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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

KARBENDAZIMIN DNA METILASYONU UZERINDEKI ETKIiSININ
Fusarium’da ARASTIRILMASI

Sule INAN KENAR

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danmisman : Prof. Dr. Glulruh ALBAYRAK

Yiiksek lisans tezi kapsaminda, fungusit aktif bileseni karbendazimin bitki patojeni Fusarium
culmorum’un DNA metilasyonuna etkisi bisiilfit dizileme ve enzime bagli immunosorbent
analiz (ELISA) yontemi ile arastirildi.

Karbendazimin bu tiiriin referans susunda (FcUK99) hiicre canliligma etkisi, fungal biiyiime
oraninin belirlenmesi ve akridin turuncusu/etidyum bromiir ikili boyama yaklasiminin
kullanildig1 floresan mikroskobu goriintiilemesi ile ortaya kondu. ilk olarak, aktif ajanin
FcUK99’un biiyiimesini tamamen durduran minimum inhibitér konsantrasyonu (MIK) 2.8
ng/mL olarak belirlendi. Karbendazimin MIKzs (0.7 pg/mL) ve MiKso (1.4 pg/mL) degerleri
fungal tiremeyi swrasiyla % 38.4 ve % 71.1 inhibe etti. Doz artisina bagl olarak dogrusal
biiylime oranlarindaki azalma istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) bulundu. Karbendazim ile
muamele edilmis orneklerde hiicrelerin yesilden sariya ve saridan turuncuya liiminesansinin
floresans mikroskobu altinda goézlemlenmesi, bilesigin artan dozlarmmn hiicre canliligini
azalttigim  gosterdi. Karbendazimin apoptotik siirece benzer Olim mekanizmasini
tetikleyebildigi hiicresel diizeyde gosterildi.

Karbendazim uygulanmis (MiK2s ve MiKso) ve uygulanmamis &rneklerin gDNA’lar1 izole
edildikten sonra hepsi sodyum bistlfit ile muamele edildi. Elde edilen tek iplikli kodlanan ve
kalip DNA’lardan f2-tubulin geninin 311 ve 307 b¢ uzunlugundaki bolgelerinin ¢ogaltimi,
sirastyla Tub2-bs-1 ve Tub2-bs-2 primer g¢iftleri kullanilarak PZR ile gergeklestirildi. Sodyum
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bistilfit uygulanmamig gDNA’larin ¢ogaltimi1 Tub2 ileri ve geri primerleri ile gerceklestirildi
ve 1312 be¢’lik DNA fragmentleri elde edildi. Kodlanan ve kalip DNA ipliklerden elde edilen
PZR fdrlinleri Sanger yontemiyle c¢ift yonli olarak dizilenirken, bisiilfit uygulanmamis
orneklerin DNA’larindan ¢ogaltilan iiriinler tek yonlii olarak dizilendi. Bisiilfit uygulanmis ve
uygulanmamis deney gruplarina ait amplikonlarin NCBI veri tabanindaki f2-tubulin gen dizisi
ile hizalama analizleri karbendazimin S2-tubulin’de yer alan CpG adaciklarinda metilasyona
neden olmadigini gosterdi.

FcUK99 susunun tiim genom 5-metilsitozin igerigi ELISA yontemi kullanilarak % 0.49 olarak
belirlendi. MiKzs ve MiKsy karbendazim maruziyeti kontrole kiyasla tiim genom
metilasyonunu sirastyla  %79.6 ve %232.7 oraninda artirdi. Aktif bilesigin artan
konsantrasyonlarmin neden oldugu hipermetilasyon istatistiksel olarak anlamli bulundu
(kontrol vice versa MiKzs, p<0.001; kontrol vice versa MiKso, p<0.0001).

Sonug olarak bu ¢alismadan elde edilen bulgular, karbendazimin F. culmorum’un g2-tubulin
hedef geninin CpG adaciklarinda DNA metilasyonuna neden olmadigini, ancak bu tiirde tiim
genom diizeyinde DNA metilasyonunu asir1 diizeyde artirdigimi ortaya koydu. Karbendazimin
epigenomik etkilerine iligkin bulgular, bu antifungal aktif bilesigin DNA metilasyonu ile
fungisit direncine katkida bulunabilme potansiyelinin oldugunu, bu durumda da genomik
damgalama yoluyla gelecek nesillere lateral olarak aktarilabilecegini diistindiirdii. Yiksek
lisans tezinin ¢iktilari, Fusarium kontroliinde en sik karsilagilan sorunlardan biri olan fungisit
direncinin 6nlenmesinde epigenetik mekanizmalarin 6nemini ortaya koymustur.

Haziran 2024, 74 sayfa.

Anahtar kelimeler: Fusarium culmorum, karbendazim, DNA metilasyonu, bisulfit dizileme,
ELISA
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION of the EFFECT of CARBENDAZIM on DNA
METHYLATION in Fusarium

Sule INAN KENAR

Istanbul University
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Within the scope of the master’s thesis, the effect of carbendazim fungicide active compound
on DNA methylation of the plant pathogen Fusarium culmorum was investigated by bisulfite
sequencing and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method.

The effect of carbendazim on cell viability in the reference strain (FCUK99) of this species was
revealed by the determination of fungal growth rate and fluorescence microscopy imaging using
the acridine orange/ethidium bromide dual staining approach. At first, the minimum inhibitory
concentration (MIC) of the active agent, that completely suppresses the growth of FCUK99,
was determined as 2.8 pg/mL. MICys (0.7 pg/mL) and MICso (1.4 pg/mL) values of
carbendazim inhibited fungal growth by 38.4% and 71.1%, respectively. The decrease in linear
growth rates due to dose increase was statistically significant (p<0.0001). The observation of
the luminescence of cells from green to yellow and from yellow to orange in carbendazim-
treated samples under the fluorescence microscope indicated that increasing doses of the
compound reduced cell viability. It was displayed that carbendazim could trigger a death
mechanism similar to the apoptotic process at the cellular level.

After genomic DNA isolation of carbendazim-treated (MIC2s and MICso) and non-treated
samples, all gDNAs were exposed to sodium bisulfite. Amplification of 311 and 307 bp length
regions of the £2-tubulin gene from generated single-stranded coding DNA and template DNA
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was performed by PCR using Tub2-bs-1 and Tub2-bs-2 primer pairs, respectively. The
amplification of non-sodium bisulfite treated gDNAs was carried out using Tub2 forward and
reverse primers and produced the 1312 bp length DNA fragment. PCR products obtained from
coding and template DNA strands were sequenced bi-directionally while products amplified
from non-bisulfite-treated samples were unidirectional by the Sanger method. Alignment
analyses of amplicons belonging to bisulfite treated and non-treated experimental groups with
the f2-tubulin gene sequence in the NCBI database demonstrated that carbendazim did not
cause the methylation on CpG islands located in £2-tubulin.

Whole genome 5-methylcytosine content was determined as 0.49 % by using ELISA method.
MICzs and MICso carbendazim exposure increased whole genome methylation at 79.6% and
232.7%, respectively, compared to the control. Hypermethylation caused by increasing
concentrations of the active compound was found statistically significant (control vice versa
MICas, p<0.001; control vice versa MICsg, p<0.0001).

In conclusion, findings obtained from this study revealed that carbendazim did not cause DNA
methylation in the CpG islands of the f2-tubulin target gene, but excessively increased DNA
methylation at the whole genome level in F. culmorum. Findings related to the epigenomic
effects of carbendazim made us think that this antifungal active compound has the potential to
contribute to fungicide resistance through DNA methylation, in which case it can be laterally
transmitted to future generations through genomic imprinting. The outputs of the master thesis
showed the importance of epigenetic mechanisms in preventing fungicide resistance, one of the
most common problems in the control of Fusarium.

June 2024, 74 pages.

Keywords: Fusarium culmorum, carbendazim, DNA methylation, bisulfite sequencing, ELISA
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1. GIRIS

Fusarium turleri, dinya genelinde ekonomik 6neme sahip kiglk taneli tahil bitkilerinde
hastalik olusturarak kalite ve verim kayiplarina neden olmaktadir (Matny, 2015; Shude ve dig.,
2020). Tarmmsal alandaki kayiplarin yani sira bu tiirler iirettikleri mikotoksinleri ile insan ve
hayvanlarin sagligini da olumsuz yonde etkilemektedir (Summerell, 2019). Bu nedenlerden
dolayi tarimsal alanlarda Fusarium tiirleri ile miicadele biiyiik 6nem tasimaktadir. Bitki patojeni
bu tiirler ile miicadelede kullanilan en etkili ve en yaygin yontem fungusit uygulamasidir (Lucas
ve dig., 2015). Fungusitler, mantarlarin temel yasamsal faaliyetlerinde rol oynayan farkli
hiicresel mekanizmalar {izerinde antifungal etki gostermektedir (Pierre ve dig., 2002; Russell
ve dig., 2005). Fitopatojenik mantarlarda fungusit aktif bilesen kullanimu ile iligkili epigenetik
mekanizmalarin rolleri hakkinda smirli bilgi bulunmaktadir (Yin ve dig., 2023). TUBITAK
KBAG tarafindan desteklenen 1197366 numarali “Zirai ilaglarin Aktif Bilesiklerinin Fusarium
Turlerindeki Antifungal Etkilerinin Hicresel Gosterimi ve Direng Seviyelerinin Molekdler
Mekanizmalarinin Arastirilmasi” baghkli aragtirma projesinde, karbendazim aktif bileseninin
etkileri Fusarium’un referans suslar1 ve tarla izolatlarinda genomik, transkriptomik ve
epigenomik diizeyde arastirilmistir. Epigenomik etkiler, yalnizca metilasyon desenindeki
degisiklikleri inceleyen CRED-RA (ing., coupled restriction enzyme digestion-random
amplification) yontemi ile taranarak epigenetik mekanizmanin etkinligi hakkinda smirl veri

elde edilmistir.

Yiiksek lisans tez ¢alismasinda, karbendazimin F. culmorum’da DNA metilasyonuna etkisi
bistlfit dizileme ve enzime bagli immunosorbent analiz (ELISA) yontemleri ile incelenmistir.
Bu kapsamda, aktif ajan uygulamasi sonrasi tiiriin referans susunun (FcUK99) f2-tubulin
geninin DNA metilasyon profili ve tim genom duzeyinde DNA metilasyon seviyesi
belirlenmistir. Karbendazimin DNA metilasyonu tizerindeki etkilerinin belirlenmesi, antifungal
ajanlar ile Fusarium tiirlerine karg1 miicadelede epigenetik hedefli yeni arastirma projelerine

veri saglamasi agisindan 6nemlidir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. EPIGENETIK

Epigenetik, DNA’da nukleotid dizi degisimleri olmaksizin modifikasyonlar araciligiyla gen
anlatimi degisimlerine yol acan kalitsal degisiklikleri inceleyen bilim dalidir. Epigenetik
diizenlemeler, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve kii¢lik kodlanmayan RNA’larin
(ing., small non-coding RNA; sncRNA) yer aldigi ii¢ temel mekanizma araciligiyla
gerceklesmektedir (Sekil 2.1) (Dubey ve Jeon, 2016; Wei ve dig., 2016).
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Sekil 2.1: Epigenetik diizenlemelerin (i¢ temel mekanizmasinin gosterimi
(Yan ve dig., (2010)’dan alintilanarak diizenlenmistir).

Histonlarin translasyon sonras1t modifikasyonlar1 gen anlatiminin diizenlenmesinde énemli rol
oynayan epigenetik mekanizmalardan biridir (Elias-Villalobos ve dig., 2019). DNA molekuld,
histon proteinlerinin bir araya gelerek olusturdugu, iki H2A-H2B dimeri ve bir H3-H4
tetramerinden olusan histon oktomerinin etrafina sarilarak paketlenmektedir (Dubey ve Jeon,
2016). Histon proteinleri N-terminal kuyruklarindaki genellikle lizin, arjinin ve serin amino
asitlerinde yer alan kimyasal gruplarin uzaklastirilmas1 veya metil ve asetil gibi kimyasal
gruplar ile degistirilmesini igeren asetilasyon, fosforilasyon, metilasyon, ubikitinasyon,
ribosilasyon ve sumolasyon mekanizmalar1 ile modifiye edilmektedirler (Brosch ve dig., 2008).
Farkli histon modifikasyonlari, genlerin aktivasyonuna ya da inaktivasyonuna yol agarak gen
anlatimmi farkli seviyelerde etkilemektedir. Asetilasyon, ubikitinasyon ve fosforilasyon
genellikle transkripsiyonun artmasina neden olurken, sumolasyon genellikle transkripsiyonun

azalmasina neden olmaktadir (Brosch ve dig., 2008; Chinnusamy ve Zhu, 2009; Chen ve dig.,



2017). Metilasyon ise hedef aminoasit dizisine ve baglanan metil grubu sayisina gore
transkripsiyonun artmasina ya da azalmasina yol a¢gmaktadir (Biancotto ve dig., 2010).
sncRNA’lar histon modifikasyon sureglerinde yer alan histonlar1 modifiye eden enzimlerle
etkileserek bu enzimleri hedef gen bdlgelerinde toplayarak gen anlatiminin baskilanmasina

neden olmaktadir (Simon ve Meyers, 2011; Szczepanek ve Tretyn, 2023).

DNA metilasyonu, DNA molekiliinde bulunan sitozinin (ing., cytosine; C) kimyasal
modifikasyonu yoluyla genomu diizenleyen en yaygin epigenetik mekanizmalardan biridir.
DNA’daki C bazmmin 5. pozisyonunda yer alan karbona DNA metil transferaz (DNMT)
enzimleri tarafindan metil grubunun transfer edilmesi 5-metilsitozin (5mC) olusumu (Sekil 2.2)
ile sonuclanan metilasyon bicimidir (Martienssen ve Colot, 2001; Nai ve dig., 2021). DNA
metilasyonu, genellikle genin promotor bolgesinde, tekrarli elementler ve CpG (ing., sitozin; C
phosphate; p, guanin; G) adaciklarmin yogun oldugu bolgelerde meydana gelerek gen
anlatiminin  baskilanmasma yol acabilmektedir. Okaryotlarda DNA metilasyonu X
kromozomunun inaktivasyonu, genomik imprinting ve hiicre farklilasmasi gibi ¢esitli biyolojik

stireclerde rol oynamaktadir (Golbabapour ve dig., 2011).
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Sekil 2.2: DNMT tarafindan C’ye metil grubunun transfer edilmesi ile
SmC olusum mekanizmasimin gosterimi (Luczak ve dig.,
(2006)’dan alintilanarak diizenlenmistir).

Mantarlarda bulunan DNMT ler ilk olarak Neurospora crassa’da tanimlanmstir. Bu enzimler
DIM-2 (ing., deficient in methylation-2) ve RID (ing., repeat-induced point (RIP) deficient)
olarak kisaltilmaktadir. Yapilan filogenetik analizler, her iki DNMT enziminin DNMT-1 ailesi
tiyesi oldugu ve RID’in DIM-2’den 6nce evrimlestigini ortaya koymustur. DIM-2, replikasyon
sonrasi yeni sentezlenen DNA zincirine metil grubunun eklenmesinden sorumlu olup kalitilan
DNA metilasyonunda gorev alirken RID ise de novo metilasyon olusumundan sorumludur.

Bazi1 mantar tiirlerinde bulunan DNMT-5 de de novo metilasyonu ile SmC olusumunu kataliz



etmektedir (Sekil 2.3). Mantar DNMT’lerinin fungal gelisim, patojenite ve sekonder
metabolizma siireglerinin diizenlenmesinde rol oynadiklar1 bilinmektedir (Bonner ve dig.,

2021; Nai ve dig., 2021).
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Sekil 2.3: Mantarlarda kalitilan ve de novo DNA metilasyon olusumunu
gosteren sema (Yu ve dig., (2011)’den almtilanarak diizenlenmistir).

2.1.1. DNA metilasyonunu belirleme yontemleri

DNA metilasyonu, kullanilan yonteme dayali olarak bir gene ya da lokusa 6zgiin tespit

edilebildigi gibi tiim genom diizeyinde de belirlenebilmektedir.

Gene veya lokusa Ozgiin metilasyonu belirlemek amaciyla gelistirilen DNA metilasyonu
yontemlerinin temelinde genellikle sodyum bisiilfit uygulamasi yer almaktadir (Golbabapour
ve dig., 2011). Sodyum bisiilfit muamelesi ile DNA’da yer alan metillenmis C’ler degisime

ugramazken metile olmamis C’ler U’ya donlismektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: Sodyum bisiilfit uygulamasi ile C’nin U’ya doniisiimiiniin gosterimi
(von Meyenn, (2022)’den alintilanarak diizenlenmistir).

Doniisim sonras1 metilasyon, meydana gelen bu nukleotid farkliliginin polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) temelli yontemler kullanilarak tespit edilmektedir (Sasaki ve dig., 2003).



Lokus 0zglin metilasyonun belirlenmesinde kullanilan metilasyon 6zgiin PZR (ing.,
methylation-specific PCR; MSP) yonteminde; metillenmis ve metillenmemis DNA bdlgeleri
Ozgin primer ¢iftleri kullanilarak ¢ogaltilmakta ve agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenebilmektedir. Ancak bu yaklagim sadece metilasyonun varligmi ve yoklugunu

belirlemeye olanak tanimaktadir (Chen ve dig., 2017; Pajares ve dig., 2021).

Sodyum bistilfit doniisiimii sonras1 gergeklestirilen PZR temelli bisiilfit dizileme yonteminde
ise DNA’da yer alan her bir CpG adacigindaki C’lerin metilasyon durumu ayrmntili olarak
belirlenebilmekte ve metilasyon yogunlugunun kantitasyonu gergeklestirilmektedir (Darst ve
dig., 2010; Dai ve dig., 2024).

