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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

Fusarium graminearum iZOLATLARININ CAPS MARKIRLARIYLA
GENOTIPLENDIRMESI

Funda KAYA

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Biyoloji Ve Genetik Anabilim Dali

Damisman : Dog. Dr. Giilruh ALBAYRAK

Fusarium graminearum tiim diinyada tiir i¢i ¢esitliligi yiiksek olan bir bitki patojenidir.
Bu nedenle, bu tiire ait izolatlarin genotiplendirmesi biiyiik bir onem tagimaktadir. Bu
Yiiksek Lisans tez c¢alismasinda, farkli cografik bolgelerden saglanan 45 F.
graminearum izolatinin genotiplendirmesi ve tek niikleotid polimorfizmlerinin (SNP)
belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu kapsamda, CAPS molekiiler markir yontemi dort genin
(histon 3, ribozomal protein, aktin ve hipotetik protein genleri) ve bir RAPD markirinin
(hipotetik proteinle iligkili D3G3) analizinde kullanildi. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) ¢ogaltim iiriinleri yedi farkli restriksiyon endonukleazi (Ava Il, Rsa I, Fok I, Hae
I11, Eco RI, Cla I, Tfi I) ile kesilerek SNP’ler tarandi.

Bu calismada, histon 3 ve aktin genlerinde polimorfizm gozlenemedi. Ancak, F5 ve F7
izolatlarinda ribozomal protein geninin Tfi | restriksiyon kesimi ile sirasiyla C’nin G’ye
transversiyonu ve C’nin T’ye transisyonu belirlendi. Ek olarak, bu gen dizilerinde tekli
(G) ve ikili baz delesyonu (AG) bulundu. Ayrica, Sh15 izolatinin D3G3 RAPD
markirinda bir SNP (C’nin T’ye doniisiimii) ve alti nukleotidlik delesyon(GCGGGG)
goriildii. EcoR | restriksiyon kesimi bu farkliliklar1 ortaya koydu. Ayni zamanda,
transisyon tipte bir mutasyon (G—A) Sh14 izolatinda hipotetik proteini kodlayan gen
dizisinin Ava Il restriksiyon kesimi ile belirlendi. Bu mutasyonlarin higbirinin ¢alisilan
gen bolgelerinin okunma cergevesi (ORF) ve markir dizilerinde dur kodonuna yol
acmadigl gozlendi. Sonug olarak bu calismada, temel hiicresel siireglerde gorev alan
genlerde ve RAPD markirinda mutasyonlar —SNP’lerle birlikte delesyonlar- bulundu.
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Bu mutasyonlarin proteinlerle iliskili amino asit dizilerinde degisime yol agabilecegi
ongoriilmektedir.

Haziran 2014, 75.

Anahtar kelimeler:  Fusarium graminearum, CAPS molekiiler markir yontemi, tek
nukleotid polimorfizmi (SNP), markir aracili segim.



SUMMARY

M.Sc. THESIS

GENOTYPING OF Fusarium graminearum ISOLATES WITH CAPS MARKERS

Funda KAYA

Istanbul University
Graduate School of Science and Engineering

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor : Associated Prof. Giilruh ALBAYRAK

Fusarium graminarum is a prevalent plant pathogen which has a high intraspecific
diversity all over the world. Therefore, genotyping of isolates belonging to the species
has a great importance. In this thesis, it was aimed to both genotype of 45 F.
graminearum isolates obtained from different geographic regions and determine of
single nucleotide polymorphisms (SNPs). In this context, CAPS molecular marker
method was used in the analysis of four genes (histone 3, ribosomal protein, actin and
hypothetical protein genes) and one RAPD marker (D3G3 related to hypothetical
protein). SNPs were searched by digestion of polymerase chain reaction (PCR)
amplification products of them with seven different restriction endonucleases (Ava I,
Rsa I, Fok I, Hae Ill, EcoR I, Cla I, Tfi I).

In this study, polymorphism was not obtained in histone 3 and actin genes. However,
transversion of C to G and transition C to T as SNPs were determined with Tfi |
restriction digestion of ribosomal protein gene in F5 and F7 isolates, respectively. In
addition, single (G) and double base deletion (AG) were found in the gene sequences.
Besides, one SNP (C to T transition) and an deletion with 6 nucleotides (GCGGGGQG)
were seen in D3G3 RAPD marker of Sh15 isolate. EcoR I restriction digestion revealed
these differences. Also, a transition type mutation (G to A) was determined with the Ava
Il restriction digestion of gene sequences encoding hypotheticial protein in Sh14 isolate.
It was observed that none of these mutations resulted in stop codon in open reading
frame (ORF) of studied gene regions and in marker sequences. As a result, mutations-
deletions together with SNPs- were found in the genes which are participating in basic
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cellular process by employing both RAPD with CAPS marker analysis, in this study. It
Is estimated that these mutations could change amino acid sequence of related proteins.

June 2014, 75.

Keywords:  Fusarium graminearum, CAPS molecular marker method, single
nucleotide polymorphism (SNP), marker assisted selection.
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1. GIRIS

Farkli patojeniteye sahip olan ve ¢esitli mikotoksinleri tiretme potansiyeli bulunan Fusarium
tirleri yiliksek diizeyde genetik cesitlilik barindirmaktadir. Fusarium genusundan F. solani
klinik hastaliklardan keratit, F. oxysporum, F. proliferatum ve F. verticillioides nétropeni,
keratomikoz ve onkomikozun etmenidir. Fusarium oxysporum, F. culmorum, F. graminearum
F. moniliforme de sirasiyla solgunluk, basak yanikligi ve sap ¢iirlimesi, kok ¢iiriimesi, tane
clirimesi olarak bilinen bitki hastaliklarinin etmenidir. Fusarium graminearum diinyanin
birgok yerinde Fusarium basak yanikligi hastaligina yol acan en agresif ajandir (Goswami ve
Kistler, 2004). Fusarium graminearum enfeksiyonu c¢igekgiklerde kisirlik ve renk kaybi,
tanelerde kuruma, solgunlagma ve agirlikta azalma ile sonuglanan iirlin ve kalite kaybina
neden olmaktadir. Bu tiiriin izolatlar1 iizerindeki c¢alismalar kemotiplendirme ve
genotiplendirme tizerinde yogunlagsmistir. Geleneksel yontemler ile tanimlanmasi oldukga gii¢
olan mantarlarin, molekiiler markir teknikleri kullanilarak karakterizasyonu giiniimiizde olasi
hale gelmistir (Miedaner ve dig., 2003). Kemotiplendirme ve genotiplendirmede daha ¢ok bu

markir yontemlerinin kullanimi tercih edilmektedir.

Bu tez calismasinda, iilkemizin ve Iran’in gesitli ydrelerinden izole edilen 45 F. graminearum
izolatinin genotiplendirmesi amaglanmistir. Bu kapsamda izolatlar arasindaki ¢esitlilik CAPS
(ing, “cleaved amplified polymorphic sequence’’) ydntemi kullanilarak arastirildi. ilk olarak
F. graminearum izolatlar1 polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli yontemler ile tiir
diizeyinde tanimlandi. CAPS molekiiler markir yonteminde aktin (act), histon3 (H3), 60S
ribozomal protein, hipotetik protein geni ve D3G3 RAPD markir1 (JN638063.1) ¢ogaltilacak
hedef bolgeler olarak segildi. Cogaltim tiriinleri Ava Il, Tfi I, Rsa I, Cla I, Eco RI, Hae Il ve
Fok | RE kesimine birakilarak tek nukleotid polimorfizmlerinin varligi arastirildi. CAPS
markirlar1 organizmanin bir karakteri ile iliskilendirilebildigi i¢in elde edilen farkliliklar
markir aracilt secim yapma olanagi saglayabilmektedir. Ayrica, CAPS yonteminden elde
edilen polimorfizmlerin ¢alisilan genlerin islevlerine olan etkisi arastirilabilmekte ve elde

edilen veriler barkod kitapliklarinda kayit altina alinabilmektedir.



2. GENEL KISIMLAR

Tek nukleotid polimorfizmleri (ing.,*“single nucleotide polymorphism; SNP’’) ayni tiiriin
farkli bireyleri arasindaki veya farkli tiire ait organizmalar arasindaki identik DNA dizilerinde
gozlenen tek nukleotid (A, T, G, C) degisimleridir. Bir bazin eklenmesi (insersiyon) ve
eksilmesi (delesyon) gibi DNA molekiiliinde meydana gelen yeniden diizenlenme
mekanizmalart SNP’lerin olugsmasina yol agan temel mekanizmalardir (Twyvan, 2005). Bu
degisimler genomda nokta mutasyonlari olarak da adlandirilmaktadir. Genomda bir purin (A,
G) bazinin bir purin ile veya bir pirimidin (C, T) bazinin bir pirimidin ile yer degistirmesi
transisyon, bir purin bazinin bir pirimidin ile veya bir pirimidin bazinin bir purin ile yer
degistirmesi ise transversiyon olarak adlandirilir. Bu degisimler de nokta mutasyonlarini
temsil etmektedir ve SNP’lerin olugsmasinda etkilidir. Nokta mutasyonlar1 bir gende ya da
genin diizenleyici bolgesinde meydana geldiginde bireyin fenotipinde dnemli degisiklikler
gozlenebilir. Bir DNA molekiilinde meydana gelen tek niikleotid degisimi ayni1 amino asidi
sifreleyen bir bagska kodonun olusumuna yol agtiginda sentezlenen polipeptidde amino asit
degismi gbzlenmez. Yani mutasyon sessiz mutasyon (ing., “silent’’) olarak isimlendirilir. Tek
nukleotid degisimi polipeptiddeki tek bir amino asit degisimine yol actiginda meydana gelen
yanlis anlaml (ing.,"“missense’’) mutasyon ¢ogunlukla islevsel bir degisimle sonuglanmaz.
Ancak mutasyonun meydana geldigi yere bagh olarak resesif ilag direnci ve mutant protein
olusumu gibi islev farkliliklarima yol agabilir (Zila ve dig., 2013). Bu nedenle mantarlar
aleminde de bu tip mutasyonlarin ve neden oldugu islev farkliliklarinin belirlenmesi biiytik
onem tasimaktadir. Ayrica, SNP’nin yol agtigi mutasyon sonucunda olusan bitim kodonu ile
polipeptid sentezi sonlanabilmektedir. Bu mutasyonlar anlamsiz (ing.," ‘nonsense’”) mutasyon
olarak bilinmektedir ve daha kisa, tamamlanmamis protein {iriinii olusumu ile sonuglanir. Bu
mutasyonlar hiicrede islevsel olmayan proteinlerin birikimine neden olur. Ozellikle
diizenleyici bolgelerdeki SNP’lerin Fusarium 'un neden oldugu hastaliklarda, programli hiicre

Oliimiine yol acarak hastalik direncinin gelismesine neden olmaktadir (Olukolu ve dig., 2013).

Fusarium genomunda yiiksek dizi benzerligi gosteren ve ortolog oldugu disiiniilen 9000 gen

bulunmaktadir. Ancak bu homolojinin yani sira her genom kendi i¢inde binlerce farkli gen



tasimaktadir. Bu genler kromozomlarin telomer bdlgelerinde bulunmaktadir. Fusarium
genomunda Ozellikle bu bolgelerin yiiksek SNP igerdigi ve bunlarin da rekombinasyondan
sorumlu oldugu bilinmektedir. Bu organizmanin genomunda telomer bolgelerinde 10000’den
fazla SNP bulunmaktadir. Bazal metabolizma ile iliskili yaklasik 2001 gen yiliksek oranda
SNP bolgesi icermektedir (Cuomo ve dig., 2007).

Patojeniteden ve sekonder metabolit iliretiminden sorumlu genlerde yliksek oranda SNP
bulunmaktadir (Cuomo ve dig., 2007). Ayrica genomda DON (ing.,"‘deoxynivalenol’”)
tiretiminde gorevli Tril, Tri5, Tri6, Tril0 ve Tril4 genlerin ve patojenin agresifligi belirleyen
genlerde de SNP’lerin varligi belirlenmistir (Talas ve dig., 2012). Arpa enfeksiyonunda
anlatim yapan 408 gende SNP igeren bolgeler tanimlanmistir (Cuomo ve dig., 2007). Bu
organizmanin genomda kodlama yapmayan bolgelerinde meydana gelen SNP’lerin
cogunlukla fenotipe etkisi bulunmamaktadir. Bu SNP’ler, 6zellikle populasyon genetigi

calismalarinda elverisli markirlar olarak degerlendirilmektedir (Chen ve Sullivan, 2003).

Genomda temsil edilen SNP’ler organizmanin bir karakteri ile ve/veya genin iirlinii olan
proteinle 1iliskilendirildiginde markir aracili se¢cim (MAS) yapma olanagi sagladigindan
molekiiler genetik ¢alismalarinda degerli markirlar olarak kullanilirlar. Ozellikle anlatimi
yapilan dizi etiketi (ing.,*‘expressed sequence tag; EST’”) bolgelerindeki SNP’ler MAS icin
bliylik 6nem tasimaktadir. Ayrica gesitli organizmalarin temel hiicresel islevleri ile iliskili
genlerindeki SNP’lerin belirlenmesi bu genlerin evrimsel degisiminin izlenmesine olanak

saglayabilmektedir (Syvanen, 2001).

Genomun kodlama yapmayan bdlgelerindeki SNP’ler bireyin DNA parmakizi profillerinin
cikarilmasini ve bdylece bireyler arasindaki cesitliligin belirlenmesini saglar. Organizma
genomlarindaki SNP’lerin  belirlenmesinde kullanilan = stratejiler DNA parmakizinin
belirlenmesinde kullanilan molekiiler markir stratejilerini kapsamaktadir (Gupta ve dig.,

2001).

2.1. MOLEKULER MARKIRLAR

Bireylerin tanimlanmasinda ayirt edici morfolojik 6zelliklerinden sorumlu morfolojik
markirlar; ¢ogunlukla tek bir lokus tarafindan kontrol edilen, polimorfizmi ortaya koyan
degisimleri temsil ettiginden bu markirlarin varligi herhangi bir biyokimyasal veya molekiiler
teknige gerek duyulmaksizin dogrudan goézlenebilmektedir. Morfolojik markir i¢in segilen

karakterlerin kalitimi1 Mendel kurallarina uygunluk gosterdiginde bu morfolojik karakterler



Ozgln genler icin giivenilir belirte¢ler olarak kullanilabilirler. Ancak organizmalarin
karakterlerinin kalitminin ¢ogunlukla Mendel yasalarina uygunluk gostermemesi cevresel
kosullarin karakterlerin kalitimini etkilemesi bu markirlarin kullanimini sinirlamis, yerini
temeli molekiiler diizeyde belirleme stratejilerine dayanan molekiiler markir yontemlerine

birakmistir (Liu, 1998).

Bir bireyin biyokimyasal farkliliklarini belirlemeye olanak saglayan protein molekiilleri ya da
genomda bir gen bolgesini ve/veya gen bolgesi ile iligkili bir DNA pargasini temsil eden veya
genomun kodlama yapmayan herhangi bir bolgesi ile iliskili olan ayiric1 6zellikteki DNA

fragmentleri molekiiler markirlar olarak ifade edilmektedir (Agarwal ve dig., 2008)

Biyokimyasal markir olarak da adlandirilan, organizmalar arasindaki polimorfizmi
belirlemeyi saglayan gen anlatim {iriinii olan proteinler, protein diizeyinde ¢esitliligi yansitan
molekiiler markirlardir. Kullanilan en yaygin biyokimyasal markirlar izozim ve allozimlerdir.
Bu protein markirlar1 bir anlamda genomdaki farkliliklar1 yansitmaktadir. Ancak bu protein
markir sistemleri tim genom diizeyindeki farkliliklar1 belirleme olanagi saglamadigi igin

yerini DNA temelli markirlara birakmaistir (Staub ve dig., 1982).

DNA markirlari, bir populasyonu olusturan bireyler arasindaki DNA dizi ¢esitliligini
yansitan, bir organizma genomunun belli bir bolgesi ile iligskili DNA segmenti olarak
tanimlanabilir (Liu, 1998). DNA markirlar1 taksonomi ¢alismalarindan evrime kadar cesitli
alanlarda populasyon ve/veya tiir diizeyinde kullanigh veriler sunar. Molekiiler markirlar
genotiplendirme ve kemotiplendirmede, tan1 ve tamimlama c¢aligmalarinda, -cinsiyet
belirlemede, genetik cesitliligin ortaya konmasinda ve gen kaynaklarimin koékeninin

belirlenmesinde kullanilan etkili belirteglerdir (Nayaka ve dig., 2011).

Eger organizmanin tagidig1 molekiiler markir ¢esitlilik tagiyor ve tiim genoma dagilabiliyorsa,
genetik farkliliklar1 temsil edebiliyor, fenotip ve/veya bir karakterle iliskilendirilebiliyorsa,
giinlimiizde o molekiiler markir1 ¢ok farkli yaklagimlarla tanimlamak miimkiindiir (Agarwal

ve dig., 2008).

2.2. MOLEKULER MARKIR YONTEMLERI

Polimorfizmin belirlenmesinde tanm1 ve tanimlama c¢alismalarinda kullanilmak iizere
gectigimiz son 20 y1l igerisinde molekiiler biyolojideki ilerlemelere paralel olarak ¢ok cesitli
molekiiler markir yontemi gelistirilmistir. Organizmanin genomlarinda bulunan molekiiler

markirlarin belirlenmesini saglayan bu yontemlerin kolay uygulanabilir olmasi, hizli sonug



eldesine olanak tanimast ve her seyden oOnce diisiikk maliyetli olmasi ¢ok biiyilk 6nem
tasimaktadir. Ayrica tekrarlanan denemeler sonucunda ayni bulgulara ulasilabilmesinin
saglanmas1 yontemin giivenilirligi acisindan da Onemlidir (Agarwal ve dig., 2008).

Giliniimiizde kullanilan markir yontemleri dort ana grup altinda siniflandirilmaktadir.

2.2.1. Dizileme Temelli Markir Yontemleri

Dizileme temelli markir yontemleri bir bireyin hiicrelerinde taginan kalitsal materyalinin
dizilim sirasinin belirlenmesi temeline dayanir. Tiim genom diizeyinde dizileme &zellikle
SNP’lerin dogrudan belirlenmesini saglayan araglar haline gelmistir. Ancak bu yaklasim
olduk¢a maliyetli cihaz ve sarf gerektirdigi i¢in rutinde kullanilmamaktadir (Troggio ve dig.,
2008). Genom dizisinin belirlenmesinde en yaygmn olarak kullanilan ydntem, zincir
sonlandirma metodu olarak da adlandirilan “‘shotgun’’ teknigi ile Sanger (dideoksi)
metodudur. Shotgun dizileme uzun DNA pargalarinin dizilenmesinde kullanilir. Bir kerede
dizi analizi yapilamayacak kadar uzun olan DNA molekiillerinin dizilenmesi i¢in kalip dnce
kiiciik pargalara boliintir. Elde edilen her bir parga bir plazmide klonlanir. Klonlanan
plazmidler tek tek dizilenir. Bioinformatik araglarla bir araya getirilen nukleotid dizileri ile
uzun DNA parcasi elde edilir. Sanger yontemi DNA molekiiliiniin ¢ogaltim1 esasina dayanur.
In vitro ¢ogaltim araclarindan PZR kullanir (bkz.2.2.3). Bir DNA molekiiliiniin ¢ogaltilmasi
icin kalip dizinin yan1 sira primer molekiilii, tek degerli iyonlar, DNA polimeraz enzimi ve
dort cesit ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) molekiillerine gereksinim duyulmaktadir.
Sanger metodunda ise bu karigima tek bir nukleotidin dideoksi formu olan ddNTP (ddATP,
ddCTP, ddGTP, ddTTP) molekiillerinden biri eklenir. Her yeni nukleotid bir 6nceki
nukleotidin 3' OH ucuna eklenir. Dideoksinukleotid trifosfat (ldNTP) ise 3' OH ucu i¢ermez.
Dolayisiyla boyle bir molekiil zincir uzamasii durdurur ve zincirin son nukleotidini
olusturur. Farkli ddNTP igeren sonlandirilmis DNA dizileri kapiller jel elektroforezi
kullanilarak okunur (Sanger ve Coulson, 1977).

