tebukonazol+karbendazim
maruziyeti yol agmustir. En diisiik Mspl polimorfizmi fludioksonilin MIC2s ve MICso
dozlarindan, en yiikksek polimorfizm karbendazimin MIC7s dozundan elde edilmistir.
FcUK99’da en diisiik Hpall ve Mspl polimorfizm degerleri tebukonazol+fludioksonil ikili
uygulamasi, en yiiksek deger ise fludioksonilin MIC7s doz uygulamasi yol agmistir. Ayni
restriksiyon endonikleazlari ile ¢alisan Gazdagh ve dig. (2018), kamforun MICso dozunun F.
graminearum’'da %55.50 Hpall ve %38.50 Mspl polimorfizmini; F. culmorum’da ise %2.86
Hpall ve %18.34 Mspl polimorfizmini bildirmislerdir. Kamforun MICso dozuna goére tez
caligmasinda kullanilan antifungallerin ve ikili kombinasyonlarmin tim dozlarmin F.
graminearum’da daha az polimorfizme yol agtig1 ortaya konmustur. a-tujonun MICso dozu
uygulanmig F. graminearum ile yapilan bir bagka ¢alismada da Yoriik (2018) Hpall ve Mspl
polimorfizm degerlerini sirastyla %28.92 ve %36.42 olarak bildirmistir. a-tujonun MICso
dozuna gore karbendazimin MICso dozu ve karbendazim+tebukonazol uygulamasmin daha
yuksek Hpall polimorfizmine yol ac¢tig1, tiim dozlarin ise daha az Mspl polimorfizmine sebep
oldugu ortaya konmustur. Tez caligmas1 kapsaminda tekli antifungal ajan uygulamalarindan
fludioksonilin her dozu FcUK99’da PH-1’e¢ gore daha fazla polimorfizme yol agmistir.
Antifungal ajanlarin ikili kombinasyonlarinda ise tebukonazol+karbendazim uygulamasi her
iki susta da fludioksonilli kombinasyonlara gére daha fazla % polimorfizme sebep olmustur.
Tebukonazol+karbendazim uygulamasi ile fludioksonilin MIC2s ve MICso doz uygulamalari
karsilastirildiginda ikili uygulama ile iki susta da daha yiiksek polimorfizm oranlar1 elde

edilmistir.
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Genom boyunca hedef restriksiyon bolgelerindeki metilasyon tipleri; renstriksiyon
endonukleazlari ile elde edilen DNA fragmentlerine ait ¢ogaltim iiriinlerinin olusturdugu bant
profilindeki ayni1 boyuttaki bantlarin varligina gore tanimlanmistir. Hpall ve Mspl
endonukleazlarinin kesim profilleri ¢ift zincirli DNA’nin her iki zincirindeki veya tek
ipligindeki hedef bolge metilasyon tipini belirlemeye olanak saglamaktadir (McClelland ve
dig., 1994; Reyna-Lopez ve dig., 1997). Bu enzimlerin hedef aldig1 CpCpGpG bolgelerindeki
C’lerin metillenmemis formlar tip I, DNA tek zincirinin C’lerinde metillenmis formu tip II,
sadece igteki C’nin her iki zincirde de metillenmis formu tip Il ve ¢ift zincirin her iki dig
C’ninde gozlenen formu tip IV metilasyon olarak degerlendirilir (Zhao ve dig., 2015).
DNA’nin hedef bolgelerdeki ¢ift zincirde gergeklesen metilasyon, tam metilasyon; tek
zincirinde gerceklesen ise yar1 metilasyon olarak adlandirilmaktadir (Karan ve dig., 2020). Tez
caligmasi kapsaminda yapilan analizlerde F. graminearum ve F. culmorum ’un genomunda tip
IV metilasyon formunun baskin olarak tasindigi gozlendi. Elde edilen bulgu aymi Fusarium
tirlerinde tip IV metilasyonunun baskin oldugunu bildiren iki ¢alisma bulgusu ile uyumlu
bulundu (Gazdagh ve dig., 2018; Teker ve dig., 2021). Bu iki ¢alismadan farkli olarak, tez
kapsaminda, F. graminearum ve F. culmorum’un tasidig1 metilasyon tiplerinin oranlari ile
birlikte tebukonazol, karbendazim, fludioksonilin ve bu bilesenlerin ikili uygulamalarinin sebep
oldugu metilasyon tip degisimleri de belirlendi. Tebukonazol, karbendazim, fludioksonil ve
ikili uygulamalara ait deney gruplarinda kontrole gore; tip II ve tip III metilasyon tasima

oraninda tip I ve tip IV’e gore daha fazla degisim olmustur.