Endonukleaz enzim kesimine dayali yontemler ile de lokusa 6zgiin DNA metilasyonu tespit
edilebilmektedir. Bu yontemde DNA iizerinde 06zgilin dizileri taniyarak kesim yapan
restriksiyon endonukleazlar1 kullanilmaktadir. Bu endonukleazlarin kesim etkinligi CpG
adaciklarinda 5mC’nin bulundugu konuma gore degiseceginden enzim muamelesi sonrasi
farkli boyutlarda fragmentler elde edilmektedir. Farkli DNA metilasyon tipleri, gDNA’larin
endonukleazlar ile kesiminin ardindan gergeklestirilen PZR analizi ile rastgele bdlgelerinin
cogaltilmas1 sonucu elde edilen bant profilleri degerlendirilerek belirlenmektedir (Li ve
Tollefsbol, 2011; Fu ve dig., 2012). Bu yontem sadece enzimin tanima noktasinda meydana

gelen degisim hakkinda bilgi verici olmaktadir.

Genom diizeyinde 5mC’lerin  belirlenmesinde HPLC (Yiksek Performansli Sivi
Kromatografisi), MS (Kutle Spektrometrisi) ve immin c¢oktirme gibi yontemler de
kullanilmaktadir. HPLC ve MS gibi kromatografik yontemler uzun sure, yiksek maliyet ve 6zel
ekipman ihtiyac1 gerektirmektedir (de Oliveira ve dig., 2020; Gupta ve dig., 2022). Immiin
¢Oktiirme yonteminde ise olusturulan antijen-antikor komplekslerinin ¢oktirilmesi sonucu
gorundr hale getirilmesi ile DNA metilasyonu sadece kalitatif olarak belirlenebilmektedir
(Mohn ve dig., 2009). Duyarlilig1 diisiik olan bu yontem yiiksek miktarda DNA kullanimin1
gerektirmektedir (Karpova ve Umemori, 2016). Bu yontemlere alternatif olarak kullanilan
ELISA yontemi ile metile DNA’nin varlig1 6zgiin antikor kullanimi ile tiim genom diizeyinde
hem kalitatif ve hem de kantitatif olarak hizli ve yliksek duyarlilikta belirlenebilmektedir. Bu
yaklasim az miktarda DNA’yla ¢aligma olanagi saglamasi ve DNA’daki metilasyonu belirleme

hassasiyetinden dolay1 kullanimda tercih edilmektedir (de Oliveira ve dig., 2020).



2.1.1.1. Bisulfit Dizileme Yontemi

Bisiilfit dizileme ilk olarak Frommer ve ark. (1992) tarafindan tanimlanan DNA metilasyonu
belirleme teknigidir. Bu yontemde DNA molekiiliinde yer alan 5mC’lerin metile olmamis
C’lerden ayirt edilmesi ile DNA metilasyonu tespit edilmektedir. Bisulfit dizileme yontemi
sirastyla sodyum bisiilfit uygulamasi, PZR ¢ogaltimi ve dizileme olmak iizere {i¢ temel agsamay1
icermektedir. Bisiilfit dizileme islemi i¢in ¢ift iplikli DNA (ing., double stranded DNA;
dsDNA) ornekleri ilk olarak sodyum bistlfit ile muamele edilerek metillenmemis C’ler

deaminasyon yoluyla U’ya doniistiiriiliir (L1 ve Tollefsbol, 2011; Toparslan ve dig., 2015).

Bisulfit dontisiiml sonras1 PZR igin tek iplikli DNA’ya (ing., single stranded DNA; ssSDNA)
Ozgiin primerler tasarlanir. CpG dizilerinin metillenmemesi durumunda, bisiilfit uygulamasi
sonrast C baz1 U bazina doniistiiriilecegi ve PZR sirasinda C’ler yerine T’ ler ¢ogaltilacagindan,
primer tasarimi sirasinda oligonukleotidler icerisindeki C’ler T nukleotidleri ile degistirildikten
sonra primer sentezi gergeklestirilir. Bistilfit doniisiimii islemi sonras1t DNA iplikleri artik
birbirine tamamlayici olmadiklarindan bir primer ¢ifti ile sadece bir DNA ipliginin ¢cogaltimi
gergeklestirilmektedir. Geri primer, donistiiriilmiis DNA’ya baglanirken, ileri primer geri
primer tarafindan olusturulan yeni iplige baglanarak ¢ogaltim saglanmaktadir (Sekil 2.5) (Live

Dahiya, 2002; Tusnady ve dig., 2005).
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Sekil 2.5 Sodyum bisiilfit doniisimi sonrasi ileri ve geri primer giftleri
kullamilarak PZR ile kodlanan (Iplik A) ve kalip (Iplik B) DNA ipliklerinin
cogaltimi (Gahlaut ve dig., (2002)’den alintilanarak diizenlenmistir).

Bisiilfit doniisiimi sonrasi, hedef dizilerdeki T nukleotidi bollugundan dolayr PZR’de oda
sicakhiginda inaktif haldeyken yiiksek sicakliklarda aktive olan bir enzim kullanilmaktadir.



Enzimin bu 6zelligi sayesinde primer dimer olusumlarmin 6nlenmesi ve T’ce zengin bolgeden

yiiksek 6zgiilliikte iirlin ¢ogaltimi saglanmaktadir (Farrell, 2009).

PZR ile elde edilen ¢ogaltim iiriinlerinin dizilemesi Sanger yontemi ile yapilmaktadir
(Kurdyukov ve Bullock, 2016). Sanger yonteminde, deoksinukleotidler ile birlikte reaksiyon
ortamma eklenen nukleotidlerin tek tipteki dideoksi formlar1 in vitro DNA replikasyonu
sirasinda DNA polimeraz tarafindan secici olarak eklendiginde zincir uzamasi o noktada
sonlandirmaktadir (Alex ve dig., 2020). Dizileme sirasinda DNA’daki 5SmC’ler C olarak
okunurken, metilasyona ugramamig C’ler T olarak okunacagindan bisiilfit uygulamasi
yapilmayan DNA 6rnegiyle, bistilfit doniisiimii tamamlanmig DNA O6rnekleri karsilastirilarak
metilasyon saptanmaktadir. Bisiilfit dizileme yontemi ile gen diizeyinde ya da tiim genomdaki

metilasyon profilleri belirlenebilmektedir (Hebestreit ve dig., 2013).

2.1.1.2. ELISA Yontemi

ELISA yontemi, 1971 yilinda iki farkl arastirma ekibi Engvall ve Perlmann ile Van Weemen
ve Schuurs tarafindan es zamanli olarak gelistirilmistir. ELISA, biyolojik sivilardaki antijenin
ya da antikorun varligini ve konsantrasyonunu tespit etmek i¢in antikorlar1 ve enzim aracili

renk degisimini kullanan immunokimyasal bir 6l¢iim yontemidir (Walker, 1987).

ELISA yontemi ile tayin edilecek maddeler yap1 ve 06zellik agisindan farklilik
gosterebildiginden, kolorimetrik 6l¢iimlerden alinan sinyalin daha hassas bigimde saptanmasini
saglayan farkli ELISA yontemleri gelistirilmistir. Bu yontemler dogrudan, dolayli, sandvig ve
yarismal1 olarak adlandirilmaktadir (Sekil 2.6). Dogrudan ELISA, diisiik duyarliliga sahip
oldugundan yiiksek molekiil agirligima sahip antijenlerin miktarmin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu yontemde enzim ile etiketli bir antikor ya da antijen kullanilarak 6rnekteki
antijen veya antikorun miktar1 belirlenmektedir. Dolayli ELISA’nin dogrudan ELISA
yonteminden farki, 6l¢iim yapilacak antijeni belirleyecek antikorun birincil antikora baglanan
ikincil antikor olmasidir. Dogrudan ELISA’ya gore bu yontem yiiksek duyarlilifa sahiptir.
Sandvi¢ ELISA yontemi diger yontemlere gore daha yiiksek duyarliliga sahip olmasina ragmen
yiikksek maliyet gerektirir ve zaman alicidir. Bu yontemin sandvi¢ olarak adlandirilmasmin
nedeni ilgili antijenin iki antikorun arasinda yer almasidir. Yarismali ELISA’da, 6rnek antijeni
ve enzim ile etiketli antijen veya antikor molekulleri, kuyucuklardaki antijen ya da antikorlara

baglanmak igin birbirleriyle rekabet halindedir. Ornekteki antijen miktar1 ile renklenme



arasinda ters orant1 oldugundan antijen miktar1 yiiksek oldugunda diisiik absorbans, diisiik

oldugunda yliksek absorbans elde edilmektedir (Gan ve dig., 2013; Aydin, 2015).

Bu ¢aligmada, tiim genom diizeyinde 5mC’lerin miktar tayini i¢in uygun maliyetli ve yiiksek
duyarliliga sahip dolayli ELISA yontemi temelli ticari bir kit (MethylFlash™ Methylated SmC
DNA Quantification) kullanilmistir. Bu yontemin c¢aligma prensibine gore, DNA’lar yiiksek
DNA afinitesine sahip olacak sekilde hazirlanmis kuyucuklara baglama ¢ozeltisi ile
eklenmekte, ardindan plakalar inkiibasyona birakilarak gDNA’larin kuyucuklara baglanmasi
saglanmaktadir. Birincil antikorun ortama eklenmesiyle meydana gelen antijen-antikor
kompleksi, enzim ile etiketli ikincil bir antikor eklenerek gorinir hale getirilmektedir. Daha
sonra ortama enzimin substrati ilave edilerek renk olusturulmakta ve ardindan mikroplaka
okuyuculu spektrofotometrede absorbans okunarak kolorimetrik olarak OD Olglimi
yapilmaktadir. Elde edilen OD degerlerinin kit yonergesinde yer alan formiillere yerlestirilmesi
ile SmC’lerin igerigi belirlenmektedir. SmC’lerin miktar1 dlgiilen OD yogunlugu ile dogru

orantilidir.
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Sekil 2.6: ELISA yonteminin cesitlerinin gdsterimi (Boster Bio, (2024)’ten
alintilanarak diizenlenmistir).

2.2. BITKi PATOJENi MANTARLAR

Mantarlar, ¢ok hiicreli ya da mayalar gibi tek hiicreli formda olabilen c¢ok cesitli tiirleri
kapsayan okaryotik organizma grubudur (Naranjo-Ortiz ve dig., 2020). Diinya ¢apinda ¢esitli
bitkilerde enfeksiyona yol agan yaklagik 8000 mantar tiirii bitki patojeni olarak bilinmektedir
(Xu, 2022). Genellikle sicak ve nemli iklimlerde goriilseler de tiim iklim tiplerinde bitkilerdeki
cesitli hastaliklardan sorumlu olmaktadirlar (Prapagdee ve dig., 2008; Nikitin ve dig., 2023).
Diinyadaki temel bitkisel besin kaynaklarindan arpa, bugday ve misir gibi tahillarda meydana
gelen hastaliklarin %70-80°1 bu patojenik mantarlardan kaynaklanmaktadir (Peng ve dig.,



2021). Bu tiirler iirlin kalitesi ve verimini 6nemli dlciide azalttig i¢in yillik yaklasik %14 {iriin
verimi kaybina neden olarak kuresel ekonomiyi olumsuz yonde etkilemektedir (Anand ve
Rajeshkumar, 2022).

Fitopatojenik mantarlar, konak organizmadaki beslenme bicimlerine ve patojenik yasam
tarzlarina gore smiflandirilmaktadir. Biyotrofik patojenler (biyotroflar) enfekte ettikleri
bitkilerden kendisi i¢in gerekli besin maddelerini organizmanin Gliimiine yol a¢gmadan
saglamaktadir. Biyotroflarin yasamini siirdiirmesi konak bitkinin canli kalmasma baghdir.
Nekrotrofik mantarlar, biyotroflarin aksine enfekte ettikleri bitkiye zarar vererek bitki
hiicrelerinin 6liimiine neden olmaktadir. Bu iki yasam bi¢imine ek olarak, hemibiyotrofik
yasam bi¢iminde olanlar enfeksiyonun erken asamalarinda biyotrofik, enfeksiyonun ilerleyen
asamalarinda da nekrotrofik ozelliklerinden dolayr bitki dokularinin Gliimiine neden

olmaktadirlar (Horbach ve dig., 2011; Doehlemann ve dig., 2017; Abaci-Ginyar, 2017).

Bitki patojeni mantarlar, bitkide hastaligin ilerlemesine katki saglayan mikotoksin olarak
adlandirilan sekonder metabolitleri iiretmektedir (Horbach ve dig., 2011). Bu toksinler, bitkide
cogunlukla solgunluk, nekroz, yaprakta leke gibi semptomlara yol agmakta, bitkinin saglikli
gelisim gostermesi ve bliylimesini sinirlamaktadir (Peng ve dig., 2021). Mikotoksinler sadece
bitkileri degil, bulastig1 yiyecekleri tliketen insan ve hayvanlar Gizerinde de toksik etkilere neden
olmaktadirlar (Ji ve dig., 2019). Glinlimiizde 400’den fazla mikotoksin oldugu bilinmektedir.
Bunlar mantarin kdkeni, yapisi, islevi ve biyolojik etkileri agisindan gesitlilik gostermektedir
(Daou ve dig., 2021; Pavlenko ve dig., 2024). Tahil kontaminasyonuna neden olan
mikotoksinler arasinda trikotosenler, zearalenon, okratoksin A, fumonisinler ve aflatoksinler,

patulin, sitrinin, ergot, fusarik asit ve fusarinler yer almaktadir (Adeyeye, 2016).

2.2.1. Fusarium cinsi

Fusarium, filogenetik analizlerle tanimlanmis en az 300 farkl: tiirii igeren en biiyiik filamentli
bitki patojeni mantar cinsidir (O’Donnell ve dig., 2015; Olmez ve Tunali, 2019). Bu grubun
bitkilerde hastaliklara neden olan iiyeleri, bitki kdkleriyle parazitik ya da saprofitik yagsam siiren

toprak kaynakl fitopatojenik mantarlar olarak bilinmektedir (Nelson ve dig., 1994).

Fusarium tiirleri, g¢esitli tahil bitkilerinin yaninda birgok siis, tarla, bah¢e ve orman bitki
tiirlerinde de farkli hastaliklara neden olmaktadir (Sharma ve dig., 2018). Ozellikle arpa,

bugday ve musir gibi kiiciik taneli tahillarda hastalik olusturarak iiriin kalitesini ve verimini
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biiyiik 6l¢iide azaltmaktadir. Bitkilerde Fusarium basak yanikligi, kok ve kok bogaz giiriikligi
tarimsal alanda verimi diisiirerek yiiksek ekonomik kayiplara yol agan en 6nemli hastaliklardir
(Abdallah-Nekache ve dig., 2019). Bu nedenlerden dolay1, Fusarium fitopatojenik mantarlar
arasinda en ¢ok ekonomik kayba yol acan 10 cins arasinda yer almaktadir (Timmusk ve dig.,
2020).

Gunlimuzde Fusarium tiirleri diinyanin tiim cografi bolgelerinde- genellikle toprakta ve bitki
artiklar1 iizerinde, havada, suda ve canli bitkiler iizerinde yaygin olarak bulunmakta, iklim
degisimi etkisiyle de hastaliklara yol agmaktadir (Nikitin ve dig., 2023). Fusarium tiirlerinden
bazilar1 konak bitkiye dogrudan bulasirken bazi tiirler yaralanan bitkiye bulasabilmektedir.

Yaralanma, bitkiyi Fusarium enfeksiyonuna karsi hassas hale getirmektedir (Zakaria, 2023).

Fusarium tdrleri mikotoksinleri en ¢ok iireten fitopatojenler arasinda yer almaktadir
(Ekwomadu ve dig., 2021). Fusarium’un 50°den fazla tiiriiniin ¢esitli mikotoksinleri tirettikleri
bildirilmektedir (Adeyeye, 2016). En ¢ok calisilan Fusarium mikotoksinleri trikotesenler,
fumonisin B1, zearalenon, fusarinler ve fusarik asittir. Trikotosenler, bitkilere ve hayvanlara
kars1 yiiksek toksisiteleri nedeniyle en iyi sekilde tanimlanmis mikotoksin sinifidir. T-2 toksini
ve HT-2 toksini A tipi trikotesenler grubunda yer alirken, deoksinivalenol (DON), nivalenol
(NIV), 4-asetilnivalenol  (4-ANIV), 3-asetildeoksinivalenol (3-ADON) ve 15-
asetildeoksinivalenol (15-ADON) B tipi trikotesenler grubuna dahildir. Dinya genelinde,
kiigiik taneli tahil bitkilerindeki DON’un baslica nedeninin Fusarium tdrleri oldugu
bildirilmistir (Ji ve dig., 2019; Perincherry ve dig., 2019).