2.2.2. Restriksiyon Endoniikleazi Kesimi Temelli Markir Yontemleri

Kesim temelli olan markir yontemlerinin esas1 genomun restriksiyon endoniikleazi (RE) ile
kesimi sonucu olusturulan farklit DNA pargalarinin belirlenmesine dayanir. Restriksiyon parca
uzunluk polimorfizmi (ing.,“Restriction fragment length polymorphism; RFLP”) olarak

adlandirilan molekiiler markir yonteminde (Botstein ve dig., 1980) iki veya daha fazla 6rnegin



homolog DNA bolgeleri arasindaki restriksiyon kesim bolgelerindeki farkliliklarin ortaya
konmasi hedeflenir. DNA ornekleri oncelikle bir RE ile kesime birakilir. DNA parcaciklari
poliakrilamid ve/veya agaroz jel elektroforezinde ayristirilir. DNA dizilim farkliliklarina gore
genom bolgesinde farklt RE kesim alanlar1 ve dolayisiyla bireyler arasinda farkli DNA
fragment profilleri olusur. Ancak bu profillerin gozlenebilir fragmentler seklinde

izlenebilmesi i¢in ‘‘Southern Melezleme’’ yonteminin uygulanmasi gerekmektedir.

2.2.3. Cogaltim Temelli Markir Yontemleri

Karry Mullis tarafindan gelistirilen PZR teknolojisi molekiiler markirlarin belirlenmesi ve
organizmalar ve/veya bolgeler arasindaki ¢esitliligin ortaya konmasinda kullanilan gii¢lii bir
yaklagim haline gelmistir (Mullis ve Faloona, 1987). PZR ile genomun &zgiin bdlgeleri in
vitro ¢ogaltilabilmekte ve elektroforez teknikleri ile goriintiilenebilmektedir. Gliniimiizde
PZR’un kullanildig1 ¢ok sayida molekiiler markir yontemi gelistirilmistir. Bu yaklasimla kalip
DNA molekiilii, uygun bir ¢ift primer molekiiliin, tek degerlikli iyonlar1 i¢eren bir tamponun,
dNTP molekiiliiniin ve MgClI; bilesenlerinin varliginda enzimatik olarak ¢ogaltilabilmektedir.
DNA amplifikasyonu birbirini izleyen bir seri 6zgiin sicaklik derecelerinin belli siirelerle
uygulandigr dongiilerle saglanir. Olduk¢a diisilk miktarlarda kalip DNA molekiilii ile
baslayan yontemle milyonlarca DNA fragmenti kopyasi iiretilir. PZR’nun kesfinin ardindan
cok sayida yeni PZR temelli molekiiler markir yontemleri gelistirilmistir. DNA teknolojisi ve
molekiiler biyolojideki hizli gelismeye paralel olarak daha ekonomik, hassas, kolay ve
polimorfik olmalarindan dolayr 6zellikle PZR temelli DNA markir sistemleri genetik
caligmalarda daha yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir (Weber ve May, 1989; Liu, 1998;
Tingey ve dig., 1992). PZR metodunun bulunmasi ve patojen tanimlanmasinda yaygin olarak
kullanilmasi, Fusarium tiirlerinin tanisi ve karakterizasyonunda PZR’a dayali birgok metodun
gelistirilmesine olanak saglamistir (Doohan ve dig., 1998). PZR temelli yontemler ayni
zamanda Fusarium tiirlerinin genetik ¢esitliliginin ve filogenisinin anlagilmasinda biiyiik

Olgiide kullanilmaktadir.

2.2.4. Cogaltim ve RE Kesimi Temelli Yontemler

Molekiiler markirlarin iki farkli stratejinin uygulanmasi ile belirlendigi yaklagimlarda ya
DNA molekiilii 6nce RE kesimine birakilip ardindan PZR ile cogaltilir, ya da PZR ile

cogaltilan genomik DNA fragmentleri RE kesimi ile analiz edilir.



Ornegin, c¢ogaltilmis parca uzunluk polimorfizmi (ing., *amplified fragment length
polimorphism’’; AFLP) yonteminde DNA molekiilii RE ile kesilerek parcalara ayrilmakta,
olusan parcalarin ug¢ bolgelerine primer tanima dizileri (adaptor) eklenmekte ve ardindan bu
parcalar secici PZR araciligiyla ¢ogaltilmaktadir (Vos ve dig., 1995). Polimeraz zincir
reaksiyonu iiriinlerinin restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (PCR-RFP) yaklagiminda ise
genomun Ozgiin ve/veya rastgele bolgeleri once PZR araciligl ile ¢cogaltilmakta, elde edilen
amplikonlarda farkliliklar RE kesimi ile ortaya konmaktadir. CAPS molekiiler markir
yontemi olarak adlandirilan yaklasimda da bu strateji kullanilmaktadir (Konieczny ve
Ausubel 1993).

2.3. Fusarium graminearum

Fusarium 1821 yilinda Link ex Gray tarafindan tanimlanmigtir. (Larone, 1995). Basak
yanikliginin en onemli patojeni olarak belirlenmistir (Leisova ve dig., 2006). Gibberella
olarak da bilinen Fusarium genusu Ascomycata filumunun, Ascomycetes sinifi, Hypocreales
ailesine ait bir mantar grubudur (Leslie ve Raju, 1985). Fusarium genusuna ait tiirler hemen
hemen tiim tahillar olmak iizere bitkilerde, insanlarda ve evcil hayvanlarda hastaliklara neden
olmaktadir (Leslie ve Summerell, 2006). Ekonomik 6neme sahip tahil bitkilerinde neden
oldugu iirtin kayiplar1 sebebiyle de ililke ekonomisini zarara ugratmaktadir (Rudd ve dig.,
2001). Fusarium tiirleri toprakta, toprak altinda, havayla temas eden bitki pargalari ve bitki
kalintilar1 {izerinde, ayrica organik materyaller {izerinde de bulunabilir. Altmis bes farkli
tirtiniin varhigr rapor edilen Fusarium cinsi, bitki patolojisinde dnemli bir yer tutmaktadir
(Gutleb ve dig., 2002; De Hoog ve dig. 2000; Toussoun ve Nelson, 1975). Fusarium tiirleri
bitkilerde ozellikle de tahillarda sebep olduklari hastaliklar nedeniyle tarimsal endiistride
ciddi problem haline gelmistir. (McMullen ve dig., 1997; Clear ve dig., 2000; Rudd ve dig.,
2001).

Fusarium graminearum (Schwabe) diinya genelinde ve iilkemizde bulunan en yaygin bitki
patojenlerinden biridir. Bu fungal patojen arpa ve bugday gibi kiiltiire alinmis tahil bitkilerini
enfekte ederek iirlin kayiplarina neden olmakla birlikte {iretmis oldugu mikotoksinler
araciligryla da hayvan ve insan sagligini tehdit etmektedir (Parry ve dig., 1995; Miedaner ve
dig., 2001; Tunali ve dig., 2006b). Fusarium graminearum tahillarda basak yanikligi, sap
¢lirimesi ve solgunluk etmeni olan enfektif ajanlarin basinda gelmektedir (Sonal ve Orug,

2000; Gutleb ve dig., 2002).



Fusarium genusu ile ¢alismak oldukga giictiir (Leslie, 1991). Ciinkii morfolojik olarak
birbirine ¢ok benzeyen farkli cografik bolgelerden izole edilen bir¢ok tiire sahiptir. Bu
enfektif ajan mikrokonidyum olusturamadigr i¢in makrokonidyum morfolojisine gore
tamimlanir. Ancak birbiriyle ¢ok yakin iligkili olan Fusarium tiirlerini ayirt etmede bu
morfolojik karakterler yetersiz kalmaktadir. Fusarium tiirlerinin tanimlanmasinda kullanilan
geleneksel yontemler; makrokonidialarin sekli ve biiyiikliigl, klamiosporlarin bulunmasi veya
yoklugu, mikrokonidialarin sekli, sklerotyum veya sporodokyum varligi gibi sekonder
Ozelliklerin tanimlanmasina dayanmaktadir (Leslie ve Summerell, 2006). Bu nedenle
Fusarium gibi morfolojik olarak ayirt edilmesi gii¢ olan, tiir i¢i ve tiirler arasi gesitliligi
yiiksek organizmalarda molekiiler markirlarla tanimlama oldukg¢a biiyiilk 6nem tagimaktadir.
Fusarium tiirlerinin neden oldugu hastaliklarla miicadelede 6zellikle hastalik etmeni olan
tirlerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu bir gereklilikdir. Bu nedenle tiir ici cesitliligi
oldukga yiiksek olan Fusarium tiirlerinin taksonomisi ve tanimlanmasi geleneksel yontemlerle
olduk¢a giictiir. Giliniimiizde molekiiller markir teknikleri kullanilarak polimorfizm

belirlenmesi ve bireylerin tanimlanmasi olasi hale gelmistir (Miedaner ve dig., 2003).

Patojenik populasyonlar arasindaki g¢esitliligi belirleme ve direngli genotiplerin se¢imi
direncli varyetelerin gelistirilmesi amaciyla yapilan 1slah programlarinda biiyiikk O6nem
tasimaktadir. Farkli patojeniteye sahip ve ¢esitli mikotoksinleri iiretme potansiyeli olan
yikksek diizeyde tiirler arasi ve tiir igi genetik ¢esitliligi barindiran Fusarium genusu
tiyelerinin molekiiler markir yontemleri ile tan1 ve tanimlama g¢aligmalart yogun bi¢imde

gerceklestirilmektedir (Baayen ve dig., 2000; O'Donnell ve dig., 1998).

Ulkemizde de tahillarda hastalik yapabilen yirmi sekiz farkli Fusarium tiiriiniin varlig: tespit
edilmistir (Ozer ve Soran, 1991). Bunlar arasindan F. graminearum Ulkemizde 6zellikle
Marmara Bolgesinde en yaygin ve en agresif tiir olup biiyiik {irlin kayiplarina yol agmaktadir
(Miedaner ve dig., 2001; Tunali ve dig., 2006b; Bernardo ve dig., 2007). Ulkemizde oldugu
gibi birgok iilkede de bugday (Triticum aestivum L.) ve arpa (Hordeum vulgare L.) basta
olmak iizere tahillarda Fusarium Basak Yanikligi (ing.,“‘fusarium head blight’’; FHB)
hastaliginin en 6nemli etmenidir. Ayrica, basak solgunlugu ve sap ciiriimesi hastaliklarina da
yol agmaktadir. FHB ilk olarak 1884 yilinda Ingiltere’de tanimlanmus ve 20. yiizyilmn ilk

yillarinda da tahillar tehdit eden en 6nemli etken olarak gosterilmistir (Muriuki, 2001).

Hemi-biotrofik yasam dongiisiine sahip F. graminearum, Nectriaceae ailesinin iiyesidir

(Goswami ve Kistler, 2004). Fusarium graminearum kladi biyocografik olarak tanimlanmis



filogenetik agidan farkli tiirleri icermektedir (O’Donnell ve dig., 1999, 2004, 2008; Carter ve
dig., 2000, 2002; Starkey ve dig., 2007). Patojen daha ¢ok 1liman ve yar1 tropik bolgelerde
bugday, arpa ve diger kiigiik taneli tahillar1 etkilemekte ve ¢ok kisa siirede iirtinlerde tahribata

yol agmaktadir (McMullen ve dig., 1997).

Genom projesi tamamlanan F. graminearum’un tiir i¢i gesitliliginin yiiksek diizeyde olmasi
gelistirilen patojenle miicadele stratejilerini etkisiz kilmaktadir. Bu nedenle farkli cografik
bolgelerden elde edilen izolatlarin genotiplendirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir (Miedaner ve
dig., 2001; Saharan ve dig., 2007; Walker ve dig., 2001; Parry ve dig., 1995). Tahillar yasam
dongiisiiniin her agsamasinda patojenle enfeksiyon riski tasimaktadir. Fusarium graminearum
bitki kisimlarini farkli sekilde enfekte etmektedir. Ozellikle ciceklenme ve tohum
olusumunun goriildiigii generatif evrede nemli ortam kosullar1 hastalik riskini daha da
artirmaktadir (Carter ve dig., 2002; Bai ve Shaner, 2004; Tunali ve dig., 2006a). Patojen,
dollenme sirasinda veya dollenmeden kisa bir siire sonra, basak gelisiminin her evresinde de
enfeksiyona neden olabilmektedir. Bugday basaginda enfeksiyon, optimum sicaklik ve nem
kosullarinda Fusarium tiirlerinin sporlar1 araciligi ile meydana getirilir. Optimum sicaklik ve
nem kosullart her tiir i¢in farklidir. Fusarium graminearum icin %100 civarinda nem ve 25°C
sicaklik en uygun kosullardir. Hayvanlar, konidyumlar tagtyan yagmur, bitki ve tahil artiklar
tizerinde gelisen askosporlar1 tagiyan hava hastaligin yayilmasinda etkili olan faktorlerdir
(Champeil ve dig., 2004). Sporlar konak bitki dokusu iizerinde ¢imlenmekte, nemli bitki
yiizeyine yapisarak kiitikiil tabakasi {lizerinde koloni olusturmakta ve farkli dokulardan
hiicreye giris yapmaktadir (Nicholson ve dig., 2007). Hastalik belirtileri tahil bitkilerinde
benzerlik gosterir. Infeksiyon ilk olarak eksende veya basakciklarin kabuklarinda olusan
kahverengi kiiclik noktalar seklinde kendini gosterir. Suyun g¢ekilmesi sonucunda tohumda
meydana gelen biiziisme ve solma tiim basaga yayilir. FHB {iriin azalmasi, tohum
¢imlenmesinde gerileme, tanelerde renk bozuklugu ve tohumlarin ¢iiriimesi ile sonuglanir

(Sutton, 1982).

Fusarium graminearum genom projesi tamamlanmis bir bitki patojenidir. F.graminearum’un
PH-1 ve H11 irklarinin genomundan elde edilen veriler (1) tek nukleotid polimorfizm (SNP)
yogunluklarinin ¢esitlilik gosterdigini, (2) tekrarli ve duplikasyonlu bolgelerde meydana gelen
nokta mutasyonlarmin tekrar ve duplikasyon sayisimi smirladigini, (3) tiire 6zgii genlerin

cogunlugunun telomer boélgelerinde konumlandigini, (4) telomerde bulunan bu genlerin
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bazilarinin sadece bitki infeksiyonu siirecinde anlatim yaptigimi F. graminearum’u hifli

mantarlar arasinda ilgi odagi haline getirmistir (Cuomo ve dig., 2007).

2.4. Fusarium GENUSU VE MOLEKULER MARKIRLAR

Molekiiler markirlar enfekte iiriinlerden izole edilen yeni izolatlarin belirlenmesinde, her bir
bireyin gruplandirilmasi ve standart siniflar (kladlarin olusturulmasi) i¢ine dahil edilmesinde
ve DNA parmakizi profillerinin ¢ikarilmasinda etkin bigimde kullanilmaktadir. DNA dizi
farkliliklarinin molekiiler markirlarla karsilastirilmas: farkli tiirler arasindaki evrimsel
iligkilerin dogru bir sekilde agiklanmasini da saglamaktadir (Mule ve dig., 2005). Ayni
zamanda elde edilen veriler fungal genetigini, fungal genomunu yapi ve davranigini
anlamamiza katkida bulunmaktadir. Fusarium izolatlarinin teshisinde, tanimlama ve

karakterizasyon ¢aligmalarinda farkli markirlarin varlig taranabilmektedir.

2.4.1. Iimmunolojik Markirlar

Immiinolojik markirlar fungal bitki patojenlerinin teshisinde ve nicel analizinde etkin olarak
kullanilmaktadir. Hassas olan antikor temelli yontemlerde patojen ile iligkili 6zgiin antijenleri
tantyan antikorlarin gelistirilmesi yontemin temelini olusturur. Gelistirilen ticari kitler
sayesinde tarlada hastalik tanisi ve patojen tespiti miimkiin hale gelmistir (Cooke ve dig.,
2006; Narayanasamy, 2008). Bunlar arasindan ELISA (ing., “‘enzyme-linked immunosorbent
assay’’) testi fungal patojenlerin miktar tayininde ve konagin farkli fizyolojik asamalarinin
belirlenmesinde etkin olarak kullanilmaktadir (Beyer ve dig., 1993). Ancak bu yaklasim tiirler

arasinda var olan farkliligin belirlenmesinde yetersiz kalmaktadir.

2.4.2. Tiire Ozgiin Markirlar

Bir bireyin genomundaki 6zgiin bdlgeyi temsil eden bir tiiriin ayirt edilmesinde kullanilan
0zgilin markirlar, fungal patojenlerin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. SCAR
(ing.,"‘sequence characterized amplified region’’) yontemi genomik DNA fragmentlerinin,
Ozgiin oligoniikleotid primerler kullanilarak PZR ile ¢ogaltimma dayanir (Paran ve
Michelmore, 1993). SCAR markirlarinin gelistirilmesi AFLP, RFLP ve RAPD gibi molekiiler
markir yontemleri ile ¢ogaltilan {irlinlerin klonlanmasi, ¢ift yonlii olarak dizilenmesi ve elde

edilen bu dizilere 6zgiin 15-30 b¢ uzunlugunda bir ¢ift primer molekiiliin tasarlanmasi ile
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gerceklestirilmektedir. Boylece parga uzunluk polimorfizmlerine ait tek bir bdlgenin
cogaltilmasi ile dominant markirlar kodominant markirlara donistiirilmektedir (Paran ve
Michelmore, 1993; McDermott ve dig., 1994; Nicholson ve dig., 1998; Gherbawy ve Voigt,
2010). Ayrica genomda tiire 6zgilin olarak taginan bolgelerin PZR ile ¢cogaltimi araciligiyla da

tiire 6zgiin markirlar elde edilebilmektedir.

2.4.3. Polimorfizm Belirleme Markirlari

Populasyon igerisinde bir lokusdaki DNA dizi ¢esitliligini yansitan, bireyler arasindaki
farklilig1 temsil eden markirlar genellikle genomda kodlama yapmayan bdlgelerin taranmasi
ile elde edilmektedir. Genomda rastgele bolgelerin PZR ile ¢ogaltildigr ¢ogaltilmis polimorfik
DNA (ing., “‘random amplified polymorphic DNA”’; RAPD) yontemi bireyler arasindaki
polimorfizmin ortaya konmasinda kullanilan en etkili yontemlerden biri haline gelmistir. Dizi
Ozglnliigli bulunmayan, genomda rastgele bolgelerin ¢ogaltimini hedefleyen bu ydntemin
esast 10 baz uzunlugundaki tek bir oligoniikleotid primerle PZR’una dayanir. Primer
molekiiliin genomda ¢ok sayida bolgeye baglanmasi guanin ve sitozin bazlarinin orani yiiksek
tutularak (%50°den fazla) ve primer baglanma sicakligi disiriilerek (37°C) saglanir.
(Williams ve dig., 1990). Cok sayidaki bolgenin etkin bi¢imde ¢ogaltimi igin dongii sayisi da
arttirthr. Cogaltim TUriinleri agaroz jel elektroforeziyle analiz edilir. Aym tiirtin farkh
bireylerinde, RAPD c¢ogaltim iirlinleri arasinda gozlenen c¢esitliligin molekiiler temeli,
ozellikle primer baglanma bolgelerinde gergeklesen delesyon, insersiyon gibi yeniden
diizenlenmelere dayanir (Tingey ve Tufo, 1993). RAPD markirlari dominant oldugundan
alleli heterozigot olarak tasiyan bireyler ayirt edilemez. Genom boyunca rastgele bolgelerdeki
farkhiliklar1 belirlemeyi saglayan RAPD polimorfizm belirlenmesinde oldukga etkili ve hizli
bir yaklasimdir (Rafalski ve dig., 1993). Bu yaklagimda primer molekiilde tek bir nukleotidin
farkli tasarlanmasi ile tamamen farkli bir polimorfik markir elde edilebilmektedir. Bu da
sistemin polimorfizm saptama duyarliligin1 géstermektedir. RAPD yontemi bir¢ok degiskene
bagli oldugundan tekrarlanabilir verilerin eldesi gii¢ olmakla birlikte giinlimiizde miimkiin
hale gelmistir. RAPD markirlari; genom haritalama, genetik parmakizi belirleme ve gesit
tanimlama, populasyon farkliligi, taksonomik ve filogenetik ¢aligmalar, ve ebeveyn analizi,
taksonomik kimligin belirlenmesi, akrabalik derecelerin belirlenmesi ve karisitk genom

orneklerinin analizi gibi ¢ok degisik amacli ¢alismalarda kullanilmaktadir (Lodhi, 1994).