F. graminearum ve F. culmorum ic¢in kontrole gore en fazla tip I metilasyon oraninda artis
tebukonazoliin MICzs doz uygulamasinda belirlenmistir. Tip I metilasyonunda en fazla azalma
F. graminearum igin fludioksonilin MICs, F. culmorum igin ise karbendazimin MICzs
uygulamasinda tespit edilmistir. Aktif madde uygulamalari ayr1 ayr1 ele alindiginda;
tebukonazolin MIC2s dozu her iki susta da kontrole gore metilasyonu azaltmistir.
Karbendazimin tiim dozlarmmin PH-1’de metilasyonu azaltirken; FCUK99’da restriksiyon
bolgelerindeki metillenmeyi arttirdigr belirlenmistir. Fludioksonilin MICso dozu her iki susta
da kontrole gore metilasyonu azaltmistir. Tiim ikili uygulamalarin her iki susta da tip I

metilasyon degerini arttirdig1, yani hedef bolgelerdeki metilasyonu azalttigi bulunmustur.

F. graminearum icin kontrole gore en fazla tip 1l metilasyon oraninda artis karbendazimin

MIC7s, azalma ise MICzs doz uygulamasinda belirlenmistir. F. culmorum’da kontrole gore en
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fazla tip II metilasyon orani artis1 karbendazimin MIC7s dozundan, azalmasi ise tebukonazoliin
MIC7s uygulamasindan kaynaklanmistir. Tanima bolgesindeki C’den metil grubunun ayrilmast
(bu durumda tip I metilasyonu oraninda artis gozlenir) veya ayni bolgedeki karsi zincirde
bulunan C’ne yeni bir metil grubu eklenmesi (bu durumda tip IV metilasyonu oraninda artis
go6zlenir) sonucunda tip II metilasyonunun oraninda azalmay1 agiklamaktadir (McClelland ve
dig., 1994; Karan ve dig., 2012). Aktif madde uygulamalar1 ayr1 ayri1 ele alindiginda;
tebukonazoliin her iki susta da tip II metilasyon oraninda artisa (IC7s dozu uygulannig FCUK99
hari¢) sebep olmustur. MIC7s dozu uygulanmis FCUK99’un metilasyon profili incelendiginde;
kontrole gore tip Il metilasyonu azalirken, tip IV metilasyonunda goreceli olarak degisim
(<%0.5) ve tip I’deki artig tebukonazoliin bu dozunun FCUK99’da DNA metilasyonunu
azalttigini ortaya koymustur. Tebukonazoliin her iki susta da tip III metilasyon oraninda artisa,
tip [V metilasyon oraninda ise azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir. Karbendazimin her iki
susta da tip II metilasyon oraninda doza bagli artisa (IC2s dozu uygulanmig PH-1 harig) sebep
oldugu, bununla birlikte; PH-1"in tagidigi tip I metilasyon oranini arttirdigi gosterilmistir.
FcUK99’da karbendazimin MICso ve MIC7s doz uygulamasinin sebep oldugu metilasyon
profili incelendiginde; kontrole gore tip II metilasyonu artarken, tip IV metilasyonu goreceli
olarak degismis (<%0.5), tip I’deki azalma ile DNA metilasyonunun artmis oldugu sonucuna
ulagilmistir. Bu degisimin, madde etkisiyle daha 6nce bu bdlgede var olmayan metilasyondan,
yani de novo metilasyonun gergeklesmis olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Karbendazim uygulamalarinda her iki susta da tip III’te doza bagli azalma oldugu ancak kontrol
ile kiyaslandiginda MIC7s uygulamalart disinda tip III’G arttirdigi ortaya konmustur.
Fludioksonilin MIC2s dozunun kontrole gore PH-1 genomunda tip II’yi azaltirken tip I ve tip
IV’i arttirdigi, MICso ve MIC7s dozlarinin ise sadece tip II'yi arttirdigi gozlenmistir.
FcUK99’da ise doza bagli tip II metilasyonunu arttirdig1 ancak kontrol ile kiyaslandiginda tip
I’y1 azalttigi bulunmustur. Bununla birlikte MICso uygulamasinda kontrole gére meydana
gelen tip III azalmas tip I ve tip IV teki artis ile kiyaslandiginda ¢ift zincirin i¢ C’lerinde olan
metillenmeye ek dis C’de de metilasyon oldugu sonucunu desteklemektedir. Ikili
uygulamalardan tebukonazolt+karbendazim iki referans susta da kontrole gore tip II'yi
azaltirken tip I’i arttrmistir. Bu uygulama ile FCUK99’un tasidigi tip Il ve tip Il
metilasyonunun azalma orani tip I ve tip IV ile karsilastirilmis; tam metilasyonun korundugu,
yar1 metilasyonun azaldigi, buna bagli olarak da bu uygulamanin tek zincirde gergceklesen DNA