Fusarium tiirleri hem eseyli ve hem de eseysiz olarak iireyebilmektedir (Sekil 2.7). Eseysiz
ireme ¢ tir mitotik spor (makrokonid, mikrokonid, klamidospor) araciligiyla
gerceklesmektedir. Makrokonidler, sporodokya olarak adlandirilan yapilarda {iretilirken
mikrokonidler ise hava hifleri tarafindan iiretilmektedir. Mikrokonidlerin varlig: tiir tanisinda
kullanilan 6nemli bir 6l¢iittiir. Fusarium tiirleri ortamda uygun bir konak bulunmadiginda uzun
slire hayatta kalmalarini saglayan kalin duvarl klamidosporlar1 tiretmektedir. Klamidosporlar
tekli, ikili, zincir veya kiimeler halinde tagmabilmektedir (Nelson ve dig., 1994; Ma ve dig.,
2013). Eseyli iireme, Mat 1-1 ve Mat 1-2 esem allellerinin her ikisini de tasiyan homotallik
olarak adlandirilan tiirler tarafindan gergeklestirilmektedir. Bu tiirler kendi {irettigi sporlar
aracilig1 ile zigot olusturup eseyli olarak iireyebilmektedir. Heterotallik tiirler ise esem

allellerinden sadece birini bulundurduklarindan eseyli iiremek icin farkli esem allelini tagiyan
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tiirlere ihtiya¢ duymaktadir (Yun ve dig., 2000). Fusarium tiirlerinde eseyli tireme, iki haploid
hiicrenin  birlesmesiyle gerceklesmektedir. Haploid miselyumlarin sitoplazmalarinin
kaynasmas1 (plazmogami) ile dikaryotik (iki haploid c¢ekirdek) hucre meydana gelmektedir.
Haploid ¢ekirdekler birleserek (karyogami) diploid yapida zigot ¢ekirdegini olusturmaktadir.
Daha sonra diploid zigot mayoz bolinme gecirerek haploid yapida askosporlari meydana
getirmektedir. Askosporlar peritesyum adi verilen yapi igerisindeki askus kesesinde sekizli
gruplar halinde iiretilmektedir (Ma ve dig., 2013; Samanta, 2015).

Eseysiz lireme Eseyli iireme

Capraz dollenme

GQO Makrokonid \ k
A Z ‘.
\\‘/

,' '/ Mikrokon a <«———> Haploid miselyum

4 Klamidospor

Sekil 2.7: Fusarium tiirlerinde eseyli ve eseysiz iireme (Ma ve dig.,
(2013)’ten alintilanarak diizenlenmistir).

2.2.2. F. culmorum

F. culmorum 6zellikle tahil bitkilerinden bugday ve arpada olusan Fusarium basak yanikligi
(FBY) ve kok ve kok bogazi ciiriikliigli hastaliklarinin baglica etmenidir (Scherm ve dig., 2013;
Cepni ve dig., 2013). Genellikle 1liman, sicak ve nemli iklime sahip bolgelerde yaygin olarak
bulunan bu tiir, yurdumuzda Akdeniz, Marmara, Ege, Karadeniz ve i¢ Anadolu Bélgelerinde
yayilim gostermektedir (Schilling ve dig., 1996; Backhouse ve Burgess, 2002; Yoriik ve dig.,
2016; Tok ve Arslan, 2016). Bu patojen, bitki dokularinda baslangicta kisa bir biyotrofik yasam
dongiisiindeyken, bitki hiicre duvarmni bozan enzimleri iireterek nekrotrofik yasam dongiisiine

gecmektedir (Scherm ve dig., 2013).

FBY, genellikle yagisli doneme denk gelen ciceklenme zamaninda ortaya ¢ikmaktadir. Bu
hastalik basak igerisindeki taneleri enfekte ederek bugdaymn dane kalitesi ve verimini
azaltmaktadir (Mert-tiirk ve dig., 2013). FBY Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Cin ve

Kanada gibi bir¢ok iilkede ve yurdumuzda bugdaydaki verim kayiplarmin en énemli nedeni
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olarak bildirilmistir (Tunali ve dig., 2006; Koycii, 2021). Kok ve kdk bogazi ¢iiriikligi kokte
lezyonlar, yapraklarda sararma ve solma semptomlarina yol agmaktadir. Semptomlarin toprak
iistii organlara ulagsmasi genellikle bitki 6liimii ile sonuglanmaktadir (Williamson Benavides ve

Dhingra, 2021).

F. culmorum ile enfekte bitkilerde hastaligin ilerlemesi ile birlikte patojen tarafindan farkli
cesitteki mikotoksinler de bol miktarda iiretilerek bitki dokularinda birikmektedir. DON ile
asetilenmis tiirevleri, T-2 toksini, NIV ve 4ANIV, zearalenon ve fusarinler F. culmorum
tarafindan en ¢ok iiretilen mikotoksinlerdir (Wagacha ve Muthomi, 2007; Scherm ve dig.,

2013).

F. culmorum kisa, kiit uglu, kavisli, nispeten kalin duvarli ve genellikle 3-5 bdlmeli olan
makrokonidler iiretmektedir. Genellikle bol miktarda ve hizli sekilde tiretilen klamidosporlar1
hifler arasinda oval ya da kiiresel sekillidir. Klamidosporlar tekli, zincirler veya kiimeler halinde
de gozlenebilmektedir. Bu tiirde eseysiz iireme makrokonidler ve hiflerden ya da
makrokonidyumdan farklilasan klamidosporlar araciligiyla saglanmaktadir. Mikrokonidler ise
belirli kiiltiirel kosullar disinda olusmamaktadir. F. culmorum, patates dekstroz agar (PDA) besi
ortaminda optimum 25 °C sicaklik kosulunda hava miselyumu ile hizli bir sekilde tiremektedir.
Miselyumlar genellikle agik sari, kirmizi ya da beyaz olarak gézlenmektedir. Yaslanmis olan
kiiltiirlerde ise turuncu ya da kirmizi-kahverengi renkte sporodokya yapisi ortaya ¢ikmaktadir.
Tek esem alleli tasidigr igin F. culmorum’da eseyli ¢ogalma gergeklesmez (Nelson ve dig.,
1994; Wagacha ve Muthomi, 2007; Scherm ve dig., 2013).

2.3. Fusarium ile MUCADELEDE FUNGUSIT KULLANIMI

Fusarium turleri ekonomik agidan 6nemli bitkilerin neredeyse tamaminda ¢esitli hastaliklara
neden olarak {iriin kayiplarma yol actigindan lizerinde en ¢ok ¢aligilan bitki patojeni mantarlar
arasindadrr (Glenn ve dig., 2007). Diinya capinda genis alanlarda etkili olmasi, kiiresel
ekonomik kayiplarin ciddi boyutlara ulasmasina neden olmaktadir (Leslie ve Summerell, 2013;
Nikitin ve dig., 2023). Bu nedenlerden dolay: tarimsal alanda Fusarium ile mucadele buyik
onem tagimaktadir. Fusarium tiirleri ile etkin miicadelede diinya ¢apinda kullanimi siklikla ve
yaygm olarak tercih edilen yaklasim fungusit uygulamasidir (Yoriik, 2018; Koycii, 2018;
McLaughlin ve dig., 2023). Fungusitler, hastalik etmeni olan mantar tiirlerini 6ldiiren veya

bliylime ve liremesini baskilayan kimyasal ajanlardir (Yoon ve dig., 2013; Thind, 2021).
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Fungusit aktif bilesenleri, fungal biiylime ve gelisimde rol oynayan oOnemli hiicresel
mekanizmalar tizerine etki ederek antifungal aktivite gostermektedir (Pierre ve dig., 2002;
Russell, 2005). Biyokimyasal etki bigimlerine gore fungusitler, mantarda hucresel solunumu,
mikrotubiil iglevini, ozmoregiilasyonu, metiyonin biyosentezini ve sterol biyosentezini
etkileyenler olmak {izere bes farkli kategoride siniflandirilmaktadir (Pierre ve dig., 2002).
Fungusitler uygulama kolayliklari, uygun maliyetli olmalar1 ve mantar {izerindeki yiiksek
etkinlikleri nedeniyle tarim alanlarinda Fusarium tiirlerine kars1 yaygin olarak kullanilmaktadir

(Gondal ve dig., 2012; Lucas ve dig., 2015).

Fungusitlerin fazla miktarda ve tekrarli kullanimlari, mantarin dogal biyolojik sistemlerinde
degisime yol agarak fungal direncin gelisimine neden olabilmektedir (Schmitt ve Seddon, 2005;
Yoon ve dig., 2013). Patojen mantarlardaki fungusit direnci gelisiminin 6nlenmesi ve fungisitin
etkinligi ve siirekliliginin saglanmasi agisindan uygun aktif bilesen dozlarinin belirlenmesi

onemlidir (Koycu, 2018).

2.3.1. Karbendazim

Metil benzimidazol karbamat (MBC) grubu fungusitler piyasaya sunuldugu 1970’lerin
basindan gliniimiize tarim alanlarinda patojenlerin gelisimini durdurarak mantar hastaliklarinin
kontrol edilmesi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Russell, 2005; Vela-Corcia ve dig.,
2018). Karbendazim [1H-1,3-benzimidazol-2-yl karbamat] FBY ’nin kontrolii i¢in ¢ogunlukla
bugday ekimi sirasinda uygulanan MBC sinifina ait fungusitlerden biridir (Bi ve dig., 2009;
Machado ve dig., 2017). Yurdumuzda da ¢ok uzun yillar bu amagla tarim arazilerine uygulanan
karbendazim Tarim ve Orman Bakanligi’nin Yasaklanan Bitki Koruma Uriinleri Aktif Madde
Listesi’nde! yer almustir. Ulkemizde ithalat ve imalat1 23.06.2017 tarihinde, kullanimi ise
01.01.2018 tarihinde sonlandirilmistir.? Ancak Tarrm ve Orman Bakanlhi tarafindan
25.07.2019 tarihli, 21817801-305.04.02.02-E.2265284 sayil1 ve “Goriis-RF/Ihracatta Yasakli
[lag” konulu yazisinda yurdumuzda yetistirilen ve ihrag edilen tarim iiriinlerinde karbendazimin
tespit edildigi rapor edilmistir.> Bununla birlikte 31 Ocak 2018 tarihli ve 30318 sayili Resmi
Gazete yazisinda* karbendazimin aktif bilesen olarak i¢inde bulundugu antifungal ilacin agik

ihale usulii alimu ile ilgili bildirime ulasilmigtir. Tiim bu belgeler karbendazimin llkemizde

L https://www.tarimorman.gov.tr/Konular/Bitki-Sagligi-Hizmetleri/Bitki-K oruma-Urunleri-Ve-Makinalari/Bitki-Koruma-Urunleri  [Ziyaret
tarihi: 23.04.2024]

2 https://aydin.tarimorman.gov.tr/Duyuru/205/Carbendazim-Aktif-Madde-Kullaniminin-Sonlandirilmasi [Ziyaret tarihi: 23.04.2024]

3 https://bianet.org/yazi/rusya-sayesinde-fark-ettigimiz-carbendazim-sorunu-211406 [Ziyaret tarihi: 23.04.2024]

4 https://www.resmigazete.gov.tr/ilanlar/eskiilanlar/2018/01/20180131-3.htm#A01 [Ziyaret tarihi: 23.04.2024]


https://www.tarimorman.gov.tr/Konular/Bitki-Sagligi-Hizmetleri/Bitki-Koruma-Urunleri-Ve-Makinalari/Bitki-Koruma-Urunleri
https://aydin.tarimorman.gov.tr/Duyuru/205/Carbendazim-Aktif-Madde-Kullaniminin-Sonlandirilmasi
https://bianet.org/yazi/rusya-sayesinde-fark-ettigimiz-carbendazim-sorunu-211406
https://www.resmigazete.gov.tr/ilanlar/eskiilanlar/2018/01/20180131-3.htm#A01
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Fusarium tiirlerinin de aralarinda yer aldigi patojenler ile miicadelede hala kullanildigini

gostermektedir.

Mikrotubiiller hiicre boliinmesi sirasinda kromozomlarin ayrilmasindan ve hiicre morfolojisinin
korunmasindan sorumlu olan hiicre iskeleti proteinleridir. Karbendazimin mikrotubiillerin ana
bileseni olan B-tubulin’e baglanarak polimerizasyonunu inhibe ettigi, f2-tubulin geni ile
etkilesime girerek mikrotubiil dinamiklerininin (mikrotubiiliin birlesme ve ayrilmasi)
bozulmasina yol acarak hiicre boliinmesinin durmasina neden oldugu bildirilmektedir (Singh

ve dig., 2016; Zhou ve dig., 2016).

Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan Ekonomi Bakanligi’na gonderilmis olan 13 Agustos 2017
tarinli ve 19793230-320.99-1981 sayili resmi yazisinda karbendazim kullanimmin insan ve
cevre saglig1 lizerinde birgok soruna yol agabilecegi bildirilmistir. Karbendazimin kullanim
miktart asildiginda kadin ve erkeklerde kisirliga yol agtigi, hormonal dengesizliklere neden
oldugu, sinir sistemini olumsuz etkiledigi ve genler Uzerinde toksik etkili oldugu tespit
edilmistir. Bunlarla birlikte piyasada ticari olarak ulasilan triinlin karbendazim ile birlikte
toksik etkili 1,2-fenildiamini (AE FO037197) icermesi de hem insanlar hem de cevre izerindeki
etkileri hakkinda endise verici olmaktadir. Tiim bu nedenlerden dolay1r karbendazimin
iilkemizde kullaniminin yasaklanmasina ragmen yurdumuzda yetisen tarim {iriinlerinde bu aktif

bilesigin tespit edilmesi saglik ve ¢evre lizerinde ciddi sorun teskil etmektedir.

Karbendazimin p2-tubulin’in {izerinde neden oldugu etkilerinin arastirilmasi, bu gende
meydana gelebilecek farkli epigenetik varyasyonlarin belirlenmesi ve bu degisikliklerin ileriki
nesillere aktarilmasiyla olas1 bir fungusit direncine yol agma potansiyeli bakimindan 6nemlidir.
Bu kapsamda yiiksek lisans tez ¢calismasinda fungusit aktif bilesiklerinden karbendazimin bitki
patojeni F. culmorum’da temel epigenetik mekanizmalardan DNA metilasyonu tizerindeki
etkisinin hem pB2-tubulin geninde hem de aktif ajanin farkli mekanizmalar iizerinde etKili
olabilecegi diisiiniilerek tiim genom diizeyinde sirasiyla bisiilfit dizileme ve ELISA yontemleri

ile arastirilmas1 amaglanmustir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. F. culmorum REFERANS SUSUNUN in vitro URETIMI

Yiiksek lisans tezi kapsaminda karbendazimin etkisi, Dr. Pierre Hellin’in (Louvain Katolik
Universitesi) Istanbul Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii kiiltiir
koleksiyonuna kazandirdigi F. culmorum UK99 (FcUK99) referans susu iizerinde arastirildi.
Derin dondurucuda (-80 °C) muhafaza edilen referans susun gliserol stogu sentetik nutrient
agar (SNA) besi ortamina (Tablo 3.1) ekilerek 25°C sicaklik ve %50 nem kosullarini saglayan
giindiiz/gece (16/8 saat) periyotlu iklimlendirme kabininde 7 giin siire ile canlandirildi. Siire
sonunda canlandirilan kiiltiirden steril kiirdan yardimi ile toplanan miselyum 6rnegi patates

dekstroz agar (PDA) besi ortamia (Tablo 3.1) ekilerek ayni kosullarda 7 giin boyunca tiretildi.

Tablo 3.1: F. culmorum UK99 referans susunun iiretiminde kullanilan besi ortamlar1 ve
icerikleri, pH 5.6.

Besi ortami Bilesenler Derisim (g/L)

KH,PO4 1

KCI 0.5

Sentetik Nutrient Agar (I;Nko ’ Ol )
(SNA) ukoz )

Sukroz 0.2

MgSO4.7H20 0.5

Agar 20

Patates Dekstroz Agar Patates dekstroz oziitii 15

(PDA) Agar 20

3.2. FcUK99 UREMESINIi INHIBE EDEN MINIMUM KARBENDAZIM
KONSANTRASYONUN BELIiRLENMESI

Karbendazim (Sigma 378674) aktif bileseni ticari yolla elde edildi ve 300 pg/mL
konsantrasyonunda olacak sekilde saf aseton icerisinde siispanse edilerek c¢oziildii.
Canlandirildiktan sonra 7 giin siire ile iiretilen fungal kiiltiirden 0.25 cm? miselyum plaklar1
alinarak karbendazimin 0.7, 1.4 ve 2.8 ng/mL konsantrasyonlarini igeren PDA’ya ekildi. Aktif
bilesen igermeyen besi ortaminda iiretilen ¢aliyma materyali ile kontrol grubu olusturuldu.
Deney ve kontrol gruplarmma ait kiiltiirlerde iireme 7 giin boyunca Bolim 3.1°de verilen

kosullarla sagland1.
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Karbendazimin F. culmorum referans susunda liremeyi durduran en diisiik konsantrasyon
degeri (minimum inhibitdr konsantrasyonu; MiK) belirlendi. MiK dozunun % 25°i (MIK2s) ve
% 50’si (MiKso) hesapland1 ve bu konsantrasyonlarda karbendazim iceren PDA besi ortamlari
ile deney gruplari olusturuldu. Kontrol ve deney gruplarini igeren kiiltiirlerde inkiibasyonun 4.
ve 7. giinlerinde radyal tireme ¢ap degerleri dlgiilerek dogrusal biiyiime oranlar1 (ing., linear
growth rate; LGR) mm/giin olacak sekilde hesaplandi. Karbendazim uygulamasinin yol agtigi
inhibisyon, MiK2s ve MIKso LGR degerlerinin kontrol grubunun LGR degerine oranlanmasi ile
belirlendi ve % cinsinden verildi. Deneyler li¢ biyolojik tekrarli olarak gerceklestirildi.
Belirlenen LGR degerlerinin ortalamalar1 alind1 ve veriler tek yonli ANOVA ile istatistiksel

olarak degerlendirilerek karbendazimin FcUK99’un tiremesini etkileyen dozlar1 ortaya kondu.