Yiiksek organizmalarda heniiz gérevleri tam olarak tanimlanmamis ancak diizenleyici rollere

sahip olduklar diisiiniilen, rastgele ardisik tekrarlanan 1-6 baz ¢iftlik kisa tekrarli diziler, basit
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dizi tekrarlar1 (ing., “simple sequence repeats’’; SSR) ve kisa ardisik tekrarlar (ing., ““short
tandem repeats; STR’’) olarak da bilinen mikrosatellitlerdir (Tautz ve dig., 1986; McDonald
ve Potts, 1997; Litt ve Luty, 1989; Goldstein ve Pollock, 1997; Chambers ve MacAvoy,
2000). Mikrosatellitler, polimorfizm belirleme markirlar1 olarak kullanilan elverisli genomik
bolgelerdir. Tekrarlanan bdlgelerin ¢ogaltimini saglayacak primerler gelistirilerek PZR
gerceklestirilmektedir. Genomdaki mikrosatellit icerigi organizmalarin genom biiytikligii ile
iliskilidir (Hancock, 1996b). Tekrarli dizilerin genomdaki lokasyonu ve tekrar sayis1 bireyden
bireye degisiklik gdstermektedir. Mikrosatellit polimorfizmi heterozigot bireylerin se¢imine
olanak saglamaktadir. Mikrosatellitler 6karyotik organizmalarin tiimiinde, 6zellikle yiiksek
yapili organizmalarda farkli bolgelerde hatta organel genomlarinda ¢ok sayida (Field ve
Wills, 1996; Hancock, 1996a), prokaryotlarda da az sayida bulunmaktadir (Sia ve dig., 2000).
Bu elementler farkli tiirlerde farkli sayida tekrarlar icermekle birlikte en sik rastlananlar
(GT)n, (CA)n, (CAA)n, (GACA)n tekrarlaridir (Wostemeyer ve Kreibich, 2002).
Mikrosatellitlerin PZR yoluyla ¢ogaltiminda kullanilan genellikle 20-25 b¢ uzunlugundaki
Ozgiin primerler, tekrarlara komsu bolgelerdeki nukleotid dizilerine, 6zellikle varsa korunmus
ve/veya kararli bolgelere gore tasarlanmaktadir. Bu amagla oncelikle genomda bulunan
tekrarli bolgeler cogaltilarak dizilenmektedir. Son asamada ise elde edilen bu dizi bilgisi
temel alinarak primerler tasarlanmaktadir. Bu yaklasim dizi etiketli mikrosatellit bolge (ing.,
““sequence-tagged microsatellite site’’; STMS) olarak da ifade edilir. Primerlerin
tasarlanmasinda izlenen diger yol mikrosatellit bolgeleri ve komsu dizilerini igeren genomik
kiitiiphanelerin  kurulmasidir. Kiitiiphanenin isaretli sentetik oligoniikleotid tekrarlar ile
taranmasi ve pozitif klonlarin dizilenmesinin ardindan primer dizileri olusturulur (Zane ve
dig., 2002; Squirrell ve dig.,, 2003). Veri tabanindan bir tiire ait yeterli bilgiye
ulagilamadiginda yakin tiirler i¢in gelistirilmis primerler mikrosatellit markirlarin eldesinde

kullanilmakta ve bu nedenle yontem maliyetli ve zahmetli olmaktadir.

RAPD ile maliyeti hemen ayni olan ISSR (ing., ‘‘inter-simple sequence repeats’’)
(Zietjiewicz, ve dig., 1994) teknigi RAPD’e gore oldukga giivenilir, tekrarlanabilirlik orani
yiiksek ve PZR kosullarindan ¢ok etkilenmeyen bir tekniktir. ISSR yonteminde kisa tekrarlt
ardisik dizileri tagiyan mikrosatellit bolgeler arasindaki DNA fragmentleri ikili, ti¢lii ya da
dortlii tekrarlar igeren, 3' ya da 5' ucunda segici nukleotid bulunan oligoniikleotid primerler
kullanilarak PZR aracilig ile cogaltilmaktadir. Primer molekiillerinin GC igerigi %45 ile %65
araliginda olabilmektedir (Singh ve dig., 2011). ISSR yontemi bir populasyondaki bireylerin

aymriminda etkin bi¢imde kullanilmaktadir.
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Bu teknik genetik cesitlilik, siniflandirma, molekiiler markir bulma caligsmalari, evrim ve
genom haritas1 olusturma tiir i¢i ve tiirler aras1 polimorfizm ¢aligsmalarinda son yillarda yaygin
olarak kullanilmaktadir (Fang ve dig., 1997). Dezavantajlar1 ise primerlerin ayri ayri
baglanma sicakliklarinin belirlenmesi ve benzer biiylikliikteki bantlarin ayni olmama

durumudur.

2.4.4. Filogenetik Markirlar

Filogenetik markirlarla evrimsel diizeyde korunmus ancak bireyler arasindaki farkliliklarin
belirlenmesini saglayan degisken bolgeleri tasiyan, rDNA’ya ait genler, niiklear genler ve
mitokondri genomuna ait genler hedeflenir (Moricca ve dig., 1998). Okaryotlarda protein
sentezinde gorevli olan rRNA’larin genomda sifrelendigi bolge (rDNA) tekrarli gen kiimeleri
seklinde diizenlenmistir. Kiime i¢inde yer alan 18S, 5.8S ve 28S rDNA alanlar1 ve bunlar
arasinda bulunan ITS (ing., “‘internal transcribed spacer’’) ve tekrar tnitelerini ayiran 1GS
(ing., ““intergenic spacer’’) kisimlar1 genomda bir arada yer almaktadir. rDNA’nin kodlama
yapan bolgeleri tiirler arasinda biiyiik 6l¢iide korunmustur (Sumida ve dig., 2004). Bu nedenle
molekiiler tan1 ¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen hedef bolge genomdaki rDNA dizileridir
(Wu ve dig., 2002). Okaryotik organizmalarin ribozomal RNA’lar1 5.8S, 18S ve 28S ¢okme
sabitine sahiptir. Bu rRNA’lar sifreleyen genlerden 18S ve 5.8S genlerinin arasinda ITSI,
5.8S ve 28S genleri arasinda ise ITS2 bolgesi bulunmaktadir (Hillis ve Dixon, 1991). 18S ve
28S rRNA genleri arasinda bulunan IGS bdlgeleri de PZR ile ¢ogaltilarak fungal izolatlar
tanimlanmaktadir. Korunmus olan ve insersiyon, delesyon ve nokta mutasyonlar1 sebebiyle
tirler arasinda cesitlilik gosteren rDNA genleri, bu 6zelliklerinden dolay: tani analizleri
kapsaminda yaygin olarak kullanilmaktadir (Bosshard ve dig., 2000; Cruz-Perez ve dig.,
2001). Bu ribozomal genlerin 6zgiin primerler yardimiyla PZR ile ¢ogaltilmasi ile birgok
tirde varlig1 tespit edilmistir. Cogaltilan bu bolgeler dizilenerek, yakin iligkili olan tiirler
filogenetik olarak karsilagtirilmakta, akrabalik dereceleri belirlenebilmektedir (Conrad ve dig.,
2011).

rDNA genleri mantarlarin molekiiler diizeyde tanimlanmasinda onemli bdlgelerdir. Bu
bolgelerden baska fungal izolatlarin tanimlanmasinda alternatif DNA bolgeleri de
kullanilmaktadir. Bunlarin basinda ““housekeeping’’ genler yer almaktadir. Yiiksek varyasyon
tasiyan ve biiyiik dlgiide korunmus olan bu genler temel hiicresel olaylarda gorev alan ve
stirekli anlatim yapan genlerdir. Niiklear genlerden f-tubulin (Aroca ve dig., 2008; Fraaije ve
dig., 2001; Mostert ve dig., 2006), TEF Ila (ing., ‘“translation elongation factor 1 alpha’’)
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(Knutsen ve dig., 2004, Kristensen ve dig., 2005), calmodulin (Mule ve dig., 2004) ve
mitokondriyal genlerden cox | ve cox II ve bunlarin intergenik bolgeleri (Nguyen ve Seifert,

2008; Keith ve dig., 2007) fungal izolatlarin tanimlanmasinda kullanilan diger bolgelerdir.

2.4.5. SNP

SNP’ler aym tiiriin farkli bireyleri arasindaki veya farkli tiire ait organizmalar arasindaki
identik DNA dizilerinde go6zlenen tek nukleotid (A, T, G, C) degisimleridir. SNP’ler
organizma genomlarinda bulunan en yaygin mutasyon tiiriidiir. Genomda ya bir bazin
degisimi ya da birden fazla bazin insersiyonu ve/veya delesyonu gibi yeniden diizenlenme
mekanizmalariin ortaya koydugu polimorfizmleri temsil etmektedir (Chelkowski ve Stephen
2001; Konieczny ve Ausubel 1993). Organizma genomlarinda SNP yogunlugu oldukga
yiiksektir. Bu nedenle SNP’ler en yaygin polimorfik markirlar haline gelmistir. SNP’ler
haritalama, markir aracili seleksiyon, polimorfizm belirleme ve klonlama gibi ¢alismalarda

kullanigh veriler saglamaktadir (Gupta ve dig., 2001; Rafalski, 2002; Batley ve dig., 2003).

Fusarium genomunda tiim organizmalarda oldugu gibi yiiksek oranda SNP bulunmaktadir.
Bu SNP’lerin belirli genlerle iligkili oldugu bilinmektedir. Fusarium genomunda yiiksek dizi
benzerligi gosteren ve ortolog oldugu diisiiniilen 9000 gen bulunmaktadir. Ancak bu
homolojinin yani sira her genom kendi i¢inde binlerce farkli gen tagimaktadir. SNP tasiyan
kromozomlarin daha ¢ok telomer bolgelerinde bulunmaktadir. Fusarium genomunda 6zellikle
yiiksek SNP iceren bu bolgelerin rekombinasyondan sorumlu oldugu da bilinmektedir. Bu
organizmanin genomunda telomer bdlgelerinde 10000°den fazla SNP belirlenmistir. Bazal
metabolizma ile iligkili olan yaklasik 2001 gen yiiksek oranda SNP icermektedir (Cuomo ve
dig., 2007). Sekil 2.1 NCBI veritabaninda F. graminearum genomunda gergeklestirilen

tarama sonucunda belirlenen toplam SNP sayisini (10709) gostermektedir.
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Sign in to NCBI,
dbSNP 3NP ¥ | fusarium graminearum
Save search  Limits  Advanced Help
Display Settings: [¥) Summary, 20 per page. Sorted by SNP_ID Send to: Filter your resul
All{10709)
Results: 1to 20 of 10709 Page |1 ofs26 Ned» [ECEM  Human (active) 0)
otEn T ~i=all2DG Sybmissions (0)
15119058160 [Fusanum graminearum]

1. ited 1 PuEMed (0)
TGGGCTTGARAATGGACTITTCATCA[A/T] TGTARATCTCGARRATTGATIGICC
Validated: no info

[Manage Filters

13119058161 [Fusanum graminearum] Find related data _

Database: | Select
GRRRGRAGACARGGCTACGCATTIG[A/C) TCRAGAGGITGICGGAGRACRRRRT

Validated: no info

Sekil 2.1: Fusarium graminearum genomunda bulunan yaklasik SNP sayist.

Sekonder metabolit tiretiminden ve patojeniteden sorumlu genlerde de yiiksek oranda SNP
bulunmaktadir (Cuomo ve dig., 2007). Trikotesen grubu mikotoksinlerden DON’un
tiretiminde goérevli Tri5 gen kiimesindeki genlerde (Tril, Tri5, Tri6, Tril0 ve Tril4) ve
patojenin agresifligi belirleyen genlerinde de SNP’lerin varligi belirlenmistir (Talas ve ark.,
2012). Arpa enfeksiyonu sirasinda anlatim yapan 408 genin SNP’leri tanimlanmistir (Cuomo
ve dig., 2007). Kodlama yapmayan bolgelerde tasinan SNP’ler ¢ogunlukla fenotipi
etkilememektedir. Ancak bu SNP’ler, 6zellikle populasyon genetigi calismalarinda elverisli

markirlar olarak kullanilmaktadir (Chen ve Sullivan, 2003).

SNP’ler kodlama yapan ve kodlama yapmayan bélgelerde tiim genom boyunca dagilmis
durumdadir. DNA parmakizi ¢alismalarinda ¢ogunlukla kodlama yapmayan bolgelerdeki
SNP’ler taranmaktadir. Ancak, kodlama yapan bdlgelerde (cDNA kitapliklari, EST, STS)
bulunan SNP’ler organizmanin bir karakteri ile ve/veya genin iriinii olan proteinle
iligkilendirildiginde markir aracili se¢im (MAS) yapma olanagi sagladigindan molekiiler
genetik ¢aligmalarinda degerli markirlar olarak islev goriirler. Ayrica ¢esitli organizmalarin
temel hiicresel islevleri ile iligkili genlerindeki SNP’lerin belirlenmesi bu genlerin evriminin

izlenmesine olanak saglayabilmektedir (Syvanen, 2001).

Genomun kodlama yapmayan bdlgelerindeki SNP’ler bireyin DNA parmakizi profillerinin
cikarilmasini ve boylece bireyler arasindaki ¢esitliligin belirlenmesine katkida bulunurlar. Bu
amagla gelistirilmis yontemler jel elektroforezi temelli veya dizileme temelli olmak iizere iki
temel grupta smiflandirilirlar. ““Pyrosequencing, resequencing, minisequencing’’ gibi

dizileme temelli yontemler ile dogrudan SNP’ler belirlenmektedir (Kirk ve dig., 2002).
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Bunlar arasindan ‘‘resequencing’’ (Sanger ve Coulson 1977) en yaygin kullanilan yontemdir
(bkz. 2.2.1). Ancak tiim genom diizeyinde dizileme, ¢ok maliyetli oldugundan rutin ¢alismalar
icin uygun degildir. Jel elektroforezine dayali yontemler ise daha az maliyetli yaklagimlar
kapsamaktadir. Bunlar arasindan DGGE (ing; “‘denaturing gradient gel electrophoresis’’) gift
iplikli DNA molekiiliiniin denatiirasyonuna ve ardindan farkli elektroforez yontemleri ile
jelde yiiriitiilmesi temeline dayanmaktadir (Myers ve dig., 1986). SSCP (ing; ““single strand
conformational polymorphism analysis’’) yonteminde ise PZR ile elde edilen DNA
tirtinlerinin farkli katlanma profilleri poliakrilamid jel elektroforezi aracilifiyla belirlenir
(Orita ve dig., 1989). Hem DGGE hem de SSCP yontemleri ile genomdaki SNP’ler
belirlenebilmektedir. CAPS metodu SNP belirlenmesinde kullanilan bir diger yontemdir.
Yontemin temeli 6zgiin bolgelerin PZR ile ¢ogaltim1 ve ardindan restriksiyon endoniikleazlar
ile kesimine dayalidir (Konieczny ve Ausubel 1993). CAPS kapsaminda uygulanan dizileme
yaklasimi, SNP belirleme yontemlerinin ¢ogunda belli bir bolgenin analizinde ara¢ olarak
etkin bigimde kullanilmaktadir. Son yillarda biiyiik genomlarin dizilenmesinde DNA ¢ipleri
(Gunderson ve dig., 2005) ve kiitle spektrometrisi (Ross ve dig., 1998; Berlin ve Gut, 1999;
Buetow ve dig., 2001) de kullanilmaktadir. Genis Olgekli, hizli tarama olanagi saglayan,
yiiksek dogruluk ve verimde olan bu yeni nesil yaklasimlar olduk¢a maliyetli sarf ve cihaz
gerektirmektedir. Bu nedenle pratikte rutin olarak kullanimlart yaygin degildir (Troggio ve
dig., 2008).

2.6. CAPS MARKIRLARI

Organizmalar arasindaki cesitliligi belirlemeye yonelik olan molekiiler markirlar genellikle
genomda kodlama yapmayan bolgelerin taranmasi sonucu elde edilmektedir. Polimorfizm
analizlerinde daha ¢ok kodlama yapmayan bu boélgelerin PZR ile ¢ogaltimi1 hedeflenir. CAPS
yonteminde ise genomda c¢ogaltimi hedeflenen bolge iki yaklasima gore secilmektedir.
Hedeflenen bolgelerden biri gen sinirlarinin ¢ogaltiminin hedeflendigi ve EST kitapliklarindan,
cDNA klonlarindan segilen dizilerden olusabilir. EST dizileri, bilinen anlatim1 yapilan bir genin
kiiciik bir kismini temsil etmektedir. lgili genlerin cDNA kiitiiphanelerinden elde edilirler ve
dolayisiyla protein kodlama bdolgelerine ait DNA kisimlarini tasirlar. Diger yaklasimda ise daha
once yapilan calismalardan elde edilen, kararli olarak ¢ogaltilmis, bir karakter, fenotip veya bir
protein ile iliskilendirilmis RAPD, RFLP ve AFLP gibi molekiiler markir dizilerinden segilebilir.
CAPS yonteminde 20 nukleotidden olusan 6zgiin bir ¢ift primer molekiilii ile genomda belli bir

bolge PZR aracilifiyla ¢ogaltildiktan sonra elde edilen fragmentler RE ile kesime birakilir
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(Konieczny and Ausubel, 1993; Michaels ve Amasino, 1998). Analiz edilecek hedef bolge genle
iliskiliyse CAPS primerleri ekzon dizileri temel alinarak tasarlanir. Hedef bolge bir markir
oldugunda ise markira ait niikleotid dizilimine gore primer molekiilii 6zgiin olarak tasarlanir.
CAPS yontemi ii¢ temel asamanin ardisik uygulamasin1 kapsamaktadir. Yontemin ilk asamasi,
cogaltilacak hedef bdlgenin ve/veya genlerin nukleotid dizilimlerinin NCBI veritabanindan
taranarak belirlenmesi ve c¢ogaltim iriinlerinin kesiminde kullanilacak RE’nin segilmesidir.
CAPS yonteminde ¢ogaltilacak bolgeler ¢ogunlukla, evrim siirecinde seleksiyon baskisindan
kagcmis ve temel hiicresel islevlerde gorevli olan genlerden secilmektedir. Restriksiyon
endoniikleazlarinin belirlenmesindeki temel kriter ise secilen enzimin hedef gende kesim
noktasinin bulunmasi ve enzim kesimi sonucu olusan parcalarin jel elektroforezi ile
gozlenebilecek boyutlarda ayrilabilmesidir. Hedef genler ve uygun RE’nin se¢ilmesinin ardindan
ikinci asama, PZR aracilifi ile hedef genlerin belirli parcalarinin 6zgiin bir ¢ift primer
kullanilarak c¢ogaltilmasidir. PZR i¢in ¢ok diisiik miktarlardaki kalip DNA molekiilii (her bir
reaksiyon i¢in 2-50 ng) ¢ogaltim i¢in yeterli ve polimorfizmin belirlenmesinde etkili olmaktadir.
Hedeflenen bolge gen ic¢inde oldugunda CAPS yonteminde kullanilan primerler genin orta
kisminin ¢ogaltimini saglayacak sekilde tasarlanmalidir. Cogaltim {iriinlerinin en az 300 bg
boyutunda olmasi, primer molekiiliinlin RE kesim noktasin1 tagimamasi, primer molekiilii
boyutunun 20-25 b¢ olmasi ve GC igeriginin yiiksek olmamasi da yontemin etkinligini belirleyen
diger Onemli Olgiitlerdir. CAPS markirlarinin  ¢ogaltiminda standart PZR  yontemi
kullanilmaktadir. Bu nedenle ¢ogaltilan gen bdlgelerinden primer baglanma bdolgesindeki
degisimin bir sonucu olarak da polimorfik DNA pargalar1 elde edilebilmektedir. Ancak secilen
genik bolgeler ve islevleri géz Oniine alindiginda bu olasilik oldukca diisiiktiir. Cogaltim
triinlerinde polimorfizm RE kesimi ile taranir. Bireyler arasindaki polimorfizm jel
elektroforezinde RE kesim bdlgelerinin kaybolmasina ve/veya yeniden olugsmasina bagli olarak
gozlemlenir (Sekil 2.2). Polimorfizm elde edildigi markirlara ait dizilim bilgisinin belirlenmesi
de secilen bolgenin tiimiinde mevcut olan SNP’lerin ve/veya polimorfizmlerin tespitini saglar
(Semagn ve dig., 2006). Bu nedenle CAPS yonteminde PZR ve polimorfik bdlgelerin
belirlenmesini saglayacak olan uygun RE’nin secilmesi ydntemin en kritik asamasini

olusturmaktadir (Tanaka ve dig., 2010).
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Sekil 2.2: SNP’lerin neden oldugu restriksiyon endoniikleazi tanima bolgelerinin kaybolmasi veya
yeniden olugmasina bagli olarak farkli boyutlardaki parcalarin olugmasi.