metilasyonunu azalttig1 ortaya konmustur. Bu aktif bilesenlerin tekli uygulamalarindan farkh
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olarak ikili uygulamasinin DNA metilsayonununda azalma ile sonug¢landigi sdylenebilir.
Fludioksononil’in PHI1’deki ikili uygulamalarinin neden oldugu metilasyon tiplerindeki
degisimler incelendiginde, tebukonazol+fludioksonil uygulamasinin tip I metilasyonun oranini
arttirdigi ve tip IV oranini azalttig1 tespit edilmistir. Bu durum tam metilasyonlu ¢ift zircirdeki
metillenmis C’lerden birinde metil grubunun ortadan kalktifi seklinde yorumlanabilir.
Tebukonazol+fludioksonil uygulamasinin FCUK99’un metilasyon profilinde kontrole gore
meydana gelen degisim anlamli bulunmamistir (<%1). Karbendazim+fludioksonil ikili
uygulamasinin kontrole gore tip I, tip II ve tip III’te artisa, tip IV’de ise azalmaya yol agtig
gozlenmistir. Bu metillenme profilinde, tip III ve tip IV’iin es zamanli degisiminde, kesim
bolgesindeki her iki zincirde metillenme olmasi ve her iki C’den dista olanlarin metil grubunu
kaybetmesi etkili olmaktadir. Fludioksonoil’in ikili uygulamalart FCUK99’un metilasyon
profilinde kontrole gore diisiik miktarda (<%1) degisime yol agmistir. Harshitha ve Nair
(2020)’in prednizonun F. oxysporum iizerindeki etkisini arastirdiklar1 ¢aligsmalarinda aktif
bilesigin kontrol gruplarina gore tip I ve tip Il metilasyon oranlarini arttirdigini, tip 11 ve tip IV

metilasyon oranlarimi diisiirdiiglinii rapor etmislerdir.

Tini ve dig. (2021) F. graminearum’da gergeklestirdikleri genomik tarama ¢aligmasinda, DNA
metilasyonu tarafindan diizenlenen, kodlama yapan ve transkripsiyonu diizenleyen 1024
bolgeyi belirlemislerdir. DNMT lerin aktivetisinin artmasi ile DNA metilasyonunda artig, DNA
demetilazlarin etkisi sonucu DNA metilasyonunda azalma meydana gelmektedir (Steward ve
dig., 2002; He ve dig., 2020). DNA metilasyonundaki artis, heterokromatin yapisin1 daha
kararli hale getirerek gen transkripsiyonunu baskilayict bir etki gosterebilecegi gibi, DNA
metilasyonundaki azalma hetorokromatin yapisini daha kararsiz hale getirerek transkripsiyonel
aktiviteyi arttirabilir (Rountree ve Selker, 2010). Filamentli mantarlarda yapilan transkriptom
ve metilom caligmalar1 DNA metilasyonunun agirlikli olarak gen anlatimini baskiladigini
ortaya koymustur (Zemach ve dig., 2010; Mishra ve dig., 2011; Bewick ve dig., 2019). Cevre
kosullarmin degisimi DNA metilasyonu degisimlerine yol agarken ayni zamanda sekonder
metabolitlerin iiretim profilini de etkilemektedir (Gardiner ve dig., 2009). Bu durum DNA
metilasyonunun sekonder metobolit {iretimi ile ilgili gen boélgelerinin anlatimini
diizenlemesiyle iligkilendirilebilir (Zhu ve dig., 2015; Li ve dig., 2017). Bonner ve dig. (2021)
DNA metilasyonundaki azalmanin F. graminearum’da spor {iretimini baskiladigi; trikotesen,
fusaoktaksin ve zearalenon iiretimi ile ilgili sinyal yolaklarin aktivesini arttirdigini bildirmis,

patojenin bitkiyi enfekte etme hiz1 artarken (viriilans), iiretilen sekonder metabolitlerindeki (15-
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ADON) azalmayr DNA metilasyonundaki artis ile iliskilendirmiglerdir. Ayrica, DNA
metilasyonu artisinin F. graminearum’da hiicre gelisimini ve patojenite seviyesini etkiledigini
ortaya koymuslardir. 1192366 numarali TUBITAK 1001 projesi kapsaminda tebukonazol,
karbendazim, fludioksonilin ve bu maddelerin ikili uygulamalarinin PH-1 ve FcUK99’da spor
olusumunu engelledigi tespit edilmistir. Spor olusumunun baskilanmasinda antifungal ajanlarin
neden oldugu metilasyon profili degisiminin rol almis olabilecegi tez kapsamindan elde edilen

verilerle desteklenmistir.