3.3. KARBENDAZIM ETKIiSININ FLORESAN MIKROSKOBU ile HUCRESEL
GOSTERIMIi

F. culmorum referans susuna ait kontrol ve deney gruplarmin PDA Kkiiltiirlerinden alinan
ornekler 500 pL 1x PBS (ing., phosphate buffered saline; 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 10 mM
NaoHPO4, 1.8mM KH2PO4) tamponu igeren 1.5 mL’lik mikrotiiplere aktarildi. Hiicre
fiksasyonu icin tlplere % 4 paraformaldehit ve % 0.1 Triton X-100 eklendi. Hiicreler 60 dk
boyunca oda sicakliginda karanlikta birakilarak fikse edildi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler
13000 rpm hizda 5 dk boyunca yapilan santrifiij ile ¢oktrildi. Hucreler 1.5 mL 1x PBS ile iKi
kez yikandiktan sonra 100 puL 1x PBS igerisinde siispanse edildi. Ardindan tiiplere 5 uL akridin
turuncusu/etidyum bromiir (at/etbr; 60 pug.mL™2/100 pg.mL™) floresan boyasi eklendi ve oda
sicakliginda karanlikta 5 dk inkiibe edildi. Stire sonunda hicreler 1.5 mL 1x PBS ile iki kez
yikanarak fazla boya uzaklastirildi. Hiicreler 100 pL 1x PBS ile siispanse edildi.
Karbendazimin hiicre diizeyinde neden oldugu apoptotik etki floresan mikroskobunda GFP (At
502/526 nm, Etbr 510/595 nm) ve Texas Red (595/613 nm) filtreleri kullanilarak goriintiilendi.

3.4. GENOMIK DNA iZOLASYONU ve ANALIiZi

Kontrol ve deney gruplarinm yedi giinliik kiiltiirlerinin genomik DNA’lar1 (gDNA), TNES
tamponunun kullanildig1 Doyle ve Doyle (1987) yontemi modifiye edilerek izole edildi. Bu
kapsamda kiiltiirlerden toplanan 50 mg yas miselyum 6rnegi porselen havan igerisinde 750 pL

TNES (pH 7.5; Tris 50 mM, NaCl 0.4 M, EDTA 100 mM (pH 8), SDS 0.5%) tamponu ile
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parcalanarak homojen hale getirildi. Homojenat steril mikrotiplere aktarildi ve iizerine 750 pL
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklendikten sonra birkag kez ters diiz edilerek karistirildi. 13000
rpm’de 2 dk santrifiij yapildiktan sonra iist sivi yeni bir mikrotiipe aktarildi. Tiiplere tist stvinin
2 kat1 hacimde saf etanol (-20°C) eklenerek -80°C’de 20 dk beklendi. 13000 rpm’de 1 dk
santriflij gerceklestirildikten sonra iist sivi uzaklastirilarak pellet kurumaya birakildi. Kurutma
isleminin ardindan pellet 200 pL destile su (dH20) icerisinde ¢ozdurildii. Uzerine 10 pL
RNazA (Macherey-Nagel, 10 mg/mL) eklendi ve 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi (her 5
dk’da bir tiipler ters diiz edilerek karistirildi). Tiiplere 200 pL kloroform:izoamil (24:1) eklendi,
birka¢ kez ters diiz edilerek karistirildi ve 13000 rpm’de 1.5 dk santrifiij edildikten sonra Gst
s1v1 yeni bir mikrotiipe aktarildi. Uzerine 1/10 hacim 3M NaOAC ve 2:1 hacim saf etanol (-
20°C) eklenerek -80°C’de 20 dk inkiibe edildi. 13000 rpm’de 1 dk santrifiij yapildiktan sonra
ist siv1 uzaklastirilarak pellet kurumaya birakildi. Kurutma islemi sonrasi gDNA’y1 iceren

pellet 50 pL dH20 ile su igerisinde ¢ozdirulda.

Izole edilen gDNA’lar spektral ve elektroforetik yontemler kullanilarak nitel ve nicel olarak
analiz edildi. Spektrofotometre cihazi ile gDNA’larin UV 1518 260 ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbans degerleri 6lgtildii. Cift iplikli DNA molekiilii i¢in 1 optik densite (OD)
degeri 50 ug/mL’ye karsilik geldiginden, gDNA miktar1 formiil 3.1°e gore hesaplandi (Maniatis
ve dig., 1982).

gDNA Konsantrasyonu (pug/mL): Aze0XSulandirim Oranix50 (3.2)

gDNA’larin saflig1 ise UV 15181mnin 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerlerinin
orant (A2e0/Az2g0) ile belirlendi. Bu orani 1.8-2.0 deger araliginda bulunan gDNA’lar saf olarak
kabul edildi (Maniatis ve dig., 1982).

Spektral yonteme ek olarak gDNA’larin miktar1 ve biitlinliigli agaroz jel elektroforezi
kullanilarak da kontrol edildi. Bu amagla 40 mL %]1’lik agaroz jel hazirland1. Jelin derisimine
gore agaroz tartilarak tris-asetat-EDTA (TAE) tamponunda (Tablo 3.2) ¢dzduruldi ve 2 pL
etidyum bromiir (10 mg/mL) eklendikten sonra jel kasetine dokiildii. Jelin polimerize olmasinin
ardindan izole edilen gDNA’lar ve molekiil agirliklar1 bilinen fragmentleri iceren DNA
standard1 (AHindIII, Thermo Scientific, SM0101, ABD) es zamanli olarak yilikleme tamponuyla
(Tablo 3.2) agaroz jele yiiklendi. Elektroforez 70 volt ve 110 amper sabit giicte gergeklestirildi.

Elektroforez sonrast gDNA’lar jel goriintilleme cihazi kullanilarak UV g1k altinda
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fotograflandi. gDNA’larin miktar1 ve biitiinliigl jelde ayrilmis DNA standardinin fragmentleri
ile karsilagtirilarak degerlendirildi.

Tablo 3.2: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlara ait bilesenler ve derisimleri.

Tampon Bilesenler Derisim
. Tris bazi 2

Trls-Ase;at-EDTA (TAE) Glasiyal asetik asit % 0.571
amponu EDTA(pH 8.0) 0.05 M
Tris-HCI (pH 7.6) 10 mM

Bromofenol Mavisi % 0.03

Yiikleme Tamponu (6x) Ksilen Siyanol FF % 0.03

Gliserol % 60

EDTA 60 mM

3.5. SODYUM BIiSULFIT DONUSUMU

Karbendazimin 7 giinliik fungal kiiltiirlerde neden oldugu epigenetik modifikasyonlardan DNA
metilasyonuna etkisi izole edilen gDNA’larm sodyum bisiilfit ile muamele edilmesi yoluyla
arastirildi. Sodyum bistilfit doniisiimii ticari kit (EZ DNA Methylation-Lightning™ Kit, D5030,
Zymo Research) kullanilarak gerceklestirildi. Doniisiim agamalarinda iiretici firmanin 6nerdigi
protokol takip edildi. Her bir gDNA 6rneginden 2000 ng’a karsilik gelecek hacimde 6rnek
almarak 0.2 mL’lik mikrotiiplere yerlestirildi. Tiiplerdeki hacim iki defa destile edilmis su
(ddH20) ile 20 pL’ye tamamlandi. Orneklerin iizerine 130 pL doniisiim reaktifi eklenerek pipet
yardimiyla karistirildi. Tiiplin kapaginda ve kenarlarinda damlaciklarin kalmamasi i¢in kisa
stireli santriftij islemi gerceklestirildi. Mikrotiipler termal dongii cihazina (Swift™ MiniPro®
Thermal Cycler) yerlestirildikten sonra 98°C’de 8 dk’lik denatiirasyon islemi sonrasi 6rnekler
54°C’de 60 dk bekletildi. Kolonlara 600 pL baglama tamponu eklendikten sonra toplama
tiiplerine yerlestirildi. Mikrotiip igerisindeki Ornekler baglama tamponu igeren kolonlara
aktarilarak kapaklar1 kapatildi ve birkag¢ kez ters diiz edilerek karistirildi. 12000 rpm’de 30 s
stire ile gergeklestirilen santrifiij sonrast toplama tiipiindeki sivi uzaklastirildi. Ardindan
kolonlara 100 pL yikama tamponu eklenerek 12000 rpm’de 30 s boyunca santrifiijlendi. Daha
sonra kolonlara 200 pL destlfonasyon tamponu eklenerek 15-20 dk boyunca oda sicakliginda
(20-30°C) inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi 12000 rpm’de 30 s santrifiij edildi.
Kolonlara 200 pL yikama tamponu eklenerek 12000 rpm’de 30 s santrifiij gerceklestirildi.
Yikama adimi bir kez daha tekrarlandi. Kolonlar 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine
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yerlestirildi ve 10 pL eliisyon tamponu eklendikten sonra 12000 rpm’de 30 s santrifiij edilerek

sodyum bisiilfit doniisiimii islemi tamamland1.

Bisiilfit uygulamasi sonrasi geri kazanilan metillenmemis sitozinleri timine dontisen tek iplikli
DNA’larin spektrofotometrik analiz ile miktar tayini RNA molekiilii i¢in 1 OD degeri 40
ng/mL’ye karsilik geldiginden formiil 3.2°ye gore gerceklestirildi (Maniatis ve dig., 1982).

ssDNA Konsantrasyonu (ug/mL): Aze0XSulandirim Oranix40 (3.2)

Doéntistim sonrast DNA’larin saflig1 ise UV 1518mm 260 ve 280 nm dalga boylarindaki

absorbans degerleri oranlanarak (A260/A280) belirlendi (Maniatis ve dig., 1982).

3.6. HEDEF GEN SECiMi ve PRIMER TASARIMI

Literatiirde karbendazim aktif bileseninin mikrotubiillerin ana bileseni olan tubulin dimerinin
B-tubulin alt birimine baglanarak hiicre boliinmesi siirecinde mikrotubiil olusumunu inhibe
ettigi bildirildiginden karbendazimin DNA metilasyonu yoluyla neden olabilecegi epigenetik
modifikasyonun ortaya konmasi amaciyla gergeklestirilecek bisiilfit dizileme yontemi igin f-
tubulin genleri hedef gen olarak secildi (Kara ve dig., 2019; Tarafder ve Datta, 2022). Hem f1-
tubulin hem de g2-tubulin geninin kodlanan ve kalip ipliklerine gére primer ¢iftlerinin tasarimi
yapildi. Ardindan oligonukleotidlerin AG degerleri karsilastirildi. Primer ¢iftlerinin
kullanilacagi PZR’ler ile ¢ogaltilacak iirtin boyutlar1 karsilastirildi. Son olarak ¢ogaltilacak
hedef bolgede yer alan CpG adacik sayilar1 kontrol edildi. Bu 3 6l¢iit bakimindan analizler
tamamlandiginda, 4.3 bashg altinda gerekgelendirildigi gibi, tez calismasi1 kapsaminda gen i¢i

metillenmis C’lerin belirlenmesi icin 2-tubulin geni hedef gen olarak secildi.

Sodyum bisiilfit doniisiimii sonrast gerceklestirilecek PZR i¢in primer tasarimi bisiilfit
doniisiim kiti iireticisinin énerdigi ¢evrimigi ara¢ olan “Free Bisulfite Primer Design Tool”®
progranu kullanilarak yapildi. Bu kapsamda &ncelikle NCBI veri tabanindan® (ing., National
Center of Biotechnology Information) F. culmorum susuna ait CP064749.1 aksesyon numarali
S2-tubulin geninin nukleotid dizilim bilgisine erisildi. Elde edilen nukleotid dizilimi FASTA

formatina cevrildikten sonra hem kodlanan hem de kalip DNA ipliklerine ait dizi bilgisi bu

5 https://zymoresearch.eu/pages/bisulfite-primer-seeker [Ziyaret tarihi: 01.04.2023]
6 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ [Ziyaret tarihi: 01.04.2023]


https://zymoresearch.eu/pages/bisulfite-primer-seeker
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ipliklerin ayr1 ayr1 cogaltilmasi i¢in programda yer alan veri giris penceresine yapistirildi. “GET
PRIMERS” komutu ile genin CpG adaciklarini icermeyen bdlgelerine 6zgiin primer ciftleri

tasarlandi.

Sodyum bisiilfit uygulamasi yapilmayan gDNA’larin PZR ile ¢ogaltiminda kullanilacak
oligonukleotid primerler cevrimici primer tasarlama araci olan “Primer 3”7 ile tasarlandi. Bu
kapsamda NCBI veri tabanindan elde edilen F. culmorum susuna ait CP064749.1 aksesyon
numaralt S2-tubulin geninin nukleotid dizilim bilgisi FASTA formatinda kopyalanarak
programa girildi. GC oran1 %50 olarak se¢ildikten sonra “Pick Primers” komutu ile a¢ik okuma
cercevesini (ORF) icine alacak sekilde Ozgiin primer ciftinin tasarimi gergeklestirildi.
Primerlerin erime sicakliklarmin birbirleriyle uyumuna ve yaklasik 20 niikleotit uzunlugunda

olmalarina dikkat edildi.

Farkli yaklasimlarla tasarimi yapilan her bir primer ¢ifti i¢in self-dimer, hetero-dimer ve hairpin
yapilarmi  olusturma olasiliklar1  “OligoAnalyzer”® programi ile kontrol edildi.
Oligonukleotidler i¢in AG degerleri kontrol edildi. AG degerlerinin -6 kcal/mol ile +2 kcal/mol
araliginda olmasi ¢ogaltimda uygun kriter olarak kabul edilmektedir. Bisiilfit doniisiimii sonras1
kodlanan iplik i¢in tasarlanan ileri primerin 15. pozisyonundaki T—A’ya, kalip iplik i¢in
tasarlanan ileri primerin 11. ve geri primerin 22. pozisyonundaki A—T’ye doniistiiriildiikten

sonra primer ¢iftleri hizmet alimi ile Triogen Biyoteknoloji firmasi tarafindan sentezlendi

(Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Bisiilfit doniisiimii sonras1 kodlanan ve kalip DNA ipliklerinin PZR ile ¢ogaltiminda
kullanilan primer ciftleri ve nukleotid dizileri. ssDNA: tek iplikli DNA (ing., single
stranded), dsDNA: cift iplikli DNA (ing., double stranded), bs: bisiilfit doniisiimii, i:Ileri
primer, g: Geri primer. Alt1 ¢izili nukleotidler uygun AG degerini saglamak {iizere
degistirilen nukleotidleri gdstermektedir.

Hedef DNA Primer Nukleotid Dizisi (5'—3") Uriin Boyutu (bg)
Kodlanan Tub2-bs-1 i: GAGGTGAGTATTAAATGTATTGTAATTG 311
ssDNA g: CAACTAAAAACCCTAAAAATAATCACAA
Kahp Tub2-bs-2 i: TTAGTTGGAATTTTTGAAGGTGGTTATAG 307
ssDNA g: AAATACCTATTACATTACAATTACAAATA
ds gDNA Tub2 i: ACAAACGCACACACACACACA 1312

g: AAGATGGCGGAACAAGCGA

7 https://primer3.ut.ee/ [Ziyaret tarihi: 01.04.2023]
8 https://eu.idtdna.com/calc/analyzer [Ziyaret tarihi: 01.04.2023]


https://primer3.ut.ee/
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer
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3.7. B2-tubulin GENININ PZR ile COGALTILMASI

S2-tubulin geninde meydana gelebilecek DNA metilasyonunu belirleyebilmek igin; sodyum
bistilfit ile doniisiimii tamamlanan deney grubu ve sodyum bisiilfit uygulamasi yapilmayan
kontrol grubu gDNA’larindan f2-tubulin geni ayri reaksiyonlar kurularak PZR ile ¢ogaltildi.
Her iki yaklasim i¢in kalip DNA yerine ddH20 igeren tlpler negatif kontrol grubu olarak
calismaya eklendi.

Sodyum bisiilfit doniistimii gerceklestirilen 25 ng DNA 6rnegi PZR uygulamasi i¢in; 1x PZR
tamponu (MyTaq), 10’ar pmol ileri ve geri primer (Tub2-bs-1 veya Tub2-bs-2), 1 U enzim
(MyTaq Hot-Start DNA Polimeraz) ile toplam 25 puL hacimde bir araya getirildi. 94°C’de 3 dk
On denatiirasyon sonrasi gen ¢ogaltimi 94°C’de 10 s, 52°C’de 25 s ve 72°C’de 20 s kosullarinin
toplam 35 dongii uygulamasi ile gergeklestirildi. 72°C’de 5 dk son uzama asamasi ile son uzama
reaksiyonlar1 tamamlanarak A2-tubulin genindeki hedef bolge ¢ogaltildi. Sodyum bisilfit
doniisiim uygulamasi yapilmayan gDNA’larm f2-tubulin geninin ¢ogaltimi i¢in; reaksiyon
bilesenleri, 25 ng gDNA, 1x PZR tamponu, 1.6 mM MgSO4, 200 uM dNTP karisimi, 5’er pmol
ileri ve geri primer (Tub2), 1U enzim (Pfu DNA polimeraz) olacak sekilde 0.2 mL’lik
mikrotiipler icerisinde birlestirildi. PZR, 95°C’de 5 dk 6n denatiirasyonun ardindan 35 déng
olacak sekilde 94°C’de 40 s, 64°C’de 40 s, 72°C’de 1.5 dk kosullar1 altinda gergeklestirildi.

Son uzama asamas1 72°C’de 5 dk siire ile tamamland1.