PZR firiinlerinin ve RE kesimi sonucu olusan pargalarin analizi agaroz jel elektroforezi ile
hizli bir sekilde gerceklestirilmektedir (Tanaka ve dig., 2010). CAPS markirlariin jel
elektroforezi ile analiz edilebilmesi yontemin maliyetini oldukca azaltmaktadir. Kisa siirede
hizli sonu¢ alinmasini saglayan yontemin metodolojisinin uygulanmasi da oldukca kolay
oldugundan CAPS markirlart giiniimiizde parmakizi profillerinin belirlenmesinde, klonlama
ve cesitlilik caligmalarinda, gen isaretlenmesi ve haritalama g¢aligmalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Konieczny and Ausubel, 1993; Michaels ve Amasino, 1998; Troggio ve
dig., 2008; Kumar ve dig., 2009).

Polimorfik CAPS markirlarinin ¢ogaltilmasi ¢ogaltimi yapilacak dogru bélgenin segimine, bu
bolgeye gore tasarlanan primerlere ve lriinlerin dogru RE ile kesimine baghdir. Dolayisiyla
yontemin metodolojisinin dogru bigimde kurgulanmas1 halinde elde edilecek veriler genomik
caligmalara biiyiik katki saglamaktadir. Hem PZR hem de kesim temelli olan CAPS yontemi
““Southern hibridizasyon’’ gerektirmediginden kolay, maliyeti diisiik ve daha az zaman alan
bir yontemdir. Lokus spesifik 6zellige sahiptir. Diger markir sistemleri ile karsilastirildiginda
CAPS yontemi birgok avantaja sahiptir. AFLP ve RAPD markirlarinda “‘null’’ alleller elde
edilirken CAPS yonteminde her zaman cogaltilmis bir gen bolgesi elde edilir. Cogaltim
iirtiniiniin ortadan kalkmas1 genetikte bir genin mutant kopyast nedeniyle islevini tamamen
kaybetmesi durumunu taklit eder. Jelde artik gdzlenmeyen bu markir ‘null’ allel olarak da
ifade edilir. Sonug itibariyle ‘null’ alleller genotiplerin hatali olarak degerlendirilmesine yol
acabilir. Ayrica CAPS markirlart EST dizilerinden gelistirildiginde fonksiyonel olmayan
dizilerden tiiretilen markirlara gore karsilastirilmali haritalama calismalarinda daha
kullanighidir. EST lokuslar1 genom ¢apindaki genetik haritalarin hazirlanmasinda ve markir

aracilt seleksiyonda etkin bi¢cimde kullanilmaktadir. Bu nedenle CAPS markirlar
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karakterlerle iliskilendirilebilmektedir. Bu markirlar ger¢ek fonksiyonel genleri temsil ederler
ve fonksiyonel olmayan (SSR) bolgeleri temel alan markirlara gore daha kullanislidir. Bu
markirlar bir karakterle iliskilendirilebildigi icin MAS yapmak i¢in uygun markirlardir.
Ayrica CAPS markirlar1 ko-dominant kalittm modeline sahip oldugu icin heterozigot

bireylerin belirlenmesi de miimkiin olabilmektedir (Matsumoto ve Tsumura, 2004).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MANTAR MATERYALI

Yiiksek lisans tez calismasinda CAPS markirlarimin analizinde kullanilan Fusarium
graminearum izolatlarindan 14’ii, Samsun 19 Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki
Koruma Boéliimii 31°i de Isfahan Teknik Universitesi Ziraat Enstitiisii Bitki Koruma
Boliimii’nde geleneksel yontemlere gore tek spor analizi ile kurulan (Booth, 1977; Gerlach ve

Nirenberg, 1982) kiiltiir koleksiyonundan (Tablo 3.1) saglandi.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan F. graminearum izolatlar1 ve etkili olduklari cografik bolgeler.

izolat Bolge izolat Bolge
F5 Marmara M1 Mazandaran
F6 Sakarya T12 Mazandaran
F7 Marmara Fgl18 Moghon
F8 Sakarya Fg4 Mazandaran
F9 Sakarya T7 Mazandaran
1F Sakarya Fg56 Gorgan
2F Balikesir T10 Mazandaran
3F Balikesir Fgl70 Gorgan
4F Bilecik Sh4 Mazandaran
5F Bilecik M10 Mazandaran
6F Bilecik T9 Mazandaran
7F Sinop Sh13 Bilinmiyor
14F Konya M5 Mazandaran
15F Konya Sh5 Mazandaran
Shl Bilecik F49 Moghon
Sh7 Usak T3 Mazandaran
Sh14 Marmara M3 Mazandaran
Sh15 Bilinmiyor M9 Mazandaran
T2 Mazandaran Fgl74 Gorgan
T11 Mazandaran Fg5 Sari
M6 Mazandaran Sh10 Mazandaran
T16 Mazandaran M7 Mazandaran
Fg165 Kordkooy

3.2. KULTUR KOSULLARI VE SAKLAMA

Molekiiler markir ¢alismasinda kullanilacak F. graminearum izolatlarinin {iretimi patates
dekstroz agar (PDA) besi ortaminda, uzun siireli saklamaya alinacak drneklerin iiretimi de
sentetik nutrient agar (SNA) besi ortaminda (Nirenberg, 1976) gerceklestirildi (Tablo3.2).
Hazirlanan her iki besi ortami 121°C’de, 1.2 atmosfer basing altinda 15 dakika steril

edildikten sonra steril petrilere dokiildii.
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Tablo 3.2: Fusarium graminearum izolatlarinin iiretilmesinde kullanilan besi ortamlari ve igerikleri,

pH 6.5.
Besi ortam Besi ortam bilesenleri | Derisimi
Patates dekstroz oziitii 15 g/l
Patates dekstroz agar
Agar 20 g/l
KCI 0.5 g/l
KNO; 1g/l
Sentetik nutrient agar | MgS0O,.7H,0 0.5 g/l
Glukoz 0.2 g/l
Sukroz 0.2 g/l
Agar 20 g/l

Fusarium graminearum kiiltiirleri, steril hava akimli kabin igerisinde, her bir izolata ait
-80°C’de saklanan stok 6rneginden mikropipet yardimiyla 500ul alinip SNA besi ortaminin
ortasina birakilmak suretiyle baglatildi. Kiiltiirler 25°C’de gece-giindiiz periyodu uygulanarak
yedi giin siire ile inkiibe edildi. SNA besi ortaminda bu siirenin sonunda tiremenin oldugu
kiiltiirden steril kiirdan yardimi ile siipiiriilen vejatatif hifler PDA besi ortaminin ortasina
birakilarak yeni kiiltiirler baslatildi. Izolatlar 7 giin siire ile aym sartlarda kiiltiirlendi. Ayrica
SNA’da ayni kosullarda {iretilen izolatlardan alinan miselyum siipiiriilip %15°lik gliserol
iceren propilen tiipe aktarildi ve uzun siireli saklama amaci ile 1 giin -20°C’de bekletildikten

sonra -80°C’ye alind1.

3.3. GENOMIK DNA iZOLASYONU

Bu ¢alismada Fusarium izolatlarinin molekiiler diizeyde tanimlanmasi ve izolatlar arasindaki
polimorfizmin belirlenmesinde PZR temelli yontemler kullanildi. Bu amagla 6ncelikle yedi
(7) glinliik kiiltiirlerden Doyle ve Doyle (1987) tarafindan gelistirilen CTAB y6ntemine gore
genomik DNA molekiilleri izole edildi. Kiiltiirden alinan 100 mg’lik miselyum pargas1 sivi
azot ile toz haline getirildi. Toz halindeki 6rnekler 1.5 ml’lik mikrotiiplere alindiktan sonra
tizerine 65°C’de 1sitilmis 2x CTAB tamponu (Tablo 3.3) eklendi. CTAB tamponu ile ezme
islemine devam edildi. Homojenat iizerine 8M LiCl eklendi ve birka¢ kez karistirildi. RNazA
(10 mg/ml) eklenen tiipler 65°C’de 30 dakika inkiibe edildi (her 5 dakikada bir 6rnekler
karigtirildi). Kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenen tiipler 14000 xg’de 1 dakika santrifiij
edildi. Ust s1v1 yeni mikrotiipe aktarildi. Esit hacimde kloroform:izoamilalkol (24:1) eklenen
homojenat ters yiiz edilmek suretiyle karigtirildiktan sonra 14000 xg’de 1 dakika santrifiij
edildi ve iist s1v1 yeni mikrotiipe aktarildi. 1/10 hacimde 3 M NaOAC, 2 hacim soguk etanol
eklenen ornekler -80°C’de 15 dakika bekletildi. 14000 xg’de 1 dakika santrifiij edildikten
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sonra st s1v1 dokiildi. Cokelti %70 soguk etanol ile 2 kere yikandi ve kurutuldu. Genomik

DNA molekiilleri toplam 50 pl 1x TE tamponu (Tablo 3.3) i¢inde ¢ozdiirildii.

Tablo 3.3: Genomik DNA izolasyonunda kullanilan tamponlar.

Tampon Bilesenler Derisim
Tris HCI (pH 8.0) 10 mM
] Glasiyal asetik asit % 0.0571
Tris-EDTA (TE) Tamponu EDTA (pH 8.0) 1mM
Tris-HCI (pH 7.6) 100mM
NaCl 1.2M
EDTA 20mM
CTAB Tamponu
CTAB %2
- merkaptoetanol %0.2
Sodyum Asetat 3M
3 MNaOAC Glasiyal asetik asit % 0.0571
8 M LiCl LiCl 8M

3.3.1. DNA Miktarinin ve Safliginin Belirlenmesi

Genomik DNA’nin nitel ve nicel analizinde spektral yontemler kullanildi. Bu amagla
spektrofotometrede DNA’nin UV 1518 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans
degerleri olgiildii. Cift iplikli DNA molekiilii icin 1 optik densite (OD) degeri 50 pg/ml’ye
karsilik geldigi icin DNA miktarlari; DNA(pg/ml) = Azgo x sulandirim orani x 50 formiiliine
gore hesaplandi. Saflik kontroliinde 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerlerinin
orani (Aze0/Azs0) kullanildi. Bu oran 1.8-2.0 deger araliginda oldugunda genomik DNA’nin
saf oldugu kabul edildi (Maniatis ve dig., 1982).

Ayni zamanda izolatlara ait DNA Ornekleri agaroz jel elektroferezi ile de analiz edildi.
Fragment agirliklar: bilinen standart DNA markir1 yardimiyla izole edilen DNA’nin boyutu
ve miktar1 kontrol edildi. Bu amagla %0.8’1lik agaroz jel kullanildi. Jelin derisimine gore
tartilan agaroz, tris asetat (TAE) tamponunda (Tablo 3.4) eritilerek ve etidyum bromiir (10
mg/ml) eklenerek jel kasetine dokiildii. Izole edilen DNA &rnekleri agaroz jele yiikleme
tamponuyla (Tablo 3.4) birlikte uygulandi. Elektroforez 70 V sabit giigte gerceklestirilerek,
elektroforez sonrasi genomik DNA jel goriintiileme cihazi kullanilarak goriintiilendi ve

fotograflandi (Avegene, X-lite 200).
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Tablo 3.4: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tamponlar.

Tampon Bilesenler Derisim
. Tris bazi 2M
(T;E)S %Sneqt;l;nu Glasiyal asetik asit % 0.0571
EDTA (pH 8.0) 0.05 M
Tris-HCI (pH 7.6) 10mM
. Bromofenol mavisi % 0.03
Yuklemee;amp onu Xylene siyanol FF % 0.03
(6X) Gliserol % 60
EDTA 60 mM

3.4. SCAR MARKIRI COGALTIMI iLE TUR TANISI

Bu calismada 45 Fusarium graminearum izolatinin tiir diizeyinde tanist 6zgiin SCAR
markirlarinin PZR ile gogaltimi aracili gergeklestirildi. Schilling ve dig., (1996) tarafindan
gelistirilen UBC85 markir1 UBC85F (5-GCAGGGTTTGAATCCGAGAC-3) ve UBC85R
(5'-AGAATGGAGCTACCAACGGC-3") primerleri kullanilarak ¢ogaltildi. Bu amagla PZR
bilesenleri son derisimleri; 1x PZR tamponu, 1.5 mM MgCl2, 0.1 mM dNTP karigimi, 50
pmol primer ¢ifti (UBC8SF/UBC85R), 0.04 u/ul Taq DNA polimeraz enzimi olacak sekilde
toplam 25 ul hacim igerisinde bir araya getirildi. On denatiirasyon isleminin (95°C’de 5
dakika) ardindan DNA c¢ogaltimi; 94°C’de 1 dakika, 63°C’de 1 dakika ve 72°C’de 1.5
dakikadan olusan dongiilerin 35 kez tekrarlanmasi ile saglandi. Son uzama asamasi i¢in tiipler

72°C’de 10 dakika bekletildi.

3.4.1. SCAR Markir Analizi

Cogaltilan SCAR markirlar1 agaroz jel elektroforezi yardimi ile analiz edildi. Markirlar
%1°lik agaroz jelde ayrildi. Jelin derisimine gore tartilan agaroz, tris-asetat (TAE)
tamponunda eritildi ve etidyum bromiir eklenerek jel kasetine dokiildii (Tablo 3.4). Cogaltim
tirtinleri, jele yiikkleme tamponu ile karistirilarak uygulandi. Elektroforez 70 V sabit giic
altinda 1 saat 30 dakikada gergeklestirildi. Elektroforez sonrasi cogaltim iriinleri jel

goriintiileme cihazi kullanilarak goriintiilendi ve fotograflandi (Avegene, X-lite 200).

3.5. CAPS MARKIRLARININ COGALTIMI VE ANALIZI
Toplam 45 F. graminearum izolatinda genetik cesitlilik ve tek nukleotid polimorfizmleri

CAPS markirlar1 analiz edilerek belirlendi. Bu amagla, genomda bes farkli bolge hedef olarak
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secilerek PZR aracili ¢ogaltildi. Cogaltim i¢in 5 farkli primer ¢ifti tasarlandi. Daha sonra

cogaltim trtinleri 7 farkli RE ile kesime birakilarak tek nukleotid polimorfizmleri tarandi.

3.5.1. Cogaltimi1 Hedeflenen Bolgelerin Secimi

Tez calismasinda CAPS markirlarinin eldesinde temel hiicresel siireglerde gorev alan ve
evrim siirecinde seleksiyon baskisindan kagan hiicre iskeleti proteinini sifreleyen aktin geni
(Act), 60S ribozomal proteinini sifreleyen gen, evrimsel diizeyde en ¢ok korunan histon 3 geni
(H3) ile birlikte NCBI’da kayit altina alinmis ve hipotetik proteini sifreleyen gen
(XM _389035.1) ile hipotetik protein ile iliskili oldugu bulunmus ve SCAR markir1 taramasi
amagl gerceklestirilen ¢alismada, tim F. graminearum izolatlarinda RAPD yontemi ile
cogaltilan ve bu izolatlar1 F. culmorum izolatlarindan ayiran D3G3 (JN638063.1) markiri
secildi. Web ortaminda arama motorundan www.ncbi.nlm.nih.gov' adresi araciligiyla NCBI
veritabanina ulasildi ve siteye girisin ardindan gergeklestirilecek olan analiz konu bashig;
nukleotid, gen, EST, protein, genom dlgiitlerinin bulundugu sekmeden EST ve gen olarak
secilerek Fusarium graminearum genomunda ilgili genlere ait EST dizilimleri ¢ikarildi. Elde
edilen nukleotid dizilimleri F. graminearum’un tim genomu ile
www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi adresi araciligi ile BLAST analizine tabi tutularak

yiiksek homoloji gosteren gen sinirlarint da temsil eden diziler belirlendi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1: NCBI ana sayfasi arama ¢ubugunda EST bolgelerinin se¢ilmesi.

3.5.2. Primer Tasarimi

CAPS analizi ile ¢ogaltilacak genom bolgeleri belirlendikten sonra PZR’unda kullanilacak
primer molekiilleri Primer3 programi kullanilarak tasarlandi. Bu amagla, NCBI’dan alinan
EST dizilimleri FASTA formatina ¢evrildi. Primer ¢ifti arasindaki Tm farkinin 2°C’yi

gegmemesi, primer molekiilleri boyutunun yaklasik 20 nukleotid olmasi ve GC igeriginin %

L www.ncbi.nlm.nih.gov [Ziyaret tarihi: 10 Ocak 2014].
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50 olmas1 gibi oOlgiitler temel alinarak tasarim yapildi. Tasarlanan primerlerin kontroli,
“Integrated DNA  Technologies”  (www.eu.idtdna.com/site’) internet  sitesinden
““Oligoanalyser”  (www.eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanaleyzer®)  yazilim
programi kullanilarak gerceklestirildi. Primer dizilerinin, ‘self-dimer”, ‘‘heterodimer” ve
““hairpin” yapisit olusturma olasiliklar test edildi. Primer molekiillerinin tek iplikli halde
kararli bicimde kalabilmelerini saglamak iizere, serbest enerji degisim (AG) degerleri pozitif
aralikta olan primerler PZR’nda kullanilmak {izere secildi. Tablo 3.5 ¢alismada kullanilan

primer molekiillerinin nukleotid dizilerini gostermektedir.