Liu ve dig. (2010) yaptiklart ¢aligmada, F. graminearum’da tebukonazoliin ergosterol
biyosentezini ve hiicre metabolizmasini diizenleyen genlerin anlatim seviyelerini degistirdigini
bildirmislerdir. Benzer sekilde yiiksek lisans tez g¢alismasinda da tebukonazoliin MICz7s
dozunun PH-1’de neden oldugu metilasyon artist antifungal ajanin etki mekanizmasindaki gen
anlatimi seviye degisimleri ile iliskili bulunmustur. Kang ve dig. (2001) F. culmorum’da
tebukonazoliin, miselyumlarda hiicre duvarinda bulunan kitin ve -1,3-glukanin seviyesindeki
azalmay1, morfolojik ve sitokimyasal analizler ile gostermislerdir. Bonner ve dig. (2021 de
DNA metilasyonunun Fusarium tiirlerinde fenotipi etkiledigini bildirmektedir. Tez
caligmasinda belirlenen, FCUK99’da tebukonazolin MICsp dozunun sebep oldugu metilasyon
oranindaki artis, tebukonazoliin antifungal etki mekanizmalarindan biri olan hiicre
metabolizmasini diizenleyen genlerin transkripsiyonunda neden olduklart baskilanmay1

destekler niteliktedir.

Yiiksek lisans tezi ¢iktilart ve TUBITAK proje ciktilart bir arada degerlendirildiginde, DNA
metilasyonu artiginin sonucu olarak; virulansin artabilecegi, sekonder metabolitlerin iiretiminin
baskilanabilecegi gen anlatimindaki azalma ile hiicre metabolizmasinin etkilenebilecegi
sonucuna ulasilmistir. Tebukonazol, karbendazim, fludioksonilin ve bu maddelerin ikili
uygulamalarinin F. graminearum ve F. culmorum referans suslarinin tiremesini inhibe ettigi,
spor fiiretimini baskiladigt 119Z366 numarali TUBITAK 1001 projesi kapsaminda
bildirilmigtir. Kullanilan antifungal ajanlarin tekli uygulamalarinda belirli dozlarin DNA
metilasyonunu arttirdig1 ancak ikili uygulamalarin her iki sus icin de DNA metilasyonunu
azalttig1 tespit edilmistir. Calismada kullanilan antifungal ajanlarin ¢oklu kullanimi Fusarium
spp. ile miicadelede tercih edilse de referans suslarda DNA metilasyon seviyesini azaltmasi
bakimimdan negatif etki olusturabileceginden diger antifungal ajan etkilesimleri i¢in yeni

denemelerin yapilarak etkinliklerinin degerlendirilmesi Onerilmektedir. Karbendazimin tiim
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dozlarinin FCUK99’da metilasyon seviyesini arttirdigi, PH-1"de ise azalttig1 belirlenmistir.
Karbendazimin F. graminearum’da mikotoksin tiretimini arttirma ihtimalinin de bulundugu
g0z Ontine alinarak bu fitopatojenle miicadelede kullanilmalidir. Tebukonazol ve fludioksonilin
tekli uygulamalarinda; MIC7s dozlar1 PH-1’de DNA metilasyonunda artis1 tetiklemis,
FcUK99’da tebukonazoliin MICso ve fludioksonilin MICzs dozu metilasyon seviyesini
arttirmigtir. S6z konusu dozlarin Fusarium spp. ile miicadelede kullanilmasi durumunda
sekonder metabolitlerden mikotoksin tiretimini baskilayarak da miicadeleyi destekleyecegi

diistiniilmektedir.

Gergeklestirilen yiiksek lisans tez ¢alismasi kapsaminda yaygin kullanilan antifungal ajanlarin
ve bu maddelerin ikili kombinasyonlarmin F. graminearum ve F. culmorum referans suslarinda
yol actig1 restriksiyon bolgelerindeki DNA metilasyonu degisimleri arastirilmis, metilasyon
tiplerinin % degisimi degerlendirilmis ve genomik kararsizliga olan etkisi ortaya konmustur.
Elde edilen bulgular, antifungal ajanlarin genomik dizi kararliligin1 ve genomdaki metilasyon
seviyelerini degistirerek genomik kararsizliga yol actigini gostermis, degisime sebep olabilecek
etkenler tartisilmistir. Yiiksek lisans tez calismasindan elde edilen ¢iktilar literatiire katki
saglayacak; F. graminearum ve F. culmorum’da genomik Kkararsizligin sebep oldugu
degisimlerin incelenecegi transkriptomik, proteomik ve diger ileri diizey yeni projelere temel

olusturacaktir.
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