PZR uygulamalar1 sonucu elde edilen tiim ¢cogaltim iirlinleri jel elektroforezi ile Bolim 3.4’te
verildigi sekilde analiz edildi. PZR iirlinlerinin miktar ve boyutlarinin degerlendirilmesi i¢in
molekiil agirliklar1 bilinen DNA standartlar1 (GeneRuler 100 bp DNA ladder, SM0241, Thermo
Scientific ve GeneRuler 1kb DNA Ladder, SM0311, Thermo Scientific) jele yiklendi.
Elektroforez sonrasi ¢ogaltilan iiriin boyutlar1 jelde ayrilan standart DNA fragmentleri ile
karsilastirilarak kontrol edildi.

3.8. BISULFIT DiZILEME ANALIiZi

PZR iiriinleri MedSanTek firmasi tarafindan hizmet alimiyla saflastirildiktan sonra Sanger
yontemine go0re dizilendi. Dizileme sonuglar1 “Chromas Lite” yazilim programi ile
goriintiilenerek analiz edildi. Bisiilfit doniisim uygulamasi yapilmayan gDNA'larin PZR

tirtinlerine ait nukleotid dizi sirasi, ileri primer kullanilarak tek yonlii okuma ile belirlendi. Tek
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yonlii okumalardan elde edilen dizilim bilgileri FASTA formatina ¢evrildikten sonra NCBI veri
tabanindan elde edilen CP064749.1 aksesyon numarali f2-tubulin referans gen dizisi ile
“CLUSTALW” 9 programinda hizalanarak aralarindaki nukleotid farklihig:i degerlendirildi.
Bisiilfit ile doniistiiriilen 6rneklerin PZR firiinlerinin nukleotid dizi bilgisi ise ¢ift yonlii okuma
yapilarak elde edildi. Oncelikle ¢ift yonlii okumalarm dogrulugu kontrol edildi. Bu kapsamda
¢ift yonli okumalar sonucu ileri primerlerden elde edilen nukleotid dizilimleri dogrudan
FASTA formatina c¢evrildi. Geri primerlerden elde edilen dizilim bilgilerinin ters
komplementeri alindiktan sonra FASTA formatina ¢evrildi ve ardindan kodlanan ve kaliba ait
nukleotid dizilimleri kendi grubu igerisinde CLUSTALW araciligiyla hizalandi. Tek bir iplige
ait iki yonlii okumadan elde edilen nukleotid dizi bilgisi bu sekilde birlestirilerek yontem aracili
hata olasilig1 kaynakli nukleotid varyasyonu tarandi. Sonrasinda bisiilfit uygulanmamis ve
bisiilfit uygulanmis 6rneklere ait dizilim bilgileri ayn1 program araciligi ile hizalama analizine
tabi tutuldu. Hizalama sonucu nukleotid dizileri karsilastirilarak karbendazimin £2-tubulin gen

bolgesinde yol agabilecegi DN A metilasyon profilleri belirlendi.

3.9. DNA METILASYONUNUN TUM GENOM DUZEYINDE BELIRLENMESI

Kontrol ve deney gruplarinin tiim genom diizeyindeki DN A metilasyon icerigi, SmC’lere 6zgl
antikor temelli yaklasim olan dolayli ELISA yontemi ile ticari kit (MethylFlash™ Methylated
5mC DNA Quantification Kit, P-1034-48, Epigentek) kullanilarak belirlendi. Kiti olusturan
antikorlar, tampon ve cozeltiler Tablo 3.4’te verildi ve protokol iiretici firmanin 6nerdigi
basamaklar takip edilerek gergeklestirildi. Deneyler 2 biyolojik ve 2 teknik tekrarli olacak
sekilde yapild.

Tablo 3.4: MethylFlash™ Methylated SmC DNA Quantification (P-1034-48,
Epigentek)” kit igerigi.

Icerik Islev Saklama Kkosullar1 (°C)
ME1 10x Yikama tamponu 4°C

ME2 Baglama cozeltisi 20-22°C

ME3 Negatif kontrol (20 pg/mL) -20°C

ME4 Pozitif kontrol (20 pg/mL) -20°C

MES5 Yakalama antikoru (1000 pg/mL) 4°C

ME6 Saptama antikoru (400 pg/mL) -20°C

ME7 Guglendirici ¢ozelti -20°C

MES8 Gelistirici ¢ozelti 4°C

ME9 Durdurucu ¢ozelti 20-22°C

9 https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw [Ziyaret tarihi: 12.03.2024]
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Kit iceriginde yer alan yikama tamponu, 13 mL 10x% yikama tamponuna 117 mL distile su (pH
7.2-7.5) eklenerek hazirlandi. Pozitif kontrol standartlart hazirligi i¢in pozitif kontrol ilk olarak
10 ng/uL’ye (5 pL pozitif kontrol + 5 uL 1x TE) seyreltildi. Daha sonra, asagidaki seyreltme
tablosuna (Tablo 3.5) gore 10 ng/ul seyreltik pozitif kontrol ve 1x TE ile 0,5, 1, 2, 5 ve 10 ng/ul

olacak sekilde bes farkli konsantrasyonda pozitif kontrol standardi hazirlandi.

Tablo 3.5: Analizde kullanilmak iizere hazirlanan pozitif kontrollere ait son
konsantrasyon degerleri.

Tup ME4 (10 ng/pL) IXxTE ME4 Konsantrasyonu
1 1.0uL 19.0 pL 0.5 ng/pL
2 1.0uL 9.0 pL 1.0 ng/uL
3 1.0uL 4.0 pL 2.0 ng/uL
4 2.5puL 2.5puL 5.0 ng/pL
5 4.0 pL 0.0 pL 10.0 ng/uL

gDNA baglama asamasi i¢in; deneyde kullanilacak sayida kuyucuk belirlendi ve her kuyucuga
80 uL baglama ¢ozeltisi eklendi. 1 pl negatif kontrol, 1 pl seyreltik pozitif kontrol standartlar1
ve 100 ng 6rnek DNA yiiksek bir DNA afinitesine sahip olan kuyucuklara iki tekrarl olacak
sekilde eklendi. Plaka hafif¢e birkag¢ kez sallanarak soliisyonun kuyunun tabanini esit sekilde
kaplamasi saglandi. Ardindan plakanin {izeri parafilm ile kapatildi ve 37°C’de 90 dk
inkiibasyona birakilarak baglama ¢ozeltisi yardimiyla gDNA’larin kuyucuklara baglanmasi
saglandi. Siire sonunda kuyucuklardan baglama ¢6zeltisi uzaklastirildi ve her kuyucuk 150 pL

1x yikama tamponu ile ii¢ kez yikandu.

Metile DNA’y1 yakalama agsamasi i¢in; yakalama antikoru 1x yikama tamponu ile 1: 1000
oraninda seyreltildi. Her kuyucuga 50 pl seyreltik yakalama antikoru eklenerek {izeri kaplandi
ve oda sicakliginda 60 dk inkiibe edilerek antijen antikor kompleksinin olusumu saglandi. Siire
sonunda yakalama antikoru kuyucuklardan uzaklastirildi ve her kuyucuk 150 pL 1x yikama
tamponu ile 3 kez yikandi. Saptama antikoru 1x yikama tamponu ile 1: 2000 oraninda
seyreltildi. Antijen antikor kompleksini goértnir hale getirmek icin yakalama antikorunu
taniyan enzim etiketli seyreltik saptama antikoru her kuyucuga 50 pl olacak sekilde eklenerek
izeri kapland1 ve oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Ardindan seyreltik saptama antikoru
kuyucuklardan uzaklastirildi ve her kuyucuk 150 pL seyreltik 1x yikama tamponu ile 4 kez
yikandi. Gii¢lendirici ¢ozelti, 1% yikama tamponu ile 1: 5000 oraninda seyreltildi. Her
kuyucuga 50 pl seyreltik giiglendirici ¢ozelti eklenerek {izeri kaplandi ve oda sicakliginda 30
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dk inkiibe edildi. Sonrasinda seyreltik gili¢lendirici ¢ozelti kuyucuklardan uzaklastirildi ve her
kuyucuk 150 pL 1x yikama tamponu ile 5 kez yikandi.

Sinyal tespiti asamasi i¢in; her kuyucuga 100 pL gelistirici ¢ozelti eklendi ve karanlikta oda
sicakhiginda yaklasik 15 dk inkiibasyona birakildi. Bu asamada renk degisimi reaksiyonu
temelli olarak 6rnek ve kontrol kuyucuklarinda metile DNA’nim mavi renge donmesi izlendi.
Pozitif kontrollerin bulundugu kuyucuklardaki renk donuk maviye dondiiglinde enzim
reaksiyonunu durdurmak i¢in her kuyucuga 100 pL durdurucu ¢ozelti eklendi. Kuyucuklari
iceren ¢ergeve hafifce sallanarak ¢ozelti karistirildi ve enzimatik reaksiyonun tamamen durmasi
icin 1-2 dk beklendi. Durdurucu ¢ozeltinin eklenmesi sonrasi kuyucuklardaki renk sartya dondi
ve 450 nm dalga boyunda goriiniir 1s1ikta mikroplaka okuyuculu spektrofotometre cihazinda

(“BioTek™ Eon Microplate Spectrophotometer”) kolorimetrik olarak OD 6l¢iimii yapilda.

Bu asamada tiim genom SmC igeriginin tayini icin, kit igeriginde belirtildigi sekilde farkli
konsantrasyonlardaki pozitif kontrollerin ayni dalga boyundaki absorbslarindan elde edilen OD
degerleri kullanilarak standart bir egri grafigi olusturuldu. Daha sonra standart egrinin egimi
(OD/ng) belirlendi ve formiil 3.3 ve 3.4 kullanilarak sirasiyla DNA 6rneklerindeki 5SmC miktar1

ve % metilasyon degerleri hesaplandi.
5mC (ng)=(Ornek OD-Negatif Kontrol OD)/(Egimx2) (3.3)

5mC (%)=5mC Miktar1 (ng)/Ornek Miktar1 (ng) (3.4)
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4. BULGULAR

4.1. KARBENDAZIMIN FUNGAL UREME UZERINDEKIi ETKIiSINE ILISKIN
BULGULAR

Karbendazimin uygulanan dozlar1 arasindan 2.8 pg/mL konsantrasyonun FcUK99’un
{iremesini tamamen inhibe ettigi ortaya kondu. Bu doz MIK degeri olarak belirlendi. Aktif
bilesigin MiKzs ve MiKso degerleri ise sirasiyla 0.7 pg/mL ve 1.4 pg/mL olarak hesaplandi.
Karbendazimin FCUK99 referans susunda belirlenen MiKzs, MiKso ve MIK dozlarmi igeren
deney gruplarmin ve aktif bilesigi icermeyen kontrol grubunun 4. ve 7. gilinlerdeki iireme

profilleri sirastyla Sekil 4.1 A ve B’de verildi.

MIK

Sekil 4.1: F. culmorum UK99 referans susunun kontrol grubu ve 0.7 pg/mL
(MIK25) ve 1.4 pg/mL (MIKsg) konsantrasyonunda karbendazim
uygulanan deney gruplarma ait (A) 4 ve (B) 7 giinliik kiiltiirlerdeki tireme
profilleri.

Referans susuna ait karbendazim uygulanmayan kontrol grubunun 4 ginluk kaltirlerinde
ortalama radyal iireme ¢apmin 90+0.00 mm’ye ulastig1, MIK2s dozu uygulanan deney grubunda
ise cap degerlerinin ortalamasinin 59.3+0.07 mm oldugu belirlendi. Her iki deneme setinin 7
gunluk Kiiltiirlerinde ortalama cap degerleri 90+0.00 mm’ye ulasti. MiKso dozunda ise radyal
tireme c¢ap deger ortalamalari 4. giin i¢in 25.3£0.12 mm, 7. gln icin ise 46.7+0.13 mm olarak
saptand1. Kontrol grubu ve deney gruplarinin 7 giinliik kiiltiirlerinin radyal iireme ¢aplar1 temel
alinarak hesaplanan LGR degerleri kontrol grubunda 22.5+0.00 mm/giin, MiKzs grubunda
13.85+0.45 mm/giin ve MiKso grubunda 6.50+0.18 mm/giin olarak belirlendi. MiKzs
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uygulamasi fungal biiyiimeyi % 38.4, MiKso ise % 71.1 azalttr. Deneme desenlerini olusturan
gruplar i¢in hesaplanan ortalama LGR degerleri ile standart hatalar1 (SH) Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1: F.culmorum UK99 referans susuna ait kontrol grubunun ve MIK2s ve MiKsg
dozlarinda karbendazim igeren deney gruplarmmin 7 giinliik kiiltlirlerinin ortalama
dogrusal biiylime oranlarma (LGR) ve standart hatalarima (SH) ait degerler.

Grup Konsantrasyon X Dogrusal biiyiime oram + SH % inhibisyon
(ng/mL) (mm/giin)
Kontrol - 22.540.00 -
MiKos 0.7 13.85+0.45 38.4
MiKso 1.4 6.50+0.18 71.1

Elde edilen veriler tek yonlii ANOVA testi ile degerlendirildiginde, kontrol grubunun LGR
degeri ile karbendazim iceren deney gruplarinin LGR degerleri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli (p<0.0001) bulundu. Ayrica MiKzs ve MiKso dozlarinin kendi aralarda neden
oldugu LGR degerleri arasindaki farkin da anlamli (p<0.0001) oldugu gosterildi (Sekil 4.2).
Sonug olarak, karbendazimin artan dozlarinin fungal iiremeyi inhibe ederek LGR degerinde

azalmaya yol actig1 ortaya kondu.

25—
20—
Kkkk
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10—
Kkkk

*kkk

Dogrusal Bliyliime Orani (mm/glin)

0 yg/mL 0.7 pg/mL 1.4 pg/mL 2.8 pg/mL

Karbendazim Dozlan

Sekil 4.2: Artan dozlarda karbendazim uygulanmis F. culmorum UK99
referans susunun 7 giinliikk kiiltiirlerinin dogrusal biiyiime
oranlardaki azalmanin grafikle gdsterimi. ****: p<0.0001.

4.2. KARBENDAZIMIN FcUK99 UZERINDEKiI ETKISININ HUCRESEL
GOSTERIMi

Karbendazimin hiicre canliligina etkisi at/etbr ikili boyamas: ile arastirildiginda kontrol
grubuna gore MiKzs ve MiKso dozlarinda karbendazim uygulamasinmn hiicrelerde apoptoz

benzeri dlim yolagimi tesvik ettigi gozlendi. Uygulanan at boyasi canli ve apoptoza ugramis



27

hiicrelerin her ikisine baglanirken etbr boyasi sadece canli olmayan hiicreler icerisine
girdiginden deney grubundaki hiicre canliligi kontrol grubuna goére degerlendirildi. Kontrol
grubundaki drnekte saptanan yesil floresan 1s1ma kiiltiiriin 6. gilinlinde hiicrelerin metabolik
olarak etkin oldugunu gosterdi (Sekil 4.3 1). Karbendazimin MIiKzs ve MiKso dozlar
uygulanmis Orneklerin floresan mikroskobu gozlemlerinde yesil 1simalar ile birlikte saridan
turuncuya gecen isimalar da gozlendi (Sekil 4.3 2 ve 3). Bu gozlemler karbendazimin
uygulanan dozlarinin FcUK99 susunda apoptoz benzeri hiicre Oliimii mekanizmasinin

gergeklestigini ortaya koydu.

Sonug¢ olarak, karbendazim uygulamasinin F. culmorum’da biiylime inhibisyonuna neden
oldugu, LGR degerlerindeki azalmanin belirlenmesi ve floresan mikroskop analizlerinde
apoptotik siirece benzer 6liim mekanizmasinin tetiklendiginin hiicresel diizeyde gdsterimi ile

kanitlandi.

Sekil 4.3: F. culmorum UK99 susunun (1) kontrol grubu ile (2) MiKs ve
(3) MiKsp dozlarinda karbendazim uygulanan deney gruplarmin
at/etbr ikili boyamasi sonucu 151k mikroskobunda 20x biiyiitmeli
objektif ile inceleme sonrasi alinan goruntileri ve floresan
mikroskobunda* GFP (At 502/526 nm, EtBr 510/595 nm) ve Texas
RED (595/613 nm) filtreleri ile elde edilen gorintileri.
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4.3. B2-tubulin GENININ COGALTIMINA AiT BULGULAR

Kontrol ve deney gruplarindan izole edilen gDNA’larin miktarlarinm 120-230 ng/puL deger
araliginda oldugu hesaplandi. gDNA’larin saflik degerlerinin ise 1.75-1.85 deger araliginda

oldugu bulundu.

Izole edilen gDNA’larin biitiinliiklerini koruduklar1 agaroz jel elektroforezi sonrasi her bir
Ornekte goruntilenen tek bant ile ortaya kondu (Sekil 4.4). Gergeklestirilen kalitatif ve kantitatif
analizler gDNA’larin tez c¢alismasi kapsaminda gergeklestirilecek ileriki analizlerde

kullanilmak tizere uygun kalitede olduklarmi gosterdi.

PR
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Sekil 4.4: Kontrol ve deney gruplarindan izole edilen gDNA’larin agaroz
jel elektroforezi sonras1 UV 1s1k altindaki gériintiileri. S: AHindIII
Standart DNA (Thermo Scientific, SM0101, ABD), K: Kontrol.

Izole edilen gDNA’larin sodyum bisiilfit doniisiimiine maruz birakildiktan sonra
gerceklestirilen kantitatif analizleri ile geri kazanilan gDNA’larm miktarlarmin 18-35 ng/uL

araliginda, saflik degerlerinin ise (A260/A2g80) 1.6-2.0 arasinda oldugu bulundu.