Tablo 3.5: CAPS markir analizinde kullanilan primerler ve nukleotid dizilimleri.

Primer | ileri/Geri | Niikleotid Dizisi (5'-3") Hedef Gen Uriin
Boyutu (bg)
ileri TCCAAGGCTGGTAAGTTCTCA Histon3
H3 Geri TTGGACTGGATGGTAACACG 437
ileri AGCTAGGTTTCGCCGGTAAC Aktin
Act | Geri CTTGGTACTCGGCCTTGGTA 1209
_ Tleri GGCAAGACCGATTACTACGC 60Sribozomal protein
Rib | Geri CTGGACACGCTTCTCCTTCT 801
Ileri CAGGAGAGATGAGGATCTTGTCG D3G3
D3G3 | Geri GATGATTGGCGGGGCAGAA 735
; fleri CAGTCTTGGGGCTAGTCTCG o .
HIp I Sen AGCTGCCCAAAGAGTTGTCA Hipotetik Protein 1030

3.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bilesenleri ve Kosullari

PZR bilesenlerin son derisimleri; 1x PZR tamponu, 1.5 mM MgCl,, 0.1mM dNTP karigima,
0.5 uM primer ¢ifti, 0.04 u/ul Taq DNA polimeraz enzimi ve 50 ng/ul genomik DNA olacak
sekilde bir araya getirildi. 95°C” de 5 dakika olarak uygulanan 6n denatiirasyonun ardindan
PZR; 94°C’ de 1 dakika, 56 - 60°C ’de 1 dakika ve 72°C’de 2 dakika olacak sekilde 30

dongii olarak gerceklestirildi. Son uzama asamasi 72°C’de 10 dakikada tamamland.

3.5.4. Cogaltim Uriinlerinin Analizi

Ozgiin primerlerin kullanildigi PZR cogaltim iiriinleri 3.3.1°de belirtilen sekilde % 1°lik

agaroz jel kullanilarak 3.4.1°de verilen protokole gore elektroforezle analiz edildi.

2 www.eu.idtdna.com/site, [Ziyaret tarihi: 10 Ocak 2014].
¥ www.eu.idtdna.com/analyzer/Applications/Oligoanaleyzer, [Ziyaret tarihi: 10 Ocak 2014].
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3.5.5. Cogaltim Uriinlerinin RE ile Kesimi
Polimeraz zincir reaksiyonu ile elde edilen ¢ogaltim tiriinleri 7 farkli RE ile kesime birakildi.
45 F. graminearum restriksiyon uzunluk polimorfizmi bakimindan taranarak SNP’ler

gosterildi.

3.5.5.1. Uygun RE Secimi

CAPS markirlart i¢in gogaltilacak hedef genlerin www.ncbi.nlm.nih.gov adresi araciligi ile
EST dizilimleri c¢ikarildi. Ardindan bu dizilimler icin ‘‘NEBcutter V2.0’ programi
kullanilarak RE kesim bolgeleri tarand1 (Sekil 3.2).

NEBcutter V2.0 s

and the sites for all Type T
from NEB are used, but
um size of the input file s |

-

Local sequence fle: | Dosya Se; | Dosya segimedi Standard sequences:

GenBank mumber: [Brossse GeaBak] # Plasmid vactors ¥

or paste in your DNA sequence: (plair or FASTA format) # Viral + phags ¥

B G € s

Sekil 3.2: NEBcutter V2.0 programi ile uygun restriksiyon endoniikleazlarinin segilmesi.

Bu amagla ¢ogaltimi hedeflenen bolgelere ait nukleotid dizileri FASTA formatina ¢evrilerek
“NEBcutter V2.0”’ programinda bu dizilere ait restriksiyon endoniikleazlar1 belirlendi.

Bunlar arasinda en az bir kesim noktasi i¢eren, ortak kesim yapan 7 RE segildi (Tablo 3.6).
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Tablo 3.6: CAPS yonteminde kullanilan restriksiyon endoniikleazlari ve kesim tiriinleri boyutu.

Hedef Gen RE Kesim Bolgesi B((I?;L)Jt RE Kesim Bolgesi B((l)));t;t
. - 275 - 1107
Aktin Clal ATCG . AT 034 Fok I GGATG(N); NNNN . 102
. - 155 . - 117
Histon3 Ava ll G GWC .C 282 Tfi | G AWT .C 220
396
- 178 - 136
D3G3 Hae 111 GG .CC 126 Eco RI G AATT.C 599
35
120
Rib Ava Il G TGWC C 36 Tfi G vAWT .C 331
645 470
. - 142 - 204
Hip Ava ll G GWC .C 888 Rsa | GT .AC 826

3.5.5.2. RE Kesim Kosullar

Restriksiyon endoniikleazi kesimi i¢in PZR karistminin 10ul’si kullanildi. Kesim igin
bilesenler 1x reaksiyon tamponu, 1 iinite enzim ve distile su olacak sekilde toplam 30ul’de bir
araya getirildi. Karisim 1.5 saat 37°C’de su banyosunda inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
enzim inaktivasyonu orneklerin 65°C’de 15 dakika bekletilmeleri ile saglandi. Kesim {irtinleri
% 1’lik agaroz jel kullanilarak 3.4.1’¢ gore elekroforezle analizi ile kontrol edildi. Jel

goriintiileme cihazi kullanilarak goriintiilendi ve fotograflandi (Avegene, X-lite 200).

3.5.6. SNP Analizi

Cogaltim tirtinlerinin RE ile kesimi sonucu olusan tirlinler %4 (3:1)’liik nusiv agaroz (Prona-

Nu Reducta) kullanilarak jel elektroforezi ile ayrildi.

3.5.6.1. Nusiv Agaroz Jel Elektroforezi

Hazirlanacak jelin miktara gore tartilan %3 nusiv agaroz ve %1 normal agaroz +4°C’de
bekletilmis tris-asetat (TAE) tamponunda eritildi ve etidyum bromiir (10mg/ml) eklenerek jel
kasetine dokiildii (Tablo 3.4). Jelin polimerize olmasinin ardindan 1 saat siire ile +4°C’de
bekletildi. Cogaltim firiinleri, polimerize olan jele yiikleme tamponu ile karistirilarak
uygulandi. Ayn1 zamanda PZR friinlerinin boyut analizinde 100 bg¢’lik standart DNA
ornekleri kullanildi. Elektroforez 70 V sabit gii¢ altinda 1 saat 15 dakikada gerceklestirildi.
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3.5.6.2. Dizi Analizi

CAPS analizi sonucunda polimorfizm tasiyan izolatlara ait PZR karisimi 3.5.3’de anlatilan
kosullara gore hazirland1 ve ‘“‘Sanger metoduna’” gore cift yonlii dizileme, hizmet alimi ile

gergeklestirildi.

3.5.6.3. Verilerin Biyoinformatik Araglarla Analizi

Refgen A.S. tarafindan dizileme hizmeti alinan polimorfizm tasiyan 5 izolatin nukleotid
dizileri ‘“Chromas lite” yazilim programui ile analiz edildi. Elde edilen nukleotid dizisi, veri
tabaninda kayith organizma genomlar1 ile karsilastirilarak nukleotid dizi homolojileri ve tek
nukleotid degisimleri tarand1 ve belirlendi. Bu amagla dncelikle dizi bilgisi FASTA formatina
gevrildi. Ardindan BLASTN’de ‘‘nukleotid koleksiyonu” ve ‘‘yiikksek dizi benzerlikleri”
oOlgiitleri temel alinarak tarama gerceklestirildi. Clustal W yazilim programi ile polimorfik
kesim profili gdsteren izolatlara ait nukleotid dizilimleri referans genom ile karsilastirilarak

SNP’ler tarandi.
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4. BULGULAR

4.1. MANTAR URETIMI

Tez projesi kapsaminda PDA besi ortaminda in vitro tretilen F. graminearum saf
kiiltiirlerinde miselyum renginin beyazdan sariya, pembeden kahverengiye kadar degistigi
gbzlendi. Samsun 19 Mayis Universitesi Ziraat Fakiiltesi, Bitki Koruma Béliimiinden elde

edilen izolatlara ait hiflerin sar1, beyaz ve kahverengi pigmentli oldugu goriildii (Sekil 4.1).

Sekil 4.1: Tiirkiye’de hastalik etmeni olan PDA besi ortaminda iiretilen 14 F. graminearum izolatinin
7 giinliik kiiltiirleri.

Isfahan Teknik Universitesi Ziraat Enstitiisii Bitki Koruma Béliimii kiiltiir koleksiyonundan
saglanan izolatlarin ise daha ¢ok pembe, sar1 ve kahverengi pigmentli hife sahip oldugu
belirlendi (Sekil 4.2). Yedi giinden fazla kiiltlirlenen izolatlarinn miselyum renginde
koyulagsmanin meydana geldigi ve vejetatif hiflerin petri yilizeyini kapladig1 saptandi. Ayrica
sari-beyaz olan F. graminearum miselyumlarinin, kiiltiiriin yaslanmasi ile sari-kahverengiye

doniistiigli goriildii. Bu nedenle molekiiler analizler i¢in yedi giin kiiltiirlenen izolatlar se¢ildi.
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Sekil 4.2: Iran’da hastalik etmeni olan PDA besi ortaminda iiretilen 31 F. graminearum izolatinin 7
giinliik kiiltiirleri.

4.2. MOLEKULER ANALIZLER
Toplamda 45 farkli F. graminearum izolati1 6ncelikle PZR temelli olarak SCAR markiri ile
molekiiler diizeyde tanimlandi. Fusarium graminearum izolatlarinin tiir i¢i ¢esitliligi CAPS

molekiiler markir yontemi kullanilarak analiz edildi.

4.2.1. Genomik DNA Analizi

Toplam 45 F. graminearum izolatinin 50 mg yas agirligina sahip miselyumundan izole edilen
genomik DNA molekiillerinin miktar1 30-340 pg/ml araliginda, saflik oranlari (OD2g0/OD2gp)
ise 1.8-2.0 deger araliginda hesaplandi. Genomik DNA molekiilleri final derisimi 50 ng

olacak sekilde molekiiler analizlerde kullanildi.
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4.2.2. izolatlarin PZR Temelli Tamsi

Geleneksel yontemlerle tanimlanmig F. graminearum izolatlar, SCAR markirlarina 6zgiin
olarak tasarlanmis, 3.4’te nukleotid dizileri verilen primer ciftleri kullanilarak tiir diizeyinde
tamimlandi. UBC85F/R primerleri tim F. graminearum izolatlarinin PZR’unda 332 bg
boyutundaki DNA markirini ¢ogaltt1 (Sekil 4.3). Sonug olarak 45 izolatin da F. graminearum

tiiriine ait oldugu molekiiler diizeyde dogrulandi.
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15F
Shl
Fgl6s
M1
T12
Fgl8
Fe4
Fgs6
T10
Fgl70
Sh4
MI10
TO
Sh13
M5
Shs
F49
M3
MO
Fgl74
Fg5
Sh10
M7

Shl4
Shls
T2
T11
Mo
T16

T3

Sh7
T7

N
M
Fs
Fo6
Fr
F8
Fo
1F
2F
3F
4F
SF
6F
7F
14F

T50 w—
500 w—

250) w—
bg

Sekil 4.3: UBC85 SCAR markirinin 6zgiin primer ¢ifti kullanilarak F. graminearum izolarinda ¢ogaltilan ve agaroz jelde gézlenen 332 bg boyutundaki DNA
fragmenti, M: 1 kb agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA icermeyen negatif kontrol.
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4.2.3. CAPS Molekiiler Markir Analizi

CAPS molekiiler markirlarinin eldesi igin oOncelikle F. graminearum genomunda evrim
baskisindan kagmis, temel hiicresel olaylarda gorev alan 3 gen (Histon 3, Ribozomal protein
ve Aktin) ve NCBI’da kayit altina alinmis hipotetik protein ile iliskili oldugu bulunmus D3G3
(JN638063.1) markiri ve hipotetik proteini sifreleyen gen tiim izolatlarin genomunda Tablo
3.5’te nukleotid dizileri verilen 6zgiin primer ciftleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Cogaltim

tiriinleri farkli RE kesimine birakilarak tiir i¢i polimorfizmi taranda.

4.2.3.1. Histon 3 geninin PZR ile cogaltilmast

Histon 3 geninin (AF314476.1) 1. ekzonun 48, 3. ekzonun 41 nukleotidi diginda kalan 3
ekzon ve 2 intron bolgesi Tablo 3.5’te verilen H3 primer ¢ifti kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi.
Shi, T2, T11, Fgl65, M1 ve T9 izolatlarinda iiriin elde edilemedi. Sh7 ve Fgl174 izolatlarinin
cogaltim tirlinlerinin kesim reaksiyonlar1 i¢in yeterli olmadig1 gorildi. F7, Shl15, M6, Fgl8
ve M10 izolatlarinda ise 6zgilin olmayan bolgeler elde edildi. Geri kalan 32 izolatta beklenen

437 bg boyutundaki ¢ogaltim {iriinii agaroz jel elektroforezi ile analiz edildi (Sekil 4.4).

4.2.3.2.Restriksiyon endoniikleazlarinin secilmesi

Cogaltim1 hedeflenen bolgeye ait FASTA formatindaki dizi “NEBcutter V2.0’ programi
kullanilarak RE kesim bolgeleri bakimindan taranarak, hedef dizide kesim yapabilen RE nin
listesi ¢ikarildi. RE secimi igin 3.5.5.1°’de anlatilan yol izlenerek her bir enzim igin kesim
sonucu olusacak DNA parcalariin boyutlar: analiz edildi. Hedef dizilimde birden fazla kesim
bolgesi igeren ve kesim iriinleri jelde gozlenebilecek boyutta olan enzimlerden Ava Il ve Tfi |

endoniikleazlar1 caligmada kullanilmak {izere secildi.

4.2.3.3. Histon 3 genine ait ¢ogaltum iiriinlerinin Ava 11 ve Tfi | restriksiyon

endoniikleazlari ile kesilmesi

Yiiksek hacimde (100ul) ¢ogaltilan 32 izolata ait 437 b¢ boyutundaki H3 geni bolgesine ait
dizi Ava Il ve Tfi | restriksiyon endoniikleazlar1 kullanilarak kesildi. Ava RE ile 32 izolatin
hepsinde beklenen 155 ve 282 b¢ boyutundaki kesim iiriinleri elde edildi. Sonug olarak, tiim
izolatlarda monomorfik kesim profili gozlendi. Sekil 4.5 nusiv agaroz jel elektroforezi ile
ayrilan DNA pargcalarint gostermektedir. H3 gen bdlgesinin Tfi | RE ile kesimi sonucunda da
beklenen 117 ve 320 bg¢ boyutundaki kesim iriinleri elde edildi. Nusiv agaroz jel

elektroforezinde ayrilan monomorfik bantlar Sekil 4.6’da goriilmektedir.
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Sekil 4.4: Ozgiin H3 1/G primer cifti kullanilarak F. graminearum izolatlarinda ¢ogaltilan ve agaroz jelde gézlenen 437 bg boyutundaki DNA fragmenti, M:
1 kb agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA i¢ermeyen negatif kontrol.



35

E o S eaw . Qo @ L oa gy 15
N = L T L - T B Iog) = S = R
ZzEE&&ENE?E&%F‘:ﬁmH[—'m'E—im’[—im'mmZmEE—«gg’:/12

300 w— B e e e
200 w— A e e e
100 w—

bg

Sekil 4.5: H3 genine ait ¢cogaltim iiriinlerinin Ava Il restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi sonucu olusan 155 ve 282 bg¢ boyutundaki kesim {iriinlerinin nusiv
agaroz jel elektroforezi ile gdzlenmesi, M: 100 b¢ agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA igermeyen negatif kontrol.
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Sekil 4.6: H3 geninine ait gogaltim tiriinlerinin Tfi | retrfiksiyon endoniikleazi ile kesilmesi sonucu olusan 117 ve 320 b¢ boyutundaki kesim tiriinlerinin nusiv
agaroz jel elektroforezi ile gdzlenmesi, M: 100 bg agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA igermeyen negatif kontrol.
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4.2.3.4. FG10010.1 geninin PZR ile ¢cogaltilmast

Ribozomal proteini kodlayan FG10010.1 geninin (XM_390186.1) kodlama yapan intron
icermeyen bolgesi Rib primer ¢ifti (Tablo 3.5) kullanilarak PZR ile ¢ogaltildi. Bu primer ¢ifti
ile Sh1, Sh7, T9 ve Fgl74 izolatlarinda iiriin elde edilemedi. 15F, T2, T11, Fgl65, M1, M5,
F49 ve T3 izolatlarinda da etkin ¢cogaltim saglanamadi. F8, F9, 2F, 4F, 6F, T12, M10, M3 ve
M9 izolatlarinda da etkin kesim reaksiyonu gerceklestirilemedi. Bu nedenle FG10010.1
geninin analizi i¢in 21 izolat ¢alisma dis1 birakildi. Geriye kalan 24 izolatta beklenen 801 bg
boyutundaki DNA pargasi restriksiyon polimorfizminin arastirilmasinda kullanildi (Sekil 4.7).

4.2.3.5. Restriksiyon endoniikleazlarinin segilmesi

Cogaltim1  hedeflenen 801 b¢ boyutundaki dizilimin FASTA formati restriksiyon
endoniikleaz1 kesim bolgelerinin ‘NEBcutter V2.0’ programinda taranmasinda kullanildi.
Hedef bolgede kesim yapabilen restriksiyon endoniikleazlari taranarak her bir enzim igin
kesim sonucu olusacak DNA pargalarinin boyutlart 3.5.5.1°de verildigi sekilde analiz edildi.
Kesim igin birden fazla hedef bolge tasiyan, ayni zamanda kesim iiriinlerinin jelde
gozlenebilecek boyutta olan enzimlerden ikisi; Ava Il ve Tfi | endoniikleazlar1 polimorfizmi

arastirmasinda kullanilmak tizere se¢ildi.

4.2.3.6. FG10010.1 geninin Ava II ve Tfi I restriksiyon endoniikleazlari ile kesilmesi

Toplam 100 pl i¢inde PZR ile ¢ogaltilan FG10010.1 geni iiriinleri Ava Il ve Tfi | restriksiyon
endoniikleazlar1 kullanilarak kesime birakildi. Ava Il RE ile 24 izolatta beklenen 36, 120 ve
645 bg¢ boyutundaki kesim tirtinlerinden ikisi (120 ve 645 bg) nusiv agaroz jel elektroforezi ile
ayrilarak UV 1s1k altinda gbzlendi (Sekil 4.8). Kiiciik boyutta olan 36 b¢ uzunlugundaki parca
jelde gozlenemedi. Bu RE da tiim izolatlarda identik kesim profilini verdi. Tfi | restriksiyon
endoniikleazi ile 24 izolatta gergeklestirilen kesim islemi sonucu 22 izolatta beklenen 331 ve
470 bg¢ boyutundaki tirtinler nusiv agaroz jel elektroforezinde ayrildi. 22 izolatta monomorfik
kesim profili gézlendi. F5 ve F7 izolatlarinda diger izolatlardan elde edilen kesim iirlinlerinin
yaninda sirasiyla 84 ve 171 bg’lik birer polimorfik DNA pargasi daha elde edildi (Sekil 4.9).
Restriksiyon uzunluk polimorfizminin belirlendigi izolatlarda RE kesim islemi
tekrarlandiginda ayn1 boyuttaki polimorfik fragmentler tekrar elde edildi (Sekil 4.10). Bu
nedenle F5 ve F7 izolatlarina ait ¢ogaltim tirlinleri dizileme analizi i¢in segildi. Sonug olarak
ribozomal proteini kodlayan FG10010.1 geninde Tfi I ile restriksiyon polimorfizmi elde
edildi.
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Sekil 4.7: Ozgiin Rib I/G primer ¢ifti kullamlarak F. graminearum izolarinda ¢ogaltilan ve agaroz jelde gozlenen 801 bg¢ boyutundaki DNA fragmenti, M: 1
kb agirligindaki standart DNA.
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Sekil 4.8: Ribozomal proteini kodlayan gene ait gogaltim iiriinlerinin Ava Il restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi sonucunda 120 ve 645b¢ boyutundaki
kesim tirlinlerinin nusiv agaroz jel elektroforezi ile gbzlenmesi, M: 100 bg agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA icermeyen negatif kontrol.
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Sekil 4.9: Ribozomal proteini kodlayan gene ait ¢ogaltim tiriinlerinin Tfi I restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi sonucunda olusan 331 ve 470 bg
boyutundaki kesim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile gozlenmesi, M: 1 kb agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA icermeyen negatif kontrol.
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Sekil 4.10: F5 ve F7 izolatlarinin Tfi | restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi ve nusiv agaroz jel elektroforezi ile polimorizm gosterilmesi, M: 100 bg
agirhigidaki standart DNA, N: Kalip DNA icermeyen negatif kontrol.
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4.2.3.7. D3G3 markirinin PZR ile ¢cogaltilmasi

D3G3 markirt (JN638063.1) D3G3 ileri/geri primer ¢ifti kullanilarak PZR ile 45 izolatta
cogaltild. Izolatlarin 13’{inde (Sh1, Sh7, T2, T11, Fg165, M1, T12, M10, T9, M5, F49, T3
ve Fgl74) PZR iirlinii elde edilemedi. 4F, Sh5 ve Fg5 izolatlarinda ise 6zgilin olmayan
¢ogaltim triinleri gozlendi. 6F, 15F, M3, M9 ve M7 izolatlarinda ise etkin kesim reaksiyonu
saglanamadi. izolatlardan 21°i restriksiyon kesimi islemine tabi tutulmadi. D3G3 primer gifti
geri kalan 24 izolatta beklenen 735 b¢ boyutundaki DNA pargasini ¢ogaltti. Bu izolatlardan
elde edilen iiriinler RE kesiminde kullanildi (Sekil 4.11).

4.2.3.8.Restriksiyon endoniikleazinin segilmesi

Cogaltim1 hedeflenen bolgeye ait FASTA formatindaki dizi ‘NEBcutter V2.0’ programi
kullanilarak restriksiyon endoniikleazi kesim bolgeleri bakimindan tarandi. Hedef dizide
kesim yaptig1 belirlenen restriksiyon endoniikleazi listesinden segilenler 3.5.5.1°de anlatilan
yol izlenerek tarandi. DNA pargalarinin boyutlar1 analiz edildiginde birden fazla hedef
bolgede kesim yapabilenler ve kesim iirlinleri boyutlar1 jelde gozlenebilecek olanlar, Hae 11

ve Eco R | endoniikleazlar1 secildi.

4.2.3.9. D3G3 markirina ait cogaltim iiriinlerinin Hae III ve EcoR | restriksiyon

endoniikleazi ile kesilmesi

Toplamda 50 pl’de PZR ile elde edilen D3G3 markirina ait 735 bg¢ boyutundaki ¢ogaltim
trtinleri Hae Il restriksiyon endoniikleaz: ile kesime birakildiginda tiim 6rneklerde kesim
reaksiyonu saglanamadi. Bu DNA pargcalar1 Eco Rl restriksiyon endoniikleazi ile kesildiginde
7F ve Shl15 izolatlar1 hari¢ diger 22 izolatta beklenen 136 ve 599 b¢ boyutlarindaki DNA
parcalar elde edildi. 7F ve Sh15 izolatlarina ait kesim tirtinleri yaklasik 400 b¢ boyutundaki
bir DNA parcasi tarafindan temsil edildi (Sekil 4.12). Sonug olarak Eco RI ile D3G3

markirinin farkl izolatlarda polimorfizme sahip oldugu gosterildi.
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Sekil 4.11: Ozgiin D3G3 I/G primer cifti kullamilarak F. graminearum izolarinda gogaltilan ve agaroz jelde gozlenen 735 bg boyutundaki DNA
fragmenti, M: 1 kb agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA igermeyen negatif kontrol.
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Sekil 4.12: D3G3 markirina ait cogaltim {iriinlerinin Eco RI restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi
sonucunda olusan 136 ve 599 b¢ boyutundaki kesim {iriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile gosterilmesi, M:
1 kb agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA igermeyen negatif kontrol.
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4.2.3.10. Aktin geninin PZR ile ¢cogaltilmasi

Aktin geninin intron icermeyen kodlama bolgesi (XM_391032.1) Act primer ¢ifti (Tablo 3.5)
kullanilarak PZR ile ¢ogaltildiginda 6F, T3 ve Fgl74 izolatlarinda iiriin elde edilemedi. Act
primeri F49 izolatinda 6zgiin olmayan iirlinii cogaltti. Dort izolatta (14F, 15F, Shl ve Sh7)
izolatlarinda yetersiz {iriin elde edilirken 13 izolatta (F6, F7, F8, F9, 2F, 3F, 4F, M9, Sh5,
Sh4, M10, T9 ve M5) etkin kesim reaksiyonu gergeklestirilemedi. Bu nedenlerden dolay1 21
izolat restriksiyon polimorfizmi analizi disinda birakildi. Geriye kalan 24 izolatta 1209 bg

boyutundaki ¢ogaltim {iriinliniin agaroz jel elektroforezi analizi Sekil 4.13te gosterilmektedir.

4.2.3.11. Restriksiyon endoniikleazinin secilmesi

Cogaltimi hedeflenen bolgenin FASTA formatindaki diziliminde restriksiyon endoniikleazi
kesim bolgeleri ‘NEBcutter V2.0’ programi kullanilarak tarandi. Hedef dizide kesim
yapabilen RE arasindan 3.5.5.1°de belirtildigi gibi se¢im yapildi. Birden fazla hedef bolgede
kesim yapabilecek enzimler arasindan ve kesim tirlinleri jelde gozlenebilecek boyutta olan iki

enzim; Fok I ve Cla | aktin geninin ¢ogaltim tiriinlerinin kesiminde kullanilmak iizere segildi.

4.2.3.12. Aktin genine ait ¢cogaltim iiriinlerinin Fok I ve Cla I restriksiyon endoniikleazi ile

kesilmesi

Fok | RE, aktin genine ait 1209 b¢ boyutundaki ¢ogaltim {irlinlerini etkin olarak kesemedigi
i¢in bu enzim ¢alisma kapsami disinda birakildi. Cogaltim tiriinleri Cla | RE ile kesildiginde
ise 275 ve 934 bg¢ boyutundaki beklenen DNA pargalari elde edildi. Bu parcalar nusiv agaroz
jel elektroforezi ile ayrildi. Cla | enzimi ile muamele edilen 24 izolatin gogaltim {iriinlerinden
monomorfik kesim profilleri elde edildi (Sekil 4.14). Sonug¢ olarak bu izolatlarin aktin

genlerinin enzim kesim bolgesinde polimorfizm belirlenmedi.
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Sekil 4.13: Ozgiin Act I/G primer ¢ifti kullanilarak F. graminearum izolatlarinda ¢ogaltilan ve agaroz jelde gdzlenen 1209 bg boyutundaki
DNA fragmenti, M: 1 kb agirhigindaki standart DNA, N: Kalip DNA i¢cermeyen negatif kontrol.
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Sekil 4.14: Aktin genine ait ¢ogaltim tirtinlerinin Cla | restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi sonucunda olusan 275 ve 934bg boyutundaki kesim
tirlinlerinin agaroz jel elektroforezi ile gosterilmesi, M: 1 kb agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA igermeyen negatif kontrol.
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4.2.3.13. Hipotetik proteini kodlayan FG08859.1 geninin PZR ile cogaltilmast

Hipotetik proteini kodlayan FG08859.1 geninin (XM_389035.1) intronsuz ekzon bdlgesinin
PZR ile ¢ogaltiminda Tablo 3.5’te dizilim bilgisi verilen Hip ileri/geri primer ¢ifti kullanildi.
2F, 7F, Shl, Sh7, T2, T11, Fgl65, T12, T9, F49, T3, M3 ve Fgl74 izolatlarinda bu genin
cogaltimi saglanamadi. 4F, 6F, 15F ve T7 izolatlarinda etkin kesim icin yeterli diizeyde
amplikon elde edilemedi. F9, 3F, Fg4, Sh13, M5, Sh5 ve M7 izolatlarinda ise etkin kesim
reaksiyonu i¢in yeterli iirlin eldesi saglanamadi. 24 izolat restriksiyon polimorfizmi analizi
i¢in kullanilmadi. Geri kalan 21 izolatta beklenen 1030 b¢ boyutundaki ¢ogaltim {iriinii elde

edildi. Sekil 4.15 agaroz jel elektroforezi sonucunu gostermektedir.

4.2.3.14.Restriksiyon endoniikleazlarinin segilmesi

Cogaltim1 hedeflenen bolgenin FASTA formatindaki dizisi ‘NEBcutter V2.0’ programinda
RE kesim bolgeleri bakimindan tarandi. Hedef bdlgede kesim yapabilen restriksiyon
endoniikleazlar1 belirlendi. RE se¢imi igin 3.5.5.1’de anlatilan yol izlenerek her bir enzim igin
kesim sonucu olusan DNA pargalarinin olasi boyutlari kontrol edildi. Birden fazla hedef
kesim bolgesi iceren ve kesim tirlinleri jelde gozlenebilecek boyutta olan iki enzim; Ava Il ve

Rsa | endoniikleazlar1 kesimde kullanilmak iizere secildi.

4.2.3.15. Hipotetik proteini kodlayan gene ait ¢ogaltim iiriinlerinin Ava |l ve Rsa |

restriksiyon endoniikleazlar ile kesilmesi

FG08859.1 genine ait 1030 bg boyutundaki ¢ogaltim iiriinleri Ava Il ve Rsa | restriksiyon
endoniikleazlart kullanilarak kesildi. Ava Il RE kesimi sonucunda 142 ve 888 b¢ boyutundaki
kesim {irtinleri nusiv agaroz jel elektroforezi ile gosterildi. 20 izolat benzer kesim profili
gosterirken, Sh14 izolatinin polimorfik kesim profiline sahip oldugu belirlendi. (Sekil 4.16).
Rsa | RE ile elde edilen 204 ve 826 b¢ boyutundaki DNA parcalar1 nusiv agaroz jel
elektroforezi ile ayrildi 21 izolatta da benzer kesim profili elde edildi (Sekil 4.17).
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Sekil 4.15: Ozgiin Hip I/G primer cifti kullanilarak F. graminearum izolarinda gogaltilan ve agaroz jelde gézlenen 1030 bg boyutundaki DNA fragmenti, M: 1
kb agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA igermeyen negatif kontrol.

Sekil 4.16: Hipotetik proteini kodlayan gene ait cogaltim {iriinlerinin Ava Il restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi sonucunda olusan 142 ve 888 bg
boyutundaki kesim iiriinlerinin nusiv agaroz jel elektroforezi ile gosterilmesi, M: 100 b¢ agirligindaki standart DNA.
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Sekil 4.17: Hipotetik proteini kodlayan gene ait cogaltim {irlinlerinin Rsa | restriksiyon endoniikleazi ile kesilmesi sonucunda olusan 204 ve 8§26 bg
boyutundaki kesim iiriinlerinin nusiv agaroz jel elektroforezi ile gosterilmesi, M: 100 bg agirligindaki standart DNA, N: Kalip DNA i¢cermeyen negatif
kontrol.
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4.2.3.16. Dizi ve Dizi Bilgilerinin Analizi

CAPS molekiiler markir yontemi ile 45 izolatta gesitliligin arastirildig tez calismasi
kapsaminda Histon 3 ve Aktin genlerinde polimorfizm belirlenmedigi igin bu iki gen
bolgesine ait cogaltim ve kesim {riinlerinde dizileme islemi gerceklestirilmedi.
Restriksiyon polimorfizminin belirlendigi F5 ve F7 izolatlarinda ribozomal protein geni
(Fg1010.1), Shl5 izolatinda D3G3 markirt ve Shl4 izolatinda hipotetik proteini
sifreleyen gene ait nukleotid dizilim bilgileri Refgen A.S. tarafindan ¢ift yonlii dizileme

hizmeti ile elde edildi.

Ribozomal proteini sifreleyen Fg1010.1 geni farkli restriksiyon endoniikleaz1 kesim
ornegi gosteren F5 ve F7 izolatindan ¢ogaltildiginda elde edilen dizilim bilgisi Sekil
4.18’de verilmektedir. F.graminearum PH-1 referans genomundaki gen bolgesi ile F5’¢
ait bolgenin % 98, F7 ile de % 96 homolojiye sahip oldugu belirlendi. Her iki izolata ait
nukleotid dizilimlerinde enzim kesimi i¢in tasarlanan bdlgede degisim olmadigi
goriildii. Fg1010.1 geninin F5 izolatinda, F7 ve referans genomdan farkli olarak 203.
pozisyonda SNP tasidigi, C bazimnin T’e donistigii yani transizyon tipte degisimin
oldugu belirlendi. Fg1010.1 geninin F7 izolatinda ise F5 ve referans genomdan farkli
olarak 725. pozisyonda SNP tasidigi, C bazinin G’e doniistiigii yani transversiyon tipte
degisimin oldugu belirlendi. Ayrica F.graminearum F5 izolatinda tek baz delesyonu F7

izolatinda da iki baz delesyonu saptandi.
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FgPhl CCCAGGCCAAGAACAAGTACAACGCCCCCAAGTACCGCCTGGTTGTCCGCTTCACCAACA
FgF5 CCCAGGCCAAGAACAAGTACAACGCCCCCAAGTACCGCCTGGTTGTCCGCTTCACCAACA
FgF7 CCCAGGCCAAGAACAAGTACAACGCCCCCAAGTACCGCCTGGTTGTCCGCTTCACCAACA
ok ARk kKKK Kk kK KKk k kKKK k kKKK Rk koA k ok kKK kK kKK Kk
FgPhl AGGACATCATCTGCCAGATCGTCACCTCTGAGATCTCCGGTGACAAGGTCTTCATCTCCG
FgF5 AGGACATCATCTGCCAGATCGTCACCTCTGAGATCTCCGGTGACAAGGTCTTCATCTCCG
FgF7 AGGACATCATCTGCCAGATCGTCACCTCTGAGATCTCCGGTGACAAGGTCTTCATCTCCG
s
FgPhl CCTACGCTCACGAGCTCAAGGCTTACGGTATCGAGCACGGTCTCACCAACTGGGCCGCTG
FgF5 CCTACGCTCACGAGCTCAAGGCTTACGGTATCGAGCACGGTCTCACCAACTGGGCCGCTG
FgF7 CCTACGCTCACGAGCTCAAGGCTTACGGTATCGAGCACGGTCTCACCAACTGGGCCGCTG
kKK 5k KKk Kk kKKK Rk kKKK Kk ko KKk ok ko KKk Kk kKK kR kKK Kk
FgPhl CTTACGCTACCGGTCTTCTCGTCGCCCGCCGTGCCCTCAAGAAGCTCGGCCTCGACGAGG
FgF5 CTTACGCTACCGGTCTTCTCGTTGCCCGCCGTGCCCTCAAGAAGCTCGGCCTCGACGAGG
FgF7 CTTACGCTACCGGTCTTCTCGTCGCCCGCCGTGCCCTCAAGAAGCTCGGCCTCGACGAGG
ok KKk ok kKKK k ok kKKK kAR Kk ko KKKk koA k Kk kKK Kk kKKK K
FgPhl ACTTCGCCGGTGTTGAGGAGGCCGATGGTGAGTACAAGCTCACCGAGGCCGCCGAGACCG
FgF5 ACTTCGCCGGTGTTGAGGAGGCCGATGGTGAGTACAAGCTCACCGAGGCCGCCGAGACCG
FgF7 ACTTCGCCGGTGTTGAGGAGGCCGATGGTGAGTACAAGCTCACCGAGGCCGCCGAGACCG
kKKK KKk KKk kKK Kk kK Kk ok K Kk kK K K kK K
FgPhl ACGATGGTGAGCGCCGCCCCTTCAAGGTCTTCCTTGATGTTGGTCTGAAGCGAACCTCCA
FgF5 ACGATGGTGAGCGCCGCCCCTTCAAGGTCTTCCTTGATGTTGGTCTGAAGCGAACCTCCA
FgF7 ACGATGGTGAGCGCCGCCCCTTCAAGGTCTTCCTTGATGTTGGTCTGAAGCGAACCTCCA
ook KAk kKKK Kk kK KKk ok koA Kk ko K&k ko Kk ko kK Kk kK K Kk
FgPhl CCGGTGCCCGTGTCTTTGGTGCCATGAAGGGTGCCTCTGACGGTGGTATCCTCGTCCCCC
FgFS CCGGTGCCCGTGTCTTTGGTGCCATGARGGGTGCCTCTGACGGTGGTATCCTCGTCCCCC
FgF7 CCGGTGCCCGTGTCTTTGGTGCCATGAAGGGTGCCTCTGACGGTGGTATCCTCGTCCCCC
e S
FgPhl ACTCCGAGRAGC[GATTC|CCCGGTTACGACATGGAGACCAAGGAGCTCGACGCCGACACCC
FgF5 ACTCCGAGAAGC[GATTC|CCCGGTTACGACATGGAGACCAAGGAGCTCGACGCCGACACCC
FgF7 ACTCCGAGRAGC[GATTC|CCCGGTTACGACATGGAGACCAAGGAGCTCGACGCCGACACCC
Kook Kk ok koK KRR R R Kk ok ok ok ko ok ko &k ok ko ok ok ok kK Kk ok kK ok ok
FgPhl TCCGAAACTACATCTTCGGTGGTCACGTCGCTGAGTACATGGAGACCCTCGCCGATGACG
FgF5 TCCGAAACTACATCTTCGGTGGTCACGTCGCTGAGTACATGGAGACCCTCGCCGATGACG
FgF7 TCCGAAACTACATCTTCGGTGGTCACGTCGCTGAGTACATGGAGACCCTCGCCGATGACG
SRk kKK kR kKKK kKKK kK kR K Kk kKK R Kk
FgPhl ATGAGGAGCGTTTCCGTAGTCAGTTCCAGAAGTACGTCGACGACGACGTTGAGGCTGAGG
FgF5 ATGAGGAGCGTTTCCGTAGTCAGTTCCAGAAGTACGTCGACGACGACGTTGAGGCTGAGG
FgF7 ATGAGGAGCGTTTCCGTAGTCAGTTCCAGAAGTACGTCGACGACGACGTTGAGGCTGAGG
ok KRk kK Kk Kk ko KAk ok kK ko ko KKk kK ko ko Kk ok ko Kk
FgPhl GTCTTGAGGACCTCTACACCGAGGCCCACGCCGCCATCCGTGAGGACCCCTTCAAGAAGG
FgFS GTCTTGAGGACCTCTACACCGAGGCCCACGCCGCCATCCGTGAGGACCCCTTCAAGAAGG
FgF7 GTCTTGAGGACCTCTACACCGAGGCCCACGCCGCCATCCGTGAGGACCCCTTCAAGAAGG
A
FgPhl TTGAGAGTGACGCTCCCAAGAAGACCAAGGAGGAGTGGAAGGAGATCTCCCAGAAGTACA
FgF5 TTGAGAGTGACGCTCCCAAGAAGACCAAGGAGGAGTGGAAGGAGATCTCCCC-AAGTACA
FgF7 TTGAGAGTGACGCTCCCAAGAAGACCAAGGAGTAGTGGAAGGAGATCTCCC-~AAGTACA
KKKk kKKK kR kK KKk ok kK Ak Kk kKA Rk kK KRR KK KKK AR KA AR
FgPhl AGAGCAAG
FgF5 AGAGCAAG
FgF7 AGAGGAAG
P

Sekil 4.18: Clustal W yazilimi ile F5 ve F7 izolatlarina ait FG1010.1 geninin F.graminearum

PH-1 referans genomu dizisi ile karsilastirilmasi. * identik nukleotidleri, - delesyonlu bazlari, v
SNP’leri gostermektedir. RE kesim bolgesi kutu igine alinmustir.