Bisiilfit doniisiimii sonras1 PZR’de kullanilmak Uzere tasarlanan, hem g1-tubulin hem de 52-
tubulin genlerinin kodlanan ve kalip DNA ipliklerine tamamlayic1 oligonukleotidler; AG
degerleri, ¢ogaltilacak iiriin boyutlar1 ve cogaltilacak hedef bolgede yer alan CpG adacik
sayilart olmak tizere 3 6lgiit bakimmdan degerlendirildiklerinde tez ¢alismasinda £2-tubulin
gen bolgesindeki metilasyon profilinin arastirilmasina karar verildi. A2-tubulin geni igin
tasarlanan primer ciftlerinin daha ylksek AG degerlerine sahip olduklar1 belirlendi. S2-
tubulin’e ait kodlanan iplikten 311 bg¢ kalip iplikten de 307 bg, Al-tubulin’in kodlanan
ipliginden 180 bg kalip ipliginden 457 bg boyutlu fragmentlerin ¢ogaltilacagi belirlendi. Ancak,
p1-tubulin kalip ipliginden elde edilecek olan bolge boyutunun (457 bg) bisiilfit 6zgiin PZR
icin Onerilen ¢ogaltim bdlge boyut kosulunun (150-300 bg) hayli diginda kaldig: saptandi. f2-
tubulin’in her iki ipliginden elde edilecek ¢ogaltim bdlgeleri icerisinde f1-tubulin’e gore ¢ok

sayida CpG adacigmin yer aldigmin da belirlenmesi gen se¢iminde en 6nemli 6l¢it oldu.
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S2-tubulin geninin ORF’sini igine alan bdlgesi, kontrol grubunun ve karbendazim uygulanan
deney gruplarinin gDNA’larindan Tub2 primer ¢iftinin kullanildigi PZR ile ¢ogaltildiginda tiim
orneklerden 1312 b¢ boyutundaki fragmentler elde edildi (Sekil 4.5).

MiK ,s
MiKs,

E
¥ 4

7]
1000 be

Sekil 4.5: Sodyum bisiilfit uygulamasi yapilmayan gDNA’lari Tub2
primer ¢iftinin kullanildig1 PZR analizi ile ¢ogaltimi sonucu elde
edilen p2-tubulin genine ait 1312 b¢ boyutundaki DNA
fragmentlerinin agaroz jel elektroforezi gorintisi. S: 1 kb
Standart DNA (SM0311,Thermo Scientific, ABD), K: Kontrol,
NK: Negatif Kontrol.

Kontrol ve deney gruplarinin ¢ift iplikli gDNA’larindan sodyum bistilfit doniigiimii sonras1 elde
edilen kodlanan ve kalip DNA’nin tek iplikli formlari sirasiyla Tub2-bs-1 ve Tub2-bs-2 primer
ciftlerinin kullanildigi PZR (Tablo 3.3) ile ¢cogaltildiginda agaroz jel elektroforezi sonrasi jelde
sirastyla  f2-tubulin - genine ait 311 ve 307 b¢ boyutundaki DNA fragmentleri
goruntulendi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6: Tub2-bs-1 ve Tub2-bs-2 primer ciftlerinin kullanildig:
bistlfit 6zguin PZR ile f2-tubulin geninden ¢ogaltilan sirasiyla
311 bg ve 307 bg boyutundaki DNA fragmentlerinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii. S: 100 bg¢’lik Standart DNA
(SM0241,Thermo Scientific, ABD), K: Kontrol, NK: Negatif
Kontrol.

4.4. BISULFIT DIiZILEME BULGULARI

FcUK99 susunun sodyum bisiilfit uygulanmamis gDNA’larindan Tub2 primer cifti ile
cogaltilan f2-tubulin genine ait ileri primerler kullanilarak yapilan dizileme analizi sonucu elde
edilen dizilim bilgilerinin Chromas Lite programu araciligiyla goriintiilenen kromatogramlari
yiiksek kalitede sinyal pikleri igerdi. Pikler iizerinde yer alan nukleotidleri temsil eden kutularin

dolu olmas1 nukleotid sirasinin yiiksek dogrulukta okundugunu gdosterdi (Sekil 4.7). Genin
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ORF’yi igeren ham okumalarinda; 953 b¢’lik bdlge kontrol grubundan, 945 bg’lik bolge MiKas
uygulanmis ve 940 be’lik bolge de MiKso drneginden kayit altma alinda.
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Sekil 4.7: FcUK99 susunun ﬁZ-tubulln geninin  kismi
bolgesinin Tub2 ileri primerinin kullanildigi Sanger
dizileme yonteminden elde edilen nukleotid dizi bilgisine
ait kromatogram.
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Sodyum bisiilfit doniisiimii sonrasi f2-tubulin geninin kodlanan ve kalip ipliklerinden hem ileri
hem de geri primerler kullanilarak ayri ayr1 ger¢eklestirilen PZR uygulamasi ile ¢ogaltilan 52-
tubulin geninin dizileme analizi sonucu elde edilen dizilim bilgilerinin Chromas Lite programi1
araciliiyla goriintiilenen kromatogramlar1 yiiksek kalitede sinyal piklerini ve nukleotidleri
temsil eden dolu kutucuklari i¢erdi. Kodlanan sSSDNA’dan ¢ogaltilan #2-tubulin geninin Tub2-
bs-1 ileri ve geri primerleri ile dizilenmesi sonucu elde edilen nukleotid dizilerinin

kromatogram goriintiileri sirasiyla Sekil 4.8 A ve B’de verildi.
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Sekil 4.8: FcUK99 susunun sodyum bisiilfit uygulanan gDNA’larmin
kodlanan DNA ipliginden ¢ogaltilan f2-tubulin geninin Tub2-bs-1 (A)
ileri ve (B) geri primerleri ile Sanger dizileme yonteminden elde edilen
nukleotid dizi bilgilerine ait kromatogram.

Deneme setlerinin her birine ait ileri ve geri primerlerin kullanimu ile elde edilen A2-tubulin
geninin sadece kalip ve sadece kodlama ipliklerine ait dizilim bilgileri CLUSTAL W programi
ile cakistirilarak her primerden 274-287 bg araliginda ¢ift iplikli nukleotid dizilimi olusturuldu.
Hizalama analizleri yapilarak iki yonlii okumalarla elde edilen verilerde yontem temelli
varyasyonun olmadigi kontrol edildi. Her primer i¢in gerceklestirilen okumanin hassasiyetinin
cok yiiksek oldugu ortaya kondu. Boliim 3.8°de verildigi sekilde hizalandiginda genin bu kismi
bolgesine ait dSDNA dizilimi Sekil 4.9 da verildi.

BS+_1i TTTAGGGTGGTAATGATAAGTATGTTTTTTGTGT TGTTTTGGTTGATTTTGAGTTTGGTT
BS+_g TTTAGGGTGGTAATGATAAGTATGTTTTTTGTGT TGTTTTGGTTGATTTTGAGT TTGGTT
T kkkkkkkk Ak ok ok k kA Rk k kA Ak kA Ak kk ko kkkkkkkkkk kA kkkkkk ok kkkk ok kk kK kk kK
BS+_1i TTTAGGATGTTATTTGTGTTGGTTTTTTAGGT TAGTTATTTTGTTTTGATAATTTTGTTG
BS+_g TTTAGGATGTTATTTGTGTTGGTTTTTTAGGT TAGTTATTTTGTTTTGATAATTTTGTTG
T kkkkkkkkkkkk ok hkk kA Ak k kA kkkk ok kkkkkkkkkk ok kkkkkkkkkkkk ok kk kK kk kK
BS+_1i TTGGTGAGGTTAGTGTTGGAAATAAT TGGGTGAAGGGTTATTATATTGAAGGTGTTGAGT
BS+_g TTGGTGAGGTTAGTGTTGGAAATAAT TGGGTGAAGGGTTATTATAT TGAAGGTGTTGAGT
T kkkkkkkkkkkk ok hkk kA Ak kk Ak kkk ok kkkkkkkkkk ok kkkkkkkkkkkk ok kk kK kk kK

Sekil 4.9: Kodlanan ipligin kalip olarak kullanildigi PZR’de Tub2-bs-1 ileri
ve geri primerlerinin ¢ogalttig1 £2-tubulin geninin kismi dizilimlerinin
hizalama analizi. * identik nukleotidleri temsil etmektedir. BS+:
Bisiilfit uygulanmus. i: ileri primer. g: Geri primer.

Bisiilfit uygulamasi yapilmayan kontrol ve deney gruplarma ait f2-tubulin geninin ileri primer

kullanilarak tek yonlii dizilemesi ile elde edilen nukleotid dizileri NCBI veri tabaninda yer alan
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CP064749.1 aksesyon numarali referans f2-tubulin gen dizisi ile CLUSTALW programinda
cakistirillarak aralarindaki nukleotid farkliliklar1 degerlendirildiginde varyasyon olmadigi
saptandi. f2-tubulin genine ait referans ile kontrol grubundan elde edilen tek yonli dizilim

bilgilerinin ¢akistirildig1 karsilastirma analizi sonucu kismi olarak Sekil 4.10°da sunuldu.

BS- GAGGTGAGTACCAATTGCATTGCAATTGCAAATGCAAATTTCAACGTGATTCCTAACTTT
CP064749.1 GAGGTGAGTACCAATTGCATTGCAATTGCAAATGCAAATTTCAACGTGATTCCTAACTTT
KA KA KA KA KA KA KR AR AR AR AR A A kA kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhhhkx k%
BS- CTCAGGGCGGCAACGACAAGTACGTCCCCCGTGCTGTTCTGGTCGATCTTGAGTCCGGCC
CP064749.1 CTCAGGGCGGCAACGACAAGTACGTCCCCCGTGCTGTTCTGGTCGATC TTGAGTCCGGCC
KA KA KA KA KA KA KR AR AR AR AR A A kA kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkx k%
BS- CCCAGGATGCCATCCGCGCCGGCCCTCTAGGCCAGCTATTCCGCCCCGACAACTTCGTCG
CP064749.1 CCCAGGATGCCATCCGCGCCGGCCCTCTAGGCCAGCTATTCCGCCCCGACAACTTCGTCG
KA KA KA KA KA KR A KR AR AR AR AR A A kA kA hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkx k%
BS- CCGGTGAGGCCAGTGCCGGARACAACTGGGCGAAGGGTCATTACACCGAAGGTGCCGAGC
CP064749.1 CCGGTGAGGCCAGTGCCGGARACAACTGGGCGAAGGGTCATTACACCGAAGGTGCCGAGC
KAk KA KA KA KA KA R Ahkhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkdhhhdxkxx
BS- TCGTTGAGGAGGCCATCGACGTTGTTCGTCGCGAGGTCGAGAACTGTGACCACCTTCAGG
CP064749.1 TCGTTGAGGAGGCCATCGACGTTGTTCGTCGCGAGGTCGAGAACTGTGACCACCTTCAGG
KA KA KA KA KA KR A Ak hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkhhkhkhkhhkhhkhhkhhkhhkhhkhkhkhhkhhhhhxkxx

Sekil 4.10: Bisilfit uygulanmayan kontrol grubundan izole edilen DNA
ornegine ait S2-tubulin geninin ileri primer ile elde edilen dizi
bilgisinin referans gen dizisi ile ¢akistirilma analizi. BS-: Bisulfit
uygulanmamus.

Kontrol grubuna ait ¢ift yonli okumalardan elde edilen hem kodlanan hem de kalip diziler
birlestirildikten sonra sodyum bisilfit uygulanmamus £2-tubulin geninin ¢ift iplikli dizilim
bilgileri ile karsilastirildiginda ¢alisilan kismi bolgede yer alan C nukleotidlerinin tiimiiniin
bisiilfit uygulamasi ile T nukleotidlerine doniistiigii saptandi. Bu veri kismi gen bdlgesindeki
kodlanan (Sekil 4.11 A) ve kalip (Sekil 4.11 B) ipliginde bulunan CpG adaciklarinda

metilasyon profilinin bulunmadigini belirlemeyi sagladi.
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K_BS- CAAATGCAAATTTCAACGTGATTCCTAACTTTCTCAGGGCGGCAACGACAAGTACGTCCC
K_BS+ KODLANAN TAAATGTAAATTTTAATGTGATTTTTAATTTTTTTAGGGTGGTAATGATAAGTATGTTTT
- - KhkKkkhkKk Khkkkhkkk K*Kk KkhkKkkKk*k Kkhkk kkhkk ok kkkk kk kk kk kkkkk Kk

K BS- CCGTGCTGTTCTGGTCGATCTTGAGTCCGGCCCCCAGGATGCCATCCGCGCCGGCCCTCT
K_BS+ KODLANAN TTGTGTTGTTTTGGT TGATTTTGAGTTTGGT TTTTAGGATGTTATTTGTGTTGGTTTTTT
- - kkk Kkhkkk Khhkkhkk Kkhkk Kkhkkkk*k *x * ok k ok ok ok * * *  x * * * K
K BS- AGGCCAGCTATTCCGCCCCGACAACTTCGTCGCCGGTGAGGCCAGTGCCGGAAACAACTG
K_BS+ KODLANAN AGGTTAGTTATTTTGTTTTGATAATTTTGTTGTTGGTGAGGTTAGTGTTGGARATAATTG
- - kkk kK xkkx % Kk Kk kK kX Kk Xkkkkkk  xkkk  kkkkk kk kK
K BS- GGCGAAGGGTCATTACACCGAAGGTGCCGAGCTCGTTGAGGAGGCCATCGACGTTGTTCG
K_BS+ KODLANAN GGTGAAGGGTTATTATATTGAAGGTGTTGAGTTTGTTGAGGAGGTTATTGATGTTGTTTG
- - *k Kkkkkkkk kkkk X Kk k ok k kK Khkk k Ak kK kK kK kK *k kk Kkhkkkkk Kk
K BS- TCGCGAGGTCGAGAA

K_BS+ KODLANAN TTGTGAGGTTGAGAA

- - kX kK KKkKkKkKk KKK KK

K BS- TTCTCGACCTCGCGACGAACAACGTCGATGGCCTCCTCAACGAGCTCGGCACCTTCGGTG
K _BS+ KALIP TTTTTGATTTTGTGATGAATAATGTTGATGGTTTTTTTAATGAGTTTGGTATTTTTGGTG
- - *x*k Kk kx X kK Kk KkkKk Kk Kk KkkkKk * * kk kkk Kk Kk K * Kk kK kK
K BS- TAATGACCCTTCGCCCAGTTGTTTCCGGCACTGGCCTCACCGGCGACGAAGTTGTCGGGG
K BS+ KALIP TAATGATTTTTTGTTTAGTTGTTTTTGGTATTGGTTTTATTGGTGATGAAGTTGTTGGGG
- b * kK k kK L * Kk kk kk kK K’k kK Kk kK * ok Kk Kk kk Kkkhkhkkhkkkhkkk Kkkkk
K BS- CGGAATAGCTGGCCTAGAGGGCCGGCGCGGATGGCATCCTGGGGGCCGGACTCAAGATCG
K_BS+ KALIP TGGAATAGTTGGTTTAGAGGGTTGGTGTGGATGGTATTTTGGGGGTTGGATTTAAGATTG
- - KKAkKk KKk KKk KKKk * Kk kkkk Kk *k Kk kkkkkk K%k * ok ok ok ok Kk Kk khkk Kk Kkkhkkkk K
K _BS- ACCAGAACAGCACGGGGGACGTACTTGTCGTTGCCGCCCTGAGAAAGTTAGGAATCACGT
K_BS+ KALIP ATTAGAATAGTATGGGGGATGTATTTGTTGTTGTTGT TTTGAGAAAGTTAGGAATTATGT
- - * KKkkKk Kk Kk KAk KAkkk Kkk Khkkk khkkk * Kkhkhkkhkkkhkkhkkhkkkhkkhkhkkkk * K**k
K_BS- TGAAATT

K BS+ KALIP TGAAATT

- - * Kk Kk kK Kk k

Sekil 4.11: p2-tubulin genine ait sodyum bisiilfit doniisiimii yapilan kontrol
grubunun gDNA’larinin (A) kodlanan ve (B) kalip DNA ipligine 6zgiin
primerler ile ¢cogaltimi sonrasi elde edilen dizilim bilgileri ile sodyum bistilfit
uygulamasina tabi tutulmayan kontrol grubuna ait gDNA’lari ¢ogaltilmasi
ile elde edilen nukleotid dizilerinin hizalama analizi. * identik nukleotidleri
temsil etmektedir. Metillenmemis sitozin nukleotidleri kalin ve kirmizi
karakter ile gosterildi. BS-: Bisilfit uygulanmamis. BS+: Bisilfit
uygulanmas.