D3G3 markira ait nukleotid dizisi farkli restriksiyon endoniikleazi kesim Ornegi
gosteren Sh15 izolatindan cogaltildiginda elde edilen dizilim bilgisi Sekil 4.19°da
referans genomla birlikte verilmektedir. F.graminearum PH-1 referans genomundaki
gen bolgesi ile Sh15’e ait bolgenin % 98 homolojiye sahip oldugu belirlendi. Sh15
izolatina ait nukleotid diziliminde enzim kesimi icin tasarlanan bolgede degisim
olmadig1 goriildii. D3G3 markirinin Sh15 izolatinda referans genomdan farkli olarak

R .

162. pozisyonda SNP tasidigi, C bazinin T’e doniistiigli yani transisyon tipte degisimin
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oldugu belirlendi. Ayrica enzim kesim bolgesinin 26 nukleotid yukari bolgesinde
“GCGGGG”’ bazlarindan olusan alt1 nukleotidlik delesyon bolgesi belirlendi. Hipotetik
proteinle iligkili olan bu bdlgeden sentezlenen polipeptidde orijinal polipeptidden farkli

olarak arada iki amino asidin degisebilecegi belirlendi.

FgPhl AGACGACTTTACGATATTTGCGACGGTTCGAGCGGCGAGAATGTGCGATTTGACGGCTTC
Fgshl5 AGACGACTTTACGATATTTGCGACGGTTCGAGCGGCGAGAATGTGCGATTTGACGGCTTC

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkhkkhkkkkhkkhkkhkkkhkkkkk

FgbPhl GTTACCAAACTGGCGCTTCTTCCTCCCCTGACTAGAAATATGTTAGCGAGTTGAATCGAC
Fgshl5 GTTACCAAACTGGCGCTTCTTCCTCCCCTGACTAGAAATATGTTAGCGAGTTGAATCGAC

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkkkkkkhkkkkk

FgPhl GGTGAGGGTTGGGGTGAGGATAAACGCACTCTCGGACGACGATAAAAGGACGGCCTTGCT
Fgshl5 GGTGAGGGTTGGGGTGAGGATAAACGCACTCTCGGACGACGATAAAAGGACGGCCTTGCT

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkkkkkkkhkkkhkkhkkkhkkkkkk

FgPhl CATCCTTCATCACCGCCGCTGTCATTGTTAGCTGGGAACCACCATCATGGCAAGTCGTCG
Fgshl5 CATCCTTCATCACCGCCGCTGTCATTGTTAGCTGGGAACCATCATCATGGCAAGTCGTCG

khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhk hhkkkkhkkkkkkkhkkkkkkk

FgbPhl TAAATACCGTTGGACATGTCCAAATCTGTCCCCTCGTTAGCTACCCCTCGCCCCTCGTTG
FgsShlb TAAATACCGTTGGACATGTCCAAATCTGTCCCCTCGTTAGCTACCCCTCGCCCCTCGTTG

R R R R R R I I R R I I S

FgPhl ACAAAAGTGTGCAGGACTCACTCATGCCATCCATATTGACTATATCCGTTCCACCCGTGG
FgsShlb ACAAAAGTGTGCAGGACTCACTCATGCCATCCATATTGACTATATCCGTTCCACCCGTGG

B R R R R I I I R I I S S S

FgPhl GGAGCTGTATCCGTAAGAGTTATGGCGTTTACGGTGGTATCGAAAAGTCCCCTCGAAAGT
Fgshlb GGAGCTGTATCCGTAAGAGTTATGGCGTTTACGGTGGTATCGAAAAGTCCCCTCGAAAGT

KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR A AR AR A KK

FgPhl TGGTGGTCGTCAGGAGCTTGTATCGTTTTCGTGATCGATCCAATGCTAATCCTCCCACCT
Fgshls TGGTGGTCGTCAGGAGCTTGTATCGTTTTCGTGATCGATCCAATGCTAATCCTCCCACCT

B R R R R R R I S I S S S S S S 3

FgPhl TTACCAATTTTTTGAAGATTTGGGTGCCTTGCACACCGATTCGGGGGCGGGGCGGGGLCGG
FgsShlb TTACCAATTTTTTGAAGATTTGGGTGCCTTGCACACCGATTCGGGG-——-——— CGGGGCGG ¢
hohkhkhk kKKK Kk hhhhkhkhkhhk kA AKX KKk hhkkhkhkhkhk kA kXX XXX K K,k k ok ok ok ok ok
FgPhl GGAAACGAGATAGTCCGGGAATTCIAGGGGCCTGCCTGGAGGTTTGGGCTATCGACCCCGC
Fgshl5 GGAAACGAGATAGTCCGGGAATTCIAGGGGCCTGCCTGGAGGTTTGGGCTATCGACCCCGC

hhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkhkkkkkkk

FgPhl TAGACCTCAGCGCCTCAGGTCAGGCTGGCATTGAGTCTGTGACT
Fgshl5 TAGACCTCAGCGCCTCAGGTCAGGCTGGCATTGAGTCTGTGACT

khkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkhkkhkkkhkkkk

Sekil 4.19: Clustal W yazilimi ile Sh15 izolatina ait D3G3 markirinin F.graminearum PH-1

referans genomu dizisi ile karsilastirilmasi. * identik nukleotidleri, - delesyonlu bazlari, v
SNP’leri gostermektedir. RE kesim bolgesi kutu igine alinmustir.

FG08859.1 geninde restriksiyon polimorfizmi tasiyan Sh14 izolatinin nukleotid dizilimi
referans genomla karsilastirildiginda iki izolat arasindaki benzerligin % 99 oldugu
goriildi (Sekil 4.20). CAPS analizi i¢in RE kesimi sonucu beklenen iki fragmentten
(142 ve 888 bg) birinin bu izolatta farkli boyutta temsil edildigi (900 bg) gozlendi.

Ancak RE kesim bolgelerinde farklilik saptanmadi. Dizilim bilgisi tarandiginda genin
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35. pozisyonundan itibaren {i¢ adenin niikleotidinin (AAA) belli araliklarla tekrarli
olarak tagindig1 gozlendi. Bu gen i¢in de 273. pozisyonda bir adet SNP’nin varoldugu,
G bazmin A’e doniistligii (transizyon tipi degisim) belirlendi. Bu degisimin de sadece

tek bir amino asidi etkileyebilecegi gdzlendi.

FgPhl GAGGACACAGTATCGCTACTTCTTCAACTAGGGGTAAAGACAGAAGTCAAGGATGGCGTT
FgShl4 GAGGACACAGTATCGCTACTTCTTCAACTAGGGGTAAAGACAGAAGTCAAGGATGGCGTT

ek ok Kk Kk ko Kk ok ok kK ok ok K ok o kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok ok kR ok ok ok ok ok Rk ok
FgPhl GGTAGA|GGACC|ACTCTGGACTGCAACGGCGAACCGACACATCAATATTGTTAAGCTCCTG
Fgshl4 GGTAGA|GGACCIACTCTGGACTGCAACGGCGAACCGACACATCAATATTGTTAAGCTCCTG

Kk Kk Kk K Kk ok kK ok ok K ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ko ok ok ok K ok ok ok kR ok ok ok ok ok ok Kk Kk
FgPhl GTTGATTACGGAGCCAATATAGAGGCGGCTGACCACTTCGGCGTCACTCCTCTGATGGTC
FgShl4 GTTGATTACGGAGCCAATATAGAGGCGGCTGACCACTTCGGCGTCACTCCTCTGATGGTC

ek Kk Kk Kk ko Kk ok ok K ok ok Kk kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok Kk ok ok kR ok ok ok R ok ko Rk ok
FgPhl GCTGTGAGGAATGGTGATAGGAAACTAACAGAGTTCTTCCTTGAAAAGGGGTCGCAGATG
FgShl4 GCTGTGAGGAATGGTGATAGGAAACTAACAGAGTTCTTCCTTGAAAAGGGGTCGCAGATG

ek Kk Kk Kk ok ok kK ok ok K ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok gk ok ok ok K ok ok ok ok ok ok ok R ok ok R ok ko Kk kK
FgPhl AGACCAGAGTCGGAGCAAAACTACGCGCCGTTGTGCTGTGCAGCTGCTAATGGCGACGAA
FgShl4 AGACCAGAGTCGGAGCAAAACTACGCGCCGTTATGCTGTGCAGCTGCTAATGGCGACGAA

kK Kk k Ak k ok kA Kk ok kA xk ok kA Kk k ok kkok ok ok kok &k ok ok &k ok ok &k ok ok ok k k ok kK ok ok ko kK Kk
FgPhl GGTATCGTGAATTTACTCCTTGATCACGGAGCAGACGTCAACTATTTCTCGGATGGAAAG
Fgshl4 GGTATCGTGAATTTACTCCTTGATCACGGAGCAGACGTCAACTATTTCTCGGATGGAAAG

T R R R

FgPhl CGCACTGCACTGCATATTGCAACAATTCGAGGAAATCTCATGGTTATGAAGATGCTAATT
FgShl4 CGCACTGCACTGCATATTGCAACAATTCGAGGAAATCTCATGGTTATGAAGATGCTAATT

R R

FgPhl GAGGCTGGTGCCAACGTTGACTTGAGGGACGGTGATGGTAGAACTGCATTATCATTGGCC
Fgshl4 GAGGCTGGTGCCAACGTTGACTTGAGGGACGGTGATGGTAGAACTGCATTATCATTGGCC
ek K ok K kK ok ok ok kK ok ok K ok ok kK ok ok K ok ok ok K ok ok K ok ok ok ok ok ok K ok ok ok kR ok ok K ok ok kK ok ok K
FgPhl AAGGAAGGTTCTCACGACGCATCCATGAGATTACTATGCCGAGCTAGCAGCCTTCGGCGG
Fgshl4 AAGGAAGGTTCTCACGACGCATCCATGAGATTACTATGCCGAGCTAGCAGCCTTCGGCGG
dek Kk K kK ko kK Kk ok ok K ok ok Kk Kk kK ok Kk ok ok ok ok ok R ok ok R ok ok kK ok ok kR R ok ok R ok ko Rk kK
FgPhl GAAAGTCATCGCCAACAGAGAAAGGCTGATGAGGTGGATTTCGACAAGAAAGGCTCGTAT
FgShl4 GAAAGTCATCGCCAACAGAGAAAGGCTGATGAGGTGGATTTCGACAAGAAAGGCTCGTAT
dek Kk kK ok ok ok Kk ok ok ok K ok ok Kk ok kK ok ok ok ok ok ok ok K ok ok kR ok kK ok ok ok kR ok ok R ok ok Rk kK
FgPhl CATTACCGGCCCCTGATGATGAAAAACTCCACCCGCATCATCGAGTTATATCCAGGTGTC
FgShl4 CATTACCGGCCCCTGATGATGAAAAACTCCACCCGCATCATCGAGTTATATCCAGGTGTC
dek Kk kK ko kK Kk ok ok K ok ok Kk ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok kR R ok ok R ok ok Rk kK
FgPhl CCTGGGGACATATTGGAGTTTGAACTGGAAGAAGTTCCTCTTTTTTCTGCAACTCCATTT
FgShl4 CCTGGGGACATATTGGAGTTTGAACTGGAAGAAGTTCCTCTTTTTTCTGCAACTCCATTT
Kk K ok Kk ok ok ok kK ok ok K ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok K ok ok ok ok ok ok K ok ok ok kR ok ok K ok ok kK ok ok Kk
FgPhl GAAGCCCTTTCTTACGAGTGGCAAGAAAGGTACGGGACGATACCAGTTCAATGCGACGGC
FgShl4 GAAGCCCTTTCTTACGAGTGGCAAGAAAGGTACGGGACGATACCAGTTCAATGCGACGGC
ek ok K kK ok ok ok kK ok ok K ok ok kK ok ok ok ok ok ok k ok ok ok ok ok ok kK ok kK ok ok ok ok R ok ok K ok ok ok K ok K
FgPhl CAAAAGATCTTCATCACTCCCAACTGCAAAGCAGCCATGGAAAAGCTTCGACTACGAGAC
FgShl4 CAAAAGATCTTCATCACTCCCAACTGCAAAGCAGCCATGGAAAAGCTTCGACTACGAGAC
ek ok K kK ok ok ok kK ok ok K ok ok kK ok o kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kK ok ok ok kR ok ok K ok ok ok K ok K
FgPhl AAGTCAAGATATTTGTGGATAGATGCTATATGCATCAACCAGACCAACGAACAGGAACGA
FgShl4 AAGTCAAGATATTTGTGGATAGATGCTATATGCATCAACCAGACCAACGAACAGGAACGA
P R I T I I I T I I
FgPhl AATCAGCAAGTTGC
FgShl4 AATCAGCAAGTTGC

* Kk ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok

Sekil 4.20: Clustal W yazilimi ile Sh14 izolatina ait FG08855.1 geninin F.graminearum PH-1

referans genomu dizisi ile karsilastirilmasi. * identik nukleotidleri, - delesyonlu bazlari, v
SNP’leri gostermektedir. RE kesim bolgesi kutu igine alinmustir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Fusarium graminearum genom projesi tamamlanmig bir bitki patojenidir. Fusarium
graminearum’un PH-1 ve H11 wrklarmin genomundan elde edilen veriler tek nukleotid
polimorfizm (SNP) yogunluklarinin ¢esitlilik gosterdigini, tekrarli ve duplikasyonlu
bolgelerde meydana gelen nokta mutasyonlarinin tekrar ve duplikasyon sayisini
siirladiging, tiire 6zgli genlerin cogunlugunun telomer bolgelerinde konumlandigini ve
telomerde bulunan bu genlerin bazilarinin sadece bitki infeksiyonu siirecinde anlatim
yaptigint gostermistir. Bu durum F. graminearum’u hifli mantarlar arasinda ilgi odagi
haline getirmistir (Cuomo ve dig., 2007). Fusarium graminearum morfolojik olarak
ayirt edilmesi oldukga giic olan tiir igi ¢esitliligi yiiksek bir mantardir. Morfolojik
Ozellikleri yaniltict sonuglara neden olabildiginden, gliniimiizde, Fusarium izolatlarinin
tanisinda molekiiler yontemler etkin bi¢gimde kullanilmaktadir (Schilling ve dig., 1996;
Carter ve dig., 2000). Fungal organizmalarin geleneksel yontemlerle belirlenmesi ve
tanimlanmasi; izolasyon, kiiltiirleme ve ardindan morfolojik karakterler ile birlikte
kiltir kosullarindaki karakteristik ozelliklerin (renk, konidyum boyutu ve yapisi,
konidyofor yapisi vs.) incelenmesine dayanmaktadir. Bu yontemler zahmetli ve zaman
alicidir (Wu ve dig., 2002). Polimeraz zincir reaksiyonu tekniginin gelistirilmesiyle
birlikte organizmalara ait niikleik asit molekiilleri (DNA ve RNA) kullanilarak tani
caligmalar1 daha 6zgiin ve kesin bir bicimde gerceklestirilmistir (Demeke ve dig., 2005).
Gilintimiizde DNA parmakizi veya dizileme uygulamalar ile fungal patojenlerin genom
profili tayin edilmekte, elde edilen niikleik asit dizilerine gore tanimlanmis bolgeler
hedef olarak kullanilarak organizmalar tanimlanmaktadir (Koncz ve dig., 2008). Farkli
cografik bolgelerden elde edilen F. graminearum izolatlar1 evrensel SCAR markirlari
taranarak tiir diizeyinde giivenilir ve dogru bir sekilde tanimlanmistir (Nayaka ve dig.,
2011).

Bu tez ¢alismasinda FBY etmeni olan F. graminearum izolatlarinin tiir diizeyinde tanisi
polimorfik RAPD markirlarinin se¢imine dayali olarak gelistirilen SCAR markirlari

kullanilarak gergeklestirilmistir. 45 F. graminearum izolatinin molekiiler tanist UBC85
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primer ¢ifti kullanilarak PZR ile 332 b¢ boyutundaki DNA markirinin ¢ogaltilmasiyla

tiir diizeyinde dogrulanmaistir.

Farkli kiiltir kosullarinin F. graminearum’a ait izolatlarin fenotipik ozelliklerini
(pigmentasyon, koloni morfolojisi ve sporulasyon gibi) degistirebildigi bildirilmistir
(Miedaner ve dig., 2001; Miedaner ve dig., 2004). Yurdumuzun farkli ydrelerinden
(Sakarya, Marmara, Bilecik, Konya, Sinop ve Usak) izole edilen F. graminearum
izolatlarinda aym kiiltiirleme kosullarinda bile farkli renkte (sar1, beyaz ve kahverengi)
gelisen miselyum yapilar tiir i¢indeki cesitliligi yansitmasi bakimindan 6nemli bir
bulgudur. iran’in farkli cografik bélgelerinden (Mazandran, Gorgan, Moghon) izole
edilen izolatlarin ise ayn kiiltiirleme kosullarinda, yurdumuzdan izole edilen izolatlara
gore farkli renkte (sari, pembe ve kahverengi) miselyuma sahip olduklari, bu tiiriin
farkli cografik bolgelerdeki bireylerinin yiiksek diizeyde ¢esitliligi barindirabilecegi

gorilmistir.

Son yillarda fungal patojenlerin tanimlanmasinda ya da tiir i¢i ve/veya tiirler arasi
iligkilerin belirlenmesinde ¢ok sayida molekiiler markir yontemi kullanilmaktadir (Lin
ve dig., 2009; Dubey ve dig., 2010; Dinolfo ve dig., 2010; Nayaka ve dig., 2011).
Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii’nde gergeklestirilen
calismalarda ERIC (ing. enterobacterial repetitive intergenic consensus), REP (ing.
repetitive extragenic palindromic) ve BOX PZR yontemleri kullanilarak yurdumuzda
hastaliga yol acan F. graminearum ve F. culmorum izolatlar1 genetik diizeyde
tanimlanmistir (Giirel ve dig., 2010). Ayrica bu iki tiiriin izolatlarmin tiir i¢i ve tiirler
arasi cesitliligit RAPD temelli olarak arastirilmis, ayni izolatlardan elde edilen RAPD
markirlarinin SCAR markir1 olarak kullanilma potansiyelleri taranmistir (Y 6riik, 2009).
Bununla birlikte Tirkiye’nin farkli bolgelerinden izole edilen F. graminearum ve F.
culmorum izolatlarinda PZR temelli kemotiplendirme ¢aligmalar1 da gergeklestirilmistir
(Yorik ve Albayrak, 2011). Hala ISSR markirlar1 kullanilarak yurdumuz kaynakli
izolatlar, Iran kaynakl1 olanlarla birlikte tanimlanmakta ve aralarindaki genetik ¢esitlilik
aragtirtlmaktadir (Yorik ve dig., 2011). Ayrica bu izolatlar mikrosatellit markir
cesitliligi bakimindan taranarak tiir i¢i ve tiirler arast polimorfizm arastirmalar1 da

yiriitillmektedir (Candar, 2011).
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CAPS, genetik polimorfizmin belirlenmesinde giivenilir ve uygulanmasi kolay bir
molekiiler markir yontemi olarak bildirilmektedir. CAPS yonteminde 6zgiin genlerin
belli bolgeleri PZR ile ¢ogaltildiktan sonra restriksiyon endoniikleazlar1 ile kesilerek
polimorfik pargalarin eldesi amaglanir. Kullanilacak primerler ¢ogunlukla genlerin
ekzon bolgelerine gore tasarlanir. PZR’nun farkli tiirler arasinda kararli olarak taginan
bolgelerin analizini saglamasi ve yiiksek dogrulukta gerceklesmesi CAPS yonteminin
onemli asamalarindan biri olarak bildirilmistir. Bu nedenle CAPS yonteminde primer

tasarim1 genomik DNA dizileri ve/veya EST dizileri baz alinarak gerceklestirilir

(Kunihisa ve dig., 2003, 2005).

Organizmalar arasindaki cesitliligi belirlemeye yonelik olan molekiiler markirlar
genellikle genomda kodlama yapmayan bolgelerin taranmasi sonucu elde edilmektedir.
Polimorfizm analizlerinde daha ¢ok kodlama yapmayan bu bolgelerin PZR ile ¢cogaltimi
hedeflenir. CAPS yonteminde ise genomda ¢ogaltimi hedeflenen bolge iki yaklasima
gore secilmektedir. Hedeflenen bolgelerin icinin ¢ogaltiminin hedeflendigi ve EST
kitapliklarindan, cDNA klonlarindan se¢ilen dizilerden olusabilir. EST dizileri, bilinen
anlatim1 yapilan bir genin kiigiik bir kismm temsil etmektedir. Ilgili genler CDNA
kiitiphanelerinden elde edilir ve dolayisiyla protein kodlama bolgelerine ait DNA
kisimlarini tagir. Diger yaklasimda ise daha once yapilan calismalardan elde edilen,
kararli olarak cogaltilmis, bir karakter, fenotip veya bir protein ile iliskilendirilmis
RAPD, RFLP ve AFLP gibi molekiiler markir dizilerinden secilebilir (Tanaka ve dig.,
2010). EST bolgelerinin hedeflendigi bir ¢alisjmada CAPS markirlarinin gelistirildigi
bildirilmistir (Suga ve dig., 2008). Bu c¢alismada ise ¢ogaltimi hedeflenen genler EST
dizileri baz alinarak segilmistir. Ayrica, daha dnce RAPD analizi ile tiiriin tasidigi
belirlenen ve hipotetik protein ile iligkili oldugu gosterilen 6zgiin bir molekiiler markir

dizisi de ¢alismaya dahil edilmistir.

Bu tez ¢alismasinda, Ulkemizin ve Iran’in ¢esitli bolgelerinde hastalik olusturmus 45 F.
graminearum izolatinin CAPS yontemi kullanilarak genotiplendirmesi amaglanmuistir.
Tiir diizeyinde dogrulanan izolatlarda cesitlilik evrim siiresince korunmus olan ve temel
hiicresel mekanizmalarda gorevli histon3 (H3) aktin (act), 60S ribozomal proteini
kodlayan gen ile hipotetik protein geni ve hipotetik protein ile iligkili oldugu belirlenmis
D3G3 RAPD markirinda (JN638063.1) arastirilmistir. Restriksiyon polimorfizminin
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belirlenmesinde Ava Il, Tfi I, Rsa I, Cla I, Eco RI, Hae Il ve Fok | RE kullanilarak
kesim bolgesinde tek niikleotid polimorfizmlerinin varlig1 taranmistir. Ayrica ¢ogaltimi
gergeklestirilen dizilim i¢indeki SNP’lerin varligir da gosterilmistir. SNP’ler bu sekilde

CAPS molekiiler markir yontemi ile taranarak tiir igindeki polimorfizm gosterilmistir.

Organizma genomlarinda SNP’ler yogun olarak bulundugu i¢in yaygin polimorfik
markirlar1 temsil etmekte ve haritalama, markir aracili seleksiyon ve klonlama gibi
alanlara kullanigli veriler saglamaktadirlar (Gupta ve dig., 2001; Rafalski, 2002; Batley
ve dig., 2003).

Histon genleri kromatin organizasyonunda gorev alan, kii¢iik molekiil agirlikli arginin,
lizin gibi bazik amino asitleri icermeleri sebebiyle bazik 6zellikteki proteinleri kodlar.
Bu o6zellikleri nedeniyle asit 6zellikteki DNA molekiiliine siki sekilde baglanirlar.
Histonlar evrim siiresince en fazla korunmus proteinler arasinda yer alirlar. igerdikleri
bazik amino asit ¢esitlerinin oranina gére H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olmak iizere 5
gruba ayrilirlar. H1 lizince zengin bir gruptur, lizin orant 6zellikle C-ucuna yakin
bolgede ¢ok yiiksektir. Histonlar arasinda tiirlere ve dokulara gore en fazla degiskenlik
gosteren grup H1’dir. H2A ve H2B gruplari da lizin bakimindan olduk¢a zengindir. Bu
gruptaki proteinlerin genellikle N-uglarindaki bolgeler degisken olmakla birlikte C-
uclart 1yt korunmustur. H3 ve H4 ise arginince zengindir ve bunlar evrimde en iyi
korunmus histonlardir. Birbiriyle uzak iligkili olan farkli bitki ve hayvan tiirlerinde bile
benzer amino asit dizilerini tasirlar. Histon proteinleri kromozomlar i¢indeki DNA
molekiiliiniin paketlenmesi i¢in gereklidir. Histon proteinlerinin sentezi ve DNA
replikasyonu denge igerisinde olmalidir. Bu iki mekanizma arasinda meydana gelen

dengesizlik gen anlatimini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir (Alexander ve dig., 2012).

CAPS markir analizi kapsaminda histon 3 geni g¢ogaltildiginda 6 izolatta primer
baglanma bolgelerinde meydana gelen olast mutasyon nedeniyle ¢ogaltim iiriinii elde
edilememistir. Tasarlanan primerlerden ileri primer gen diziliminde intron bdlge
icerisine gelecek sekilde tasarlanmistir. Intronda meydana gelen degisimler, bu
nukleotid dizileri alternatif kirpilma 6rneginin elemani olmadiginda polipeptidde yer
almamakta, bu sekilde de nesiller boyu aktarilmaktadirlar. Bu nedenle 6 izolatta
intronda tasinan mutasyonlarin primer baglanma bolgelerinde meydana getirdigi

degisim nedeniyle PZR aracili ¢ogaltimin ger¢eklesmedigi diisiiniilmektedir. 5 izolatta
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ise primer molekiiliiniin hedef dizide birden fazla bolgeye baglanmasindan dolay1 6zgiin
olmayan bolgeler elde edilmistir. Fusarium graminearum tiir i¢i polimorfizmi olduk¢a
yiiksek olan bir mantar tiirii olarak bildirilmistir (Miedaner ve dig., 2001; Saharan ve
dig., 2007; Walker ve dig., 2001; Parry ve dig., 1995). Bu sonu¢ genomlarinda olasi

mutasyon oraninin fazla oldugunu gostermektedir.

Toplamda 50 F. graminearum ve F. asiaticum izolatlar1 ile yapilan CAPS markir
analizinde histon 3 genine ait EST bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmas1 ve ardindan Sty |
restriksiyon endoniikleaz1 ile kesime birakilmasi sonucunda 2 F. graminearum
izolatinda metafor agaroz jel elektroforezi ile polimorfik kesim profili elde edilmistir
(Suga ve dig., 2008). Fusarium graminearum’un PH-1 susunda yapilan CAPS markir
analizi sonucunda histon 3 geninin 3. ekzonunun 41 niikleotidi disinda kalan 3 ekzon ve
2 intron bolgesinin H3 primerleri kullanilarak PZR ile ¢ogaltilmasi ve ardindan Ava Il
ve Tfi | restriksiyon endoniikleazi ile kesimi sonucunda izolatlarda benzer kesim profili
goriilmiistiir. Kesim reaksiyonuna tabi tutulan tiim izolatlarda monomorfik kesim
profilinin meydana gelmesi PZR’nun yiiksek dogrulukta gerceklestirildigini ve yiiksek

oranda korunmus histon 3 genindeki polimorfizm oraninin diisiik oldugunu gostermistir.

Ribozomal proteinler ilgili genler tarafindan kodlanir. Bu genlerin kodladigi 50°den
fazla ribozomal protein tiim organizmalarda protein sentezinde gorev almaktadir.
Ribozomal proteinlerin evrim siiresince farkli tiirlere ait organizmalar arasinda
korundugu gosterilmistir (Korobeinikova ve dig., 2012). Ribozomal proteini kodlayan
Fg10010.1 geninin kodlama yapan intron icermeyen bdlgesi PZR ile ¢cogaltildiginda 4
izolatta primer baglanma bdlgelerinde meydana gelen olasi mutasyon nedeniyle {iriin
elde edilememistir. 8 izolatta ise etkin ¢ogaltim saglanamamistir. Ribozomal proteini
kodlayan Fg1010.1 genine ait ¢ogaltim firtinleri Ava Il RE ile kesildiginde 24 F.
graminearum izolatinda da benzer kesim profili goriilmustir. Tfi | restriksiyon
endoniikleazi ile kesim sonucunda ise F5 ve F7 izolatlarinda gende tasinan SNP’ler
nedeniyle nusiv agaroz jel elektroforezinde polimorfik kesim profili elde edilmistir.
Polimorfizm gosteren bu iki izolatin ¢ift yonlii olarak dizilenmesi sonucunda F5 ve F7
izolatinda SNP’lerin meydana geldigi gosterilmistir. F5 izolatinda tek baz delesyonu, F7
izolatinda ise iki baz delesyonu saptanmistir. Farkli olarak F5 izolatinda nusiv agaroz

jelde gozlenen 64 bg boyutundaki kesim iirtiniiniin bu izolatin gen bolgesinde meydana
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gelen degisimle kazanildigr diisiiniilmektedir. F7 izolatinda meydana gelen 152 bg
boyutundaki kesim {iriiniiniin bu izolatin gen bolgesinde meydana gelen degisimle
kazanildig1 diistiniilmektedir. Bu farkli kesim {irliniine ikinci bir kesim noktasinin yol
acmis olabilecegi, dizilim siras1 belirlenirken u¢ bdlgelerde meydana gelen kayip
nedeniyle bu kesim noktasinin belirlenemedigi diisiiniilmektedir. SNP’lerin F.
graminearum’da tiir i¢i ¢esitliligine, sonug olarak da polimorfizme katk: saglayabildigi
goriilmektedir. Diger izolatlarda benzer kesim profilinin elde edilmesi PZR’nun yiiksek
dogrulukta ve kararli ve giivenilir sekilde gergeklestirildigini gostermistir. Kesim
bolgelerinde meydana gelen insersiyon, delesyon ya da adisyon gibi yeniden
diizenlenme mekanizmalar1 RE tanima bolgelerini degistirmektedir (Hatsch ve dig.,
2002). Bu izolatlara ait dizilim bilgileri analiz edildiginde F5 ve F7 izolatlarinin
genomunda 1 adet SNP’nin meydana geldigi goriilmiistiir. Ancak bu SNP’nin RE
tanima bolgesinde olmadigr belirlenmistir. Cift yonlii dizileme sirasinda tek ipliklerde
SNP oranit daha yiiksek gibi goriinmekle birlikte yapilan cakistirma calismasi SNP
sayisinin  giivenilir ve dogru bigimde belirlenmesini saglamis, SNP sayisinin 1’e
distiigii goriilmistiir. Ciinkii her degisimin SNP olarak kabul edilebilmesi i¢in iki

iplikte de degisimin gézlenmesi gerekmektedir.

Aktin, oOkaryotik hiicrelerde en yaygin bulunan globular proteindir. Total hiicre
proteininin %20’sini olusturur. Okaryotlarda hiicre membranin hareketi, hiicrenin yer
degistirmesi (endositoz/ ekzositoz), hiicre yiizey farklilasmasi, mitoz ve insanda iskelet
kasmin kasilmasi gibi temel siire¢ ve hiicresel olaylarda rol alirlar. Maya hiicrelerinde
tek bir aktin geni ve {irlinii bulunmasina ragmen diger 6karyotik hiicreler farkli aktin
gen aileleri tarafindan kodlanan birkag farkli tipte aktin proteinine sahiptir. Memelilerde
4 tanesi kas hiicrelerinde 2 tanesi diger hiicrelerde olmak iizere en az 6 farkli aktin geni
bulunmaktadir. Fakat tlim aktin proteinlerine ait amino asit dizileri birbiriyle yliksek
oranda benzerdir. Bu durum da 6karyotlarda bu genlerin evrim siiresince yiiksek oranda
korundugunu gostermektedir. Maya aktin proteini ile memeli aktin proteinine ait amino
asit dizilerinin %90 oraninda benzer oldugu da gosterilmistir (Cooper, 2000). Bu
nedenle CAPS yontemi kapsaminda ¢ogaltimi hedeflenen bolgelerden biri de aktin

proteini kodlayan aktin geni olarak secilmistir.
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CAPS markir analizi kapsaminda aktin geninin ekzon bolgesi PZR ile ¢ogaltildiginda 3
izolatta primer baglanma bdlgelerinde meydana gelen olasi mutasyon nedeniyle iiriin
elde edilemedi. 1 izolatta primer molekiilin hedef DNA’da birden fazla bolgeye
baglanabilmesinden dolay1 6zgilin olmayan tiriinii elde edilmistir. 4 izolatta yetersiz tiriin
elde edilmistir. Aktin genine ait ¢ogaltim iriinlerinin Cla | RE ile kesilmesi sonucunda
24 izolatta benzer kesim profili elde edilmisitr. 13 izolatta etkin kesim reaksiyonu
gergeklestirilememistir. Kesim yapilan 24 izolatin da benzer profili géstermesi PZR nun
yiiksek dogrulukta oldugunu ve aktin geninin oldukca yiiksek oranda korunmus ve
polimorfik diziler igermedigini gostermistir. Secilen RE ile restriksiyon polimorfizmini

ortaya koyacak SNP belirlenememistir.

D3G3 RAPD markir1 Fusarium tiirlerinde SCAR markirlarinin arastirilmasi sirasinda
gelistirilmis ve hipotetik protein ile iliskili oldugu bildirilmis olan bir RAPD markiridir
(Yoriik, 2009). CAPS markir yontemi kapsaminda toplam 14 izolatta D3G3 gogaltimi
primer baglanma bdlgelerinde meydana gelen olast mutasyon nedeniyle
saganamamuistir. 3 izolatta ise primer molekiiliiniin hedef DNA’da birden fazla bolgeye
baglanmas1 nedeniyle 6zgiin olmayan ¢ogaltim iriinleri elde edilmistir. D3G3 ¢ogaltim
bolgesi Eco RI restriksiyon endoniikleazi ile kesime birakilmistir. 4 izolatta etkin kesim
reaksiyonu saglanamamistir. Kesim reaksiyonuna tabi tutulan 24 izolattan 2’si (7F ve
Sh15) polimorfik kesim profili gostermistir. Dizi analizi sonucunda Sh15 izolatinda 1
adet SNP goriilmiistiir. CAPS analizi sonucunda olusan polimorfik profillerin enzim
tanima bdlgelerinin yeniden olugsmasi veya yok olmasi ile iligkili oldugu bildirilmistir
(Komori ve Nitta, 2005). Ancak dizi analizi sonucunda Sh15 izolatinda meydana gelen
SNP’nin RE tanima bdlgesinde degisiklik meydana getirmedigi goriilmiistiir. Kesim
bolgesinin 26 nukleotid yukar1 bolgesinde GCGGGG bazlarindan olusan 6 nukleotidlik
delesyon bolgesi belirlenmistir. Bu delesyonun 2 farkli amino asidi degistirebilecegi

Ongorilmiistiir.

Organizmalarin genom projeleri tamamlandikca genomlarinda herhangi  bir
biyokimyasal yolak veya hiicresel siireglerle iliskili olmayan protein kodlama bolgeleri
tanimlanmistir. Bu proteinler hipotetik proteinler olarak adlandirilmaktadir ve son
yillarda biiylik 6nem kazanmislardir. Bu proteinlerin ii¢ boyutlu yapilart onlarin

biyokimyasal veya biyolojik fonksiyonlari ile ilgili tahmini sonuglar verse de yetersiz
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diizeydedir. Bu nedenle bu proteinler ile ilgili yapilan molekiiler analizler onlarin gérev
aldiklar1 biyokimyasal yolaklar1 ve rollerini anlamamiza katki saglamaktadir
(Zarembinski ve dig., 1998). Gen ekspresyon profillerinin kiime analizleri bu
proteinlerin islevlerinin tahmin edilmesinde kullanilan en yaygin yaklasimdir
(Sivashankari ve Shanmughavel, 2006). Hipotetik proteinlerin yer aldigi yolaklarin

belirlenmesi ilag gelistirilmesi bakimindan da oldukg¢a 6nemlidir (Gore ve Raut, 2009).

Hipotetik proteine ait ekzon bolgeleri PZR ile ¢ogaltildiginda 13 izolatta bu genin
cogaltimi primer baglanma bolgelerinde meydana gelen olasi mutasyon nedeniyle
saglanamamigtir. 4 izolatta etkin kesim ic¢in yeterli diizeyde amplikon elde
edilememistir. 21 izolat ile gerceklestirilen restriksiyon endoniikleazi kesimi analizi
kapsaminda Ava Il kesimi sonucunda 20 izolat benzer profil gosterirken Sh14 izolat1
polimorfik kesim profili gdstermistir. Polimorfik kesim profili gosteren Sh14 izolati
dizileme analizine tabi tutuldugunda genomda SNP’lerin meydana geldigi goriilmiistiir.
Ancak iki iplik cakistirildiginda SNP sayist 1’e diigmiistiir. Olusan SNP’lerin
restriksiyon tanima bolgesini degistirmedigi goriilmiistiir. Rsa | endoniikleaz1 kesimi
sonucunda 21 izolatta da benzer kesim profili elde edilmistir. Monomorfik profil

olusmas1 PZR nun yiiksek dogruluk ve kalitede gerceklestirildigini gostermektedir.

CAPS analizinde kullanilan primer molekiillerinin literatiirden farkli olarak ilk defa bu
tez calismasinda tasarlanmasi, ¢alismanin 6zglinliigiinii olusturmaktadir. Ayrica CAPS
yonteminde ekzon bdlgelerinin hedeflenmesi, elde edilen verilerin amino asit dizilerinde
meydana gelen degisimin takip edilmesine yardimci olmustur. Dizi analizi sonucunda
saptanan SNP’lerin amino asit dizilerinde degisiklige yol actigi, bu nedenle CAPS

yonteminin karakterlerle iligskilendirilebilecegi goriilmiistiir.

Bir bazin degisimi ayn1 amino asidi sifreleyen baska bir kodona yol actiysa meydana
gelen degisim fenotipe yansimaz. Ancak farkli bir amino asidi sifreleyen kodon ile
sonuglanirsa polipeptidde tek bir amino asit degisimi meydana gelir. SNP’lerin en etkili
oldugu durum ‘dur’ kodonlarinin meydana gelmesidir. Gergeklestirilen tez kapsaminda
dizilim bilgisinin DNA’nin kodlanan ipligine karsilik geldigi ve {i¢ olas1 okunma
cergevesinde de SNP’lerin higbirinin dur kodonuna yol agmadigi belirlenmistir.
Genomda temsil edilen diger degisimler delesyon ve insersiyon gibi yeniden

diizenlenme mekanizmalaridir. Bu ¢alisma kapsaminda da ribozomal proteini kodlayan
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FG1010.1 geninde F5 izolatinda tek baz delesyonu F7 izolatinda ise iki baz delesyonu
meydana gelmistir. D3G3 markirinda ise Shl5 izolatinda GCGGGG nukleotidlik
delesyon belirlenmistir. Delesyonun meydana geldigi pozisyondan itibaren geri amino

asit dizilimini degistirecegi ongoriilmiistiir.
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