Karbendazimin MiKzs dozuna maruz birakilan deney grubunun ¢ift yonlii okumalardan elde
edilen her iki nukleotid dizisi birlestirildikten sonra ayni1 sekilde gergeklestirilen karsilagtirmada
da kismi bolgedeki tiim C nukleotidlerinin bisiilfit uygulamasi ile T nukleotidlerine doniistiigi
belirlendi. Bu veri karbendazimin MiK2s dozunun genin kismi bolgesindeki kodlanan (Sekil
4.12 A) ve kalip (Sekil 4.12 B) ipliginde bulunan CpG adaciklarinda metilasyona yol
acmadigini ortaya koydu.
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A

MIK25 BS-
MIK25 BS+ KODLANAN

MIK25 BS-
MIK25 BS+ KODLANAN
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TAAATGTAAATTTTAATGTGATTTTTAATTTTTTTAGGGTGGTAATGATAAGTATGTTTT
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AGGCCAGCTATTCCGCCCCGACAACTTCGTCGCCGGTGAGGCCAGTGCCGGAAACAACTG
AGGTTAGTTATTTTGTTTTGATAATTTTGTTGTTGGTGAGGTTAGTGTTGGAAATAATTG

*x * * Kk Kk Kkk * Kk kK KKk Kk Kk KKK KKK K * ok ok Kk Khkkkk KKk Kk

GGCGAAGGGTCATTACACCGAAGGTGCCGAGCTCGTTGAGGAGGCCATCGACGTTGTTCG
GGTGAAGGGTTATTATATTGAAGGTGTTGAGTTTGTTGAGGAGGTTATTGATGTTGTTTG
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TTGTGAGGTTGAGAA
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TTCTCGACCTCGCGACGAACAACGTCGATGGCCTCCTCAACGAGCTCGGCACCTTCGGTG
TTTTTGATTTTGTGATGAATAATGTTGATGGTTTTTTTAATGAGTTTGGTATTTTTGGTG
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TAATGACCCTTCGCCCAGTTGTTTCCGGCACTGGCCTCACCGGCGACGAAGTTGTCGGGG
TAATGATTTTTTGTTTAGTTGTTTTTGGTATTGGTTTTATTGGTGATGAAGTTGTTGGGG

*k kK kK * Kk K *k ok k ok ok ok k *Kk K KkK * * Kk kk kkkkkkkk Kkkkk

CGGAATAGCTGGCCTAGAGGGCCGGCGCGGATGGCATCCTGGGGGCCGGACTCAAGATCG
TGGAATAGTTGGTTTAGAGGGTTGGTGTGGATGGTATTTTGGGGGTTGGATTTAAGATTG

*kkkkkKk Kk Kk *kk ok ok ok ok *k Kk kkkkhkk KKk * ok ok kK Kk *hkk ok kkkkk Kk

ACCAGAACAGCACGGGGGACGTACTTGTCGTTGCCGCCCTGAGAAAGTTAGGAATCACGT
ATTAGAATAGTATGGGGGATGTATTTGTTGTTGTTGTTTTGAGAAAGTTAGGAATTATGT
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Sekil 4.12: p2-tubulin genine ait sodyum bisiilfit doniisiimii yapilan MiKos

grubunun gDNA'larmin (A) kodlanan ve (B) kalip DNA ipligine 6zgiin
primerler ile cogaltimi sonrasi elde edilen dizilim bilgileri ile sodyum bisiilfit
uygulamasina tabi tutulmayan MiKys grubuna ait gDNA'larm gogaltiimasi
ile elde edilen nukleotid dizilerinin hizalama analizi. * identik nukleotidleri
temsil etmektedir. Metillenmemis sitozin nukleotidleri kalin ve kirmizi
karakter ile gosterildi. BS-: Bisilfit uygulanmamis. BS+: Bisulfit
uygulanmas.

MiKso dozunda karbendazim uygulanmis deney grubundan elde edilen nukleotid dizileri
birlestirilerek bisiilfit uygulanmamis gen bdolgesi ile karsilastirildiginda ise bisiilfit
uygulamasinin bu bolgedeki tiim C’leri T’ye doniistiirdiigli, bu dozun da ilgili bdlgedeki
kodlanan (Sekil 4.13 A) ve kalip (Sekil 4.13 B) ipliklerde yer alan CpG adaciklarinda

metilasyona neden olmadig1 gosterildi.
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MIK50 BS- AGGCCAGCTATTCCGCCCCGACAACTTCGTCGCCGGTGAGGCCAGTGCCGGAAACAACTG
MIK50 BS+ KODLANAN AGGTTAGTTATTTTGTTTTGATAATTTTGTTGTTGGTGAGGTTAGTGTTGGAAATAATTG
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MIK50 BS- TTCTCGACCTCGCGACGAACAACGTCGATGGCCTCCTCAACGAGCTCGGCACCTTCGGTG
MIK50 BS+ KALIP TTTTTGATTTTGTGATGAATAATGTTGATGGTTTTTTTAATGAGTTTGGTATTTTTGGTG
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MIK50 BS- TAATGACCCTTCGCCCAGTTGTTTCCGGCACTGGCCTCACCGGCGACGAAGTTGTCGGGG
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MIK50 BS- CGGAATAGCTGGCCTAGAGGGCCGGCGCGGATGGCATCCTGGGGGCCGGACTCAAGATCG
MIK50 BS+ KALIP TGGAATAGTTGGTTTAGAGGGTTGGTGTGGATGGTATTT TGGGGGTTGGAT TTARGATTG
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Sekil 4.13: p2-tubulin genine ait sodyum bisiilfit doniisiimii yapilan MiKso
grubunun gDNA'larmin (A) kodlanan ve (B) kalip DNA ipligine 6zgiin
primerler ile cogaltimi sonrasi elde edilen dizilim bilgileri ile sodyum bisiilfit
uygulamasina tabi tutulmayan MiKsy grubuna ait gDNA'larm ¢ogaltilmasi
ile elde edilen nukleotid dizilerinin hizalama analizi. * identik nukleotidleri
temsil etmektedir. Metillenmemis sitozin nukleotidleri kalin ve kirmizi
karakter ile gosterildi. BS-: Bisilfit uygulanmamis. BS+: Bisulfit
uygulanmas.

Sonug olarak, karbendazimin f2-tubulin’in ORF’yi i¢ine alan kismi gen bdlgesinde DNA

metilasyonuna neden olmadig bisiilfit dizileme yontemi ile ortaya kondu.

45. TUM GENOM DUZEYINDEKiI DNA METILASYONUNA ILiSKIiN
BULGULAR

Tiim genom diizeyinde DNA metilasyonunun ELISA yontemi aracili kantitatif analizinde
5mC’lerin miktar tayini i¢in, pozitif kontrolin (ME4) 0.5-10 ng/uL konsantrasyonlar1 (bkz. 3.9)
kullanilarak bir standart egri olusturuldu ve Sekil 4.14’te verildi.
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Sekil 4.14: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis pozitif kontroliin
0.5-10 ng/pL konsantrasyonlari ile olusturulan standart egri.

Standart egri tizerinden Boliim 3.9°da verilen formiiller kullanilarak ilk olarak FcUK99 susunun
tiim genom diizeyinde SmC icerigi % 0.49 olarak belirlendi. MiKzs ve MiKsy dozlarinda
karbendazim uygulanan gDNA 6rneklerinin %5 mC igerikleri sirasiyla % 0.88 ve % 1.63 olarak
hesaplandi. Karbendazimin MiKzs ve MiKso dozlarmin tiim genom diizeyinde metilasyonu
kontrole gore sirasiyla % 79.6 ve % 232.7 oraninda artirarak hipermetilasyona neden oldugu

belirlendi (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Farkli karbendazim konsantrasyonlarinin F.culmorum UK99 referans susu
iizerinde neden oldugu % DNA metilasyonu degisimi ve standart hata degerleri.

Grup Konsantrasyon (ug/mL) % 5mC + SH % Metilasyon artis1
Kontrol - 0.49+0.03 -

MIiKzs 0.7 0.88+ 0.06 % 79.6
MiKso 1.4 1.63+0.05 % 232.7

MiKzs ve MiKso dozlar1 uygulanan drneklerin % DNA metilasyon degerleri arasindaki artisin
istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) oldugu ortaya kondu. Hem 0.7 pg/mL hem de 1.4 pg/mL
karbendazim dozlarina maruz kalan FcUK99 susunda meydana gelen % DNA metilasyon artis1
kontrol grubu ile karsilastirildiginda ise her iki grup igin de fark anlaml (kontrol vice versa
MiKs, p<0.001; kontrol vice versa MiKso, p<0.0001) bulundu (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: Artan dozlarda karbendazim uygulamasi ile FcUK99
susunun % DNA metilasyon degerleri arasindaki iliskinin
grafikle gosterimi. ***; p<0.001, ****: p<0.0001.

Sonug olarak, karbendazimin F. culmorum’un epigenetik modifikasyonu {izerindeki etkisinin
arastirildigl bu tez ¢alismasinda antifungal bilesigin hiicre inhibisyonuna yol agan dozlarmnin,
aktif ajanin gen hedefi oldugu bildirilen f2-tubulin’deki CpG adaciklarinda metilasyona neden
olmadig1 ancak, tiim genom diizeyindeki metilasyon diizeyini artirdig1 ortaya kondu. Ek olarak,
dizi analiz bulgular1 bu aktif maddenin A2-tubulin geninin kodlama bdélgesi icerisinde tek

nukleotid polimorfizmlerine yol agmadigi1 da genetik varyasyonlarin taranmadigi bu ¢alisma ile

gosterilmis oldu.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinyada ve yurdumuzda ekonomik oneme sahip kiigiik taneli tahil bitkilerinde ortaya ¢ikan
cok gesitli hastaliklardan sorumlu olan fitopatojenik Fusarium ttrleri Griin verimini ve kalitesini
azaltmanin yani sira insan ve hayvanlarin sagligini da olumsuz yonde etkilemektedir (Abdallah-
Nekache ve dig., 2019; Ekwomadu ve dig., 2021). Tarimsal alanlarda bu fitopatojenler ile etkin
mucadelede kullanilan en yaygin yontem yiiksek diizeyde etkinligi, diisiik maliyeti ve kolay
uygulanabilirliginden dolay1 fungusit uygulamasidir (Gondal ve dig., 2012; Lucas ve dig.,
2015; McLaughlin ve dig., 2023). Etki mekanizmalarina gore fungisitleri siniflandiran FRAC
(ing; Fungicide Resistance Action Committee) 2024 verilerine® gore giiniimiizde 70’ten fazla
farkl1 etki grubundan 200’iin tizerinde fungusit bulunmaktadir. MBC grubu fungusitler tarimsal
alanda fungal hastaliklar ile miicadelede 1970’1 yillarin basinda piyasaya sirildiklerinden
glinlimiize yaygin olarak kullanilmaktadir (Russell, 2005; Vela-Corcia ve dig., 2018). MBC
sinifina ait karbendazim Fusarium tiirlerinin neden oldugu hastaliklarin kontrolii i¢in kullanim1
en cok tercih edilen fungusit aktif bilesiklerinden biri olmustur (Tarafder ve Datta, 2022; Zhang
ve dig., 2023). Karbendazimin kullanimi iilkemizde 01.01.2018 tarihinden itibaren
sonlandirilmis!! olmasina ragmen Tarim ve Orman Bakanhginin 25.07.2019 tarihli ve “Goriis-
RF/Ihracatta Yasakli ila¢” konulu yazismda Rusya Federasyonu’na Tiirkiye’den gdnderilen
meyve ve sebze ilriinlerinde yapilan analizler sonucu karbendazimin tespit edildigi

belirtilmistir. Rapor yasakli olan bu bilesigin hala kullanimina devam edildigini géstermektedir.

Aralarinda karbendazimin de bulundugu zirai ilag aktif bilesiklerinin Fusarium tirleri
iizerindeki antifungal etkileri ile tarla izolatlarinin bu ajanlara direng seviyelerinin arastirildigi
TUBITAK projesinde; karbendazimin fitopatojenlerden F. graminearum ve F. culmorum’un
Uremesini oksidatif stres ve apoptoz benzeri hiicre 6liimii araciligiyla inhibe ettigi, bugday
yetistiriciligi yapilan Tekirdag, Canakkale ve Balikesir civarinda FBY ve kok ve kok bogazi
cliriikliigii hastaliklarindan sorumlu tarla izolatlarinin bu aktif bilesige kars1 direng gelistirdigi
ortaya konmustur (Teker ve dig., 2023). Bu proje kapsaminda tamamlanan bir yiiksek lisans
tezinde (Yiiksektepe, 2023) de, karbendazimin her iki tiirde genomik kararsizliga yol agtigi1 tip
I ve tip IV metilasyonuna neden oldugu CRED-RA analizi ile gosterilmisti. CRED-RA

yalnizca karbendazimin metilasyon deseninde neden oldugu farkliliklarin tespitine olanak

10 https://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2024.pdf [Ziyaret tarihi: 23.04.2024]
1 https://aydin.tarimorman.gov.tr/Duyuru/205/Carbendazim-Aktif-Madde-Kullaniminin-Sonlandirilmasi [Ziyaret tarihi: 23.04.2024]


https://www.frac.info/docs/default-source/publications/frac-code-list/frac-code-list-2024.pdf
https://aydin.tarimorman.gov.tr/Duyuru/205/Carbendazim-Aktif-Madde-Kullaniminin-Sonlandirilmasi
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sagladigindan bu yiiksek lisans tezi kapsaminda gergeklestirilen ¢alismada, karbendazimin F.
culmorum’da epigenetik modifikasyonlardan DNA metilasyonu (zerindeki etkisi S-tubulin
geni Ozelinde ve tiim genom diizeyinde sirastyla bisiilfit dizileme ve ELISA yontemleri ile

arastirilmasgtir.

Bir aktif bilesigin bir organizma iizerindeki etkisinin arastirildigi calismalarda kurulan her
deney seti kendi igerisinde kontrol grubu ile karsilastirilarak degerlendirilmektedir. Yine de tez
calismas1 sirasinda TUBITAK projesinde karbendazimin FcUK99 referans susu iizerinde
belirlenen MIK (1.4 pg/ml), MIK2s (0.35 pug/ml) ve MiKso (0.7 pg/ml) dozlar1 uygulanarak
deneme setleri baslatilmis, bir dnceki ¢alismadan belirlenen radyal iireme gap degerleri (MiKgs
ve MiKso dozlar1 i¢in sirastyla 4. giin, 22.2+0.05 mm ve 36.0+0.20 mm; 7.giin, 19.0£0.08 mm
ve 28.2+0.11 mm) elde edilememis, beklendigi sekilde kiiltiirlerin iireme profillerinde farklilik
oldugu gozlenmistir. Aktif bilesigin farkli konsantrasyonlari ile gerceklestirilen tarama sonrasi
karbendazimin 2.8 pg/mL konsantrasyonunun FcUK99’un iiremesini tamamen inhibe etigi
(MIK) belirlenerek hesaplanan MIKzs (0.7 pg/mL) ve MiKso (1.4 pg/mL) dozlar1 ile yeni
deneme setleri kurulmustur. Bu dozlarin fungal {iremeyi sirasiyla % 38.4 ve % 71.1 oraninda
inhibe ettigi, proje verileri ile uyumlu olan karbendazimin artan dozlarmin dogrusal biiyiime
oranlarinda istatistiksel olarak anlamli (p<0.0001) azalmaya neden oldugu gosterilerek
analizlere gegilmistir. Tamamlanan TUBITAK projesi kapsaminda karbendazimin ¢oziiciisii
olan asetonun bu aktif ajan icin denenen % 0.47 (v/v) konsantrasyonunun fungal Gremeyi
olumsuz etkilemedigi gosterilmistir. Ayrica, projede yer alan diger aktif bilesikler i¢in de
¢oziicli olarak kullanilan asetonun denenen en yiiksek konsantrasyonu olan % 1.65 (v/v)’in de
fungal lireme tlizerinde etkili olmadig1 belirlenmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda karbendazimin
MIiKs dozunun icerdigi % 0.23 (v/v) ve MiKso nin icerdigi % 0.46 (v/v) oranindaki aseton
hiicre canlilig1 lizerinde etkili olmayan doz araliginda kalmistir. Karbendazimin inhibitor
konsantrasyonlarmin farkli Fusarium tiirlerinde degisiklik gosterebilecegi farkli arastirma
gruplar tarafindan rapor edilmistir (Zhang ve dig., 2016; Xiaoru ve dig., 2022). Ayrica ortam
kosullarinin Fusarium tiirlerinin mevcut tireme profillerini degistirebildigi, dolayisiyla kiiresel
istnmanin yol actig1 iklim degisiklerinin fitopatojenler i¢in dnemli oldugu da vurgulanmigtir
(Vaughan ve dig., 2016; Ejaz ve dig., 2023). Ayni referans susun kullanildig1 bu iki ¢caligmada
fitopatojenin iireme profilinde belirlenen farklilik, beklendigi gibi deneylerin farkli zaman
araliklar1 ve ortam kosullarinda gerceklestirilmesinden kaynaklanmistir. Elde edilen bu ¢ikt1

aktif bilesiklerin hiicre canliliga olan etkisini belirlemek tizere gergeklestirilecek her bagimsiz
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caligma icin biliylimeyi inhibe eden konsantrasyonlarin mutlaka test edilmesi gerektigini,
belirlenen yeni dozlarla deneme setlerinin kurulmasmin gereklilik oldugunu gostermesi

bakimindan 6nemlidir.

Fungusit aktif bilesiklerinin apoptozu tetikleyerek hiicre canliligini azalttigi sigcan ve insan
hiicre kiiltiirlerinde gosterilmistir (Calviello ve dig., 2006; Xu ve dig., 2020). Antifungal ajan
olarak kullanilan farkli aktif bilesiklerin Fusarium’da apoptoz benzeri mekanizmayi tesvik
ettigi de bildirilmistir (Semighini ve dig., 2008; Yoriik, 2018; Teker ve dig., 2021; Albayrak ve
dig., 2023). Kiiltiir ortamindaki apoptotik hiicreleri canli hiicrelerden ayirt etmede kullanilan
at/etbr ikili boyamasi hizli, uygun maliyetli, giivenilir ve 6zgilin bir yontemdir. Bu yontemde at
boyasi canli ve apoptoza ugrayan hiicrelerin her ikisi tarafindan da almirken etbr boyasi
yalnizca canli olmayan hiicrelere girmektedir. Bunun sonucunda canli hiicreler floresan
mikroskobu go6zlemlerinde yesil, hiicre Oliim siirecindeki hiicreler ise turuncu i1sima
yaymaktadir (Ciniglia ve dig., 2010; Liu ve dig., 2015). Yorik (2018) F. graminearum’da
tetrakonazoliin etkisini arastirdigi ¢alismasinda apoptoz benzeri hiicre 6liim yolagmin varligini
bu boyama yaklagimini kullanarak géstermistir. Alt1(6) giinliik kontrol grubunda saptanan yesil
floresan 1s1ma hiicrelerin canli ve metabolik olarak etkin oldugunu gdostermis, deney
gruplarinda yesilden sariya, saridan turuncuya gecen 1s1malarsa karbendazimin MiK s ve MiKsg
dozlarmin F. culmorum’un FcUK99 susunda apoptoz benzeri Oliim mekanizmasini
tetiklendigini at/etbr ikili boyamasi sonrasi floresan mikroskobu incelemesi ile hiicresel
diizeyde ortaya koymustur. Teker ve dig. (2021) bitkisel esansiyel yaglardan biri olan a-
thujonun, Albayrak ve dig. (2023) de bir diger esansiyel yag olan mirsenin benzer sekilde
Fusarium’da hiicre 6liim yolagi olarak apoptoz benzeri siireci tetikledigini bu boyama
yaklagimi ile gostermislerdir. Bu g¢alismada karbendazimin Fusarium’da hiicre canliligini
apoptoz benzeri hiicre 6liim yolagi yoluyla azaltarak fungal ireme oranlarini etkiledigi boyama

yaklagimi kullanilarak desteklenmistir.

Antifungal ajanlarm uzun stireli kullanimi1 sonucu bu bilesiklere karsi diren¢ kazanimi hem
laboratuvar suslar1 hem de tarla izolatlartyla yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Oshima ve dig.,
2006; Sevastos ve dig., 2016; Hagiwara ve dig., 2016). Brent ve Hollomon, (2007) mantar
tiirleri tarafindan fungusitlere kars1 gelistirilen direng mekanizmasinin antifungal ajanin etki
gosterdigi hedef bolgedeki modifikasyona bagli oldugunu bildirilmislerdir. Ulkemizde ve

dinyada Fusarium tiirlerinin dahil oldugu birgok fitopatojenik tiiriin karbendazime kars1 direng
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gelistirdigi ¢esitli arastirma gruplar1 tarafindan rapor edilmistir (Brent ve Hollomon 2007,
Zhang ve dig., 2016; Liu ve dig., 2019; Song ve dig., 2022). Literatiirde f#2-tubulin geninde
taginan mutasyonlarin karbendazim direncinden sorumlu olabilecegini vurgulayan bildirimlerin
aksine bu aktif ajana direngli gesitli suslarn S2-tubulin gen dizilerinde mutasyonlarm tespit
edilemedigi raporlari da bulunmaktadir. Bu sonuglar, karbendazim direncinde farkli molekiiler
mekanizmalari rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Kawchuk ve dig., 2002; Ma ve dig.,
2003; Suga ve dig., 2011; Chen ve dig., 2014; Xu ve dig., 2019; Song ve dig., 2022). Antifungal
bilesiklerin epigenetik degisimlere yol acarak fitopatojenik mantar tiirlerinin virulansini
etkileyebilecekleri bilinmektedir. He ve dig. (2020) en yaygin epigenetik modifikasyonlardan
biri olan DNA metilasyonunun fitopatojenlerin gelisimindeki, patojenitesindeki ve sekonder
metabolizma biyosentezinin diizenlenmesindeki roliine dikkatleri ¢gekmistir. Yorik (2018) de
tetrakonazol fungusit aktif bilesiginin F. graminearum’un gelisimi lizerindeki etkisinin DNA
metilasyon degisimi aracilig1 ile olabilecegini géstermesi bu bakimdan 6nemli bulunmustur.
Fang ve dig. (2024) gerceklestirdikleri ¢alismalarinda piraklostrobin aktif bilesiginin bitki
patojeni Magnaporthe oryzae’deki DNA metilasyon desenlerini degistirerek gen anlatimini
etkiledigini ortaya koymustur. Piroklostrobinin gen igindeki yiiksek SmC seviyesiyle iliskili
olarak ubukitin aracili proteolizi ve glutatyon metabolizmasini artirdigi; DNA replikasyonu,
DNA hasar1 onarimi ve lipid metabolizmasini ise inhibe ettigi rapor edilmistir. Yapilan ¢ok
cesitteki ¢alismalara ragmen giiniimiizde fungusit aktif bilesiklerinin epigenetik mekanizmalar
yoluyla fitopatojenik mantarlar {izerindeki etkileri ve/veya rolleri hakkinda hala sinirli bilgi

bulunmaktadir (Yin ve dig., 2023).

Tez calismasi kapsaminda karbendazimin FcUK99 susunda DNA metilasyonuna etkisi 6zgiin
bir gen iizerinden bisiilfit dizileme yontemi ile arastirilmistir. Darst ve dig. (2010) bisiilfit
dizileme yaklasiminin ayni amagla kullanilan diger yontemlere gére en dnemli avantajini,
DNA’da yer alan her bir C’nin metilasyon durumunun ayrintili olarak belirlenmesini saglamas1
olarak belirtmektedir. Dizileme sirasinda DNA’daki 5mC’ler C olarak, metillenmemis C’ler ise
T olarak okundugundan genin ORF’sinde yer alan SmC’lerin pozisyonlar1 kolaylikla tespit
edilebilmektedir. Bu nedenle MIKzs ve MIKso dozlarinda karbendazime maruz birakilan
ornekler ile kontrol grubundan Maniatis ve dig. (1982) tarafindan bildirilen 6lgiitlere uygun
saflikta (1.75-1.85) ve miktarda (120-230 ng/uL) gDNA izolasyonu gerceklestirildi. Ardindan
gDNA’lar sodyum bisiilfit ile muamele edilip metillenmemis C’lerin U’ya doniisiimii tesvik

edilerek sadece metillenmis C’lerin tespit edilebilmesi saglanmistir. Sodyum bisilfit doniisimii
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icin bir¢ok caligmada kullanilan yiiksek verimli ve hizli sonug veren ticari bir kit (EZ DNA
Methylation-Lightning™ Kit (D5030, Zymo Research) kullanilmistir (Holmes ve dig., 2014;
1zzi ve dig., 2014; Signoretti ve Gupte, 2023). Literatiirde karbendazimin mikrotubul temel
bilesenlerinden tubulin dimerinin alt birimi olan -tubulin’e baglanarak a-tubulin alt birimiyle
birlesmesini engelledigi ve bu sekilde hiicre boliinmesini durdurdugu bildirilmektedir (Kara ve
dig., 2019; Tarafder ve Datta, 2022). Bu nedenle bistilfit uygulanmayan ve bistilfit doniistimii
yapilan gDNA’larda PZR ile ¢ogaltilacak 6zgiin gen bolgesi S-tubulin olarak secilmis, bu iki
gruba ait deney setlerinden ¢ogaltilan kismi bolgelerin nukleotid dizileri karsilagtirilarak gen

icinde yer alan 5SmC’lerin belirlenmesi hedeflenmistir.

Fusarium tiirlerinde eseyli ve eseysiz lireme sirasinda farkl islevlere sahip f1-tubulin ve f2-
tubulin olarak adlandirilan iki S-tubulin geni bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda £1-tubulin
geninin mayoz boliinme evresinde askospor olusumunda gorev aldigi, eseyli ireme i¢in bu
genin dnemli oldugu, A2-tubulin geninin ise hif buytumesinde ve DON mikotoksinin {iretiminde
baskin rol oynadig1 ortaya konmustur (Qiu ve dig., 2012; Zhao ve dig., 2014; Wang ve dig.,
2019). Calismada kullanilacak olan F. culmorum eseysiz iireme gosteren bir tiirdiir ve DON
iireticisidir. Bu nedenlerden dolay1 karbendazimin CpG adalarindaki metilasyon etkisinin
belirlenmesi icin pl-tubulin ve pB2-tubulin hedef genler olarak seg¢ilmistir. Bisiilfit 6zgiin
PZR’de kullanilmak tizere hem A1-tubulin hem de A2-tubulin geninin kodlanan ve kalip
ipliklerine 6zgilin primer ¢iftlerinin tasarimi yapildiktan sonra oligonukleotidler AG degerleri,
cogaltacaklar1 iiriin boyutlar1 ve hedef bolgede yer alan CpG adacik sayilar1 bakimindan kontrol
edilmiglerdir. f2-tubulin geninin ¢ogaltimi i¢in tasarlanan primer ciftlerinin AG degerlerinin
S1-tubulin genininkinden daha yiiksek olduklar1 belirlenmis, gogaltimi hedeflenen bolgenin gok
sayida CpG adacigni icerdigi saptanmis ve ¢ogaltilacak {iriin boyutunun bisiilfit 6zgiin PZR
icin Onerilen ¢ogaltim bolge boyut smirma (150-300 bg) ¢ok yakin oldugu bulunmustur.
Yukaridaki nedenlerle tez ¢alismasinda karbendazimin epigenomik etki potansiyeli sadece 52-
tubulin geni lizerinden arastirtlmistir. Literatiirde karbendazimin genellikle A2-tubulin
genindeki modifikasyonlar ile iliskilendirilmis olmas1 da bu genin hedef gen olarak se¢iminde

etkili olmustur (Qui ve dig, 2011; Chen ve dig., 2014; Yang ve dig., 2018).

PZR ile ¢ogaltim sonrasi, bisiilfit uygulanmayan kontrol ve deney grubu 6rneklerinden 1312 bg
boyutunda ve bistilfit doniisiimii yapilan kontrol ve deney grubu 6rneklerinin kodlanan ve kalip

ipliklerinden ise sirasiyla 311 ve 307 bg boyutunda f2-tubulin genine ait DNA fragmentleri
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elde edilmistir. Bisiilfit uygulanmamis ve bisiilfit uygulanan tiim PZR iriinleri sirastyla tek
yonli ve ¢ift yonlii olarak Sanger yontemi ile dizilenmistir. Dizileme sonrasi bisiilfit
uygulanmayan 6rneklerin nukleotid dizileri NCBI veri tabaninda yer alan referans f2-tubulin
gen dizisi ile hizalandiginda dizilerin identik olduklari, aralarinda varyasyon olmadigi tespit
edilmistir. Cift yonlii okumalar hizalandiklarinda dizilemenin yiiksek hassasiyette yapildigi
belirlendikten sonra tek bir iplige ait bu okumalardan elde edilen dizilim bilgileri birlestirilerek
bisiilfit uygulanmamis 6rneklere ait nukleotid dizileriyle hizalanmistir. Nukleotid dizilimleri
karsilastirildiginda kontrol ve deney gruplarnin hem kodlanan hem de kalip dizilerinde f2-
tubulin geninin ¢alisilan kismi bolgesindeki tim C’lerin T’ye doniistiigli saptanmus,
karbendazimin MiKs ve MiKso dozlarinm S2-tubulin geninin kismi bolgesindeki kodlanan ve
kalip ipliklerinde yer alan CpG adaciklarinda metilasyona neden olmadig1 ortaya konmustur.
Chen ve dig. (2014) yaptiklar1 galismalarinda Fusarium fujikuroi’in MBC grubu fungusitlerine
karst gelistirdigi direncin fS2-tubulin genindeki nokta mutasyonlarindan kaynaklandigini
bildirmislerdir. Buna karsi Kawchuk ve dig. (2002) MBC grubu fungusitlerinden tiyabendazol
direncli ve hassas Fusarium sambucinum izolatlarinin baglanti analizinde 2-tubulin geninde
belirledikleri nukleotid ve amino asit farkliliklarmin tiyabendazol direnciyle baglantili
olmadigini bulmuslardir. Song ve dig. (2022) de benzer sekilde bitki patojeni Ustilaginoidea
virens’in karbendazime hem direngli hem de hassas izolatlarmin S2-tubulin geninde mutasyona
yol agmadigmi gostermislerdir. Bu tez ¢alismasinda da karbendazimin artan doz uygulamasinin
F. culmorum’un B2-tubulin geni i¢inde nukleotid farkliligima ve DNA metilasyonuna yol
acmadi@1 bulunarak aktif ajanin sadece f2-tubulin genindeki modifikasyonlar yolu ile degil

farkli molekiiler mekanizmalar araciligiyla da etkili olabilecegini ortaya konmustur.

Tez calismasi kapsaminda karbendazimin DNA metilasyonuna etkisi tiim genom diizeyinde
dolayli ELISA yontemi temelli olan bir ticari kit (MethylFlash™ Methylated DNA
Quantification, P-1034-48, Epigentek) kullanilarak arastirilmigtir. Bu kitin tiim genom
diizeyindeki metilasyonu belirlemedeki etkinligi farkli arastirma gruplar1 tarafindan
gerceklestirilen caligsmalarda bildirilmistir (Varga ve Soulsbury, 2019; Armando ve dig., 2022;
Liu ve dig., 2023). Tiim genomda yer alan SmC’ler metillenmemis C’lerden yliksek dogrulukta
ayirt edilerek kisa siirede ve diisik DNA miktar1 ile kantitatif olarak bu kit araciligiyla
belirlenebildiginden bu caligmada Epigentek markasmna ait ticari kitin kullanimina karar
verilmigtir (Kurdyukov ve Bullock, 2016; de Oliveira ve dig., 2020). Metilasyon analizi renk

degisimi reaksiyonu temelli olarak ortamdaki renk yogunlugunun o6lgiilerek 5mC’lerin
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iceriginin belirlenmesi ile gerceklestirilmektedir. Caligmada kontrol ve deney gruplarma ait
orneklerin yer aldigi kuyucuklarda metile DNA’nin varligini gosteren mavi renk goézlendi.
Kolorimetrik olarak 450 nm dalga boyunda goriiniir 1gikta yapilan OD 6Slgiimleri sonucunda
tiim genom diizeyinde FcUK99 susunun SmC igerigi % 0.49 olarak belirlendi. Karbendazimin
MiKzs ve MiKso dozlarma maruz birakilan gDNA &rneklerinde ise tiim genomdaki SmC
icerikleri sirasiyla % 0.88 ve % 1.63 olarak bulundu. Karbendazim aktif ajaninin MIK3s ve
MiKso dozlart DNA metilasyonunu tiim genom seviyesinde kontrole gore sirasiyla % 79.6 ve
% 232.7 artirdi. Artan dozlarda karbendazim uygulamasinin yol a¢tigi hipermetilasyonun
istatistiksel olarak anlamli oldugu ortaya kondu (kontrol vice versa MiKzs, p<0.001; kontrol
vice versa MiKso, p<0.0001).

Sonug olarak, karbendazimin bliylime inhibisyonuna neden olan dozlarinin F.culmorum’da
epigenetik degisimlerden DNA metilasyonuna etkisinin arastirildigi bu galismada £2-tubulin
geninin metilasyon profili incelendiginde bu gen bolgesinde yer alan CpG adaciklarinda
metilasyon meydana gelmedigi ancak aktif ajanin tum genom diizeyinde DNA metilasyonunu
artirdig1 gosterilmistir. Yiiksektepe'nin (2023) yiiksek lisans tezi kapsaminda karbendazimin
uygulanan tiim dozlarmimn DNA metilasyon seviyesini FCUK99 susunda artirdigi ve tip I ve tip
I'V metilasyonuna neden oldugu bulgular1 tez caligma bulgular1 ile uyumludur. Dizi analizinden
elde edilen veriler ayn1 zamanda karbendazimin £2-tubulin geninin ORF’sini igine alan kismi

bolgesinde nokta mutasyonlarma neden olmadigini da ortaya koymustur.

Yiiksek lisans tez ¢alismasi bulgulari, karbendazimin artan dozlarinin aktif ajanin etki ettigi
bildirilen hedef geninde (52-tubulin) metilasyona neden olmadigmi ancak, tiim genom
diizeyinde DNA metilasyonunu artirdigin1 géstererek fungusit aktif bilesiklerinin fitopatojenik
mantarlarda epigenetik mekanizmalar tizerinden etkili oldugunu gostermesi bakimindan 6nemli
bulunmustur. Bu ¢alisma karbendazimin antifungal etkisinin literatiirde bildirildigi sekilde her
zaman f2-tubulin genindeki modifikasyona bagli olmadigini farkli molekiiler mekanizmalarin
aktif ajanin patojenitesi ile iliskili olabilecegini gostermistir. Karbendazimin bitkilerde ytiksek
patojeniteye sahip olan Fusarium’da tim genom diizeyinde hipermetilasyona yol actiginin
belirlenmesi temel bilimlere ve literatiire katki saglayacak olmasi bakimindan biiyiik 6nem

tasimaktadir.

Yiiksek lisans tez caligmasindan elde edilen ¢iktilar, fungusit aktif bilesiklerinin epigenomik

etkilerinin arastirilacagi yeni arastirmalara temel olusturacaktir. Ayrica bu proje ¢iktilar: tarim
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alanlarinda Fusarium ile miicadelede yaygin olarak kullanilan antifungal ajanlarin DNA
metilasyonunu tiim genom diizeyinde artirabilecegini, metilasyonun germ hicrelerinde
meydana gelmesi durumunda genomik damgalama yoluyla gelecek nesillere aktarilmasiyla
fungusit direncine yol agabilecegini ortaya koymaktadir. Bu veriler yiiksek diizeyde epigenetik
degisimin fungusit direncinde etkili olabilecegini ve patojenler ile micadelede bu epigenetik
modifikasyonlarin da hedeflenmesinin 6nemini gostermesi bakimindan da biiyiik 6nem arz

etmektedir.
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