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Ozet: Bitki patojeni Fusarium culmorum diinyada ve iilkemizde tahillar iizerinde kok ciiriikliigii ve basak yaniklig
basta olmak tizere cesitli hastaliklara neden olmaktadir. Bu ¢alismada F. culmorum ile miicadele kullanilabilecek
yeni ve potansiyel bir ajan olarak 2,4-Dimetilpirol’iin patojen tizerindeki etkileri incelenmistir. Bu amagla farkli
konsantrasyonlarda 2,4-Dimetilpirol (0, 0.5, 1, 2 ve 4 mg mL?) uygulanmis F. culmorum 20F izolatinda artan
konsantrasyonlarda dogrusal biiyiime oranindaki (DBO) degisim incelenmis ve kontrol ve deney gruplar arasinda
anlaml bir disiis oldugu goriilmiistiir. Ayrica seksiiel tireme Ve hiicre ¢eperi biitiinliigiinden sorumlu Mgvl
geninin anlatimi gergek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (k-PZR) ve ters transkripsiyon PZR (RT-
PZR) ile incelenmistir. Deney gruplarinda kontrol gruplarma gére Mgvl geni icin 5.21+0.05x10? kat artma
saptanmustir. Elde edilen bulgulara gére 2,4-Dimetilpirol’iin, F. culmorum tiiriinde potansiyel bir antifungal etkili
ajan olabilecegi gosterilmistir. fleriki ¢aligmalarda bu ajanin tarladaki fungal biyokiitlenin ve toksin iiretiminin
azaltilmasini saglayarak hastalik ile miicadelede yeni bir yaklasim olarak kullanilabilecegi diigiiniilmektedir.
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Abstract: Fusarium culmorum, a phytopathogen, cause several diseases including root rot and head blight on
cereals in worldwide and our country. In this study, effects of 2,4-Dimethylpyrrole, as a novel and potential agent
on pathogen which can be used in fight with F. culmorum were investigated. For this purpose, alteration in linear
growth rate (LGR) in F. culmorum 20F isolate, subjected to different concentrations of 2,4-Dimethylpyrrole (0,
0.5, 1, 2, 4 mg mL1) was investigated and the significant decrase between control and experiment sets was
determined. Besides, expression of Mgvl gene, responsible for sexual stage and cell wall integrity, was
investigated via quantitative real time polymerase chain reaction (q-PCR) and reverse transcription PCR (RT-
PCR). In comparison to control groups, 5.21+0.05x10? fold increases in experiment set for Mgvl gene was
detected. According to findings obtained, it was shown that 2,4-Dimethylpyrrole could be a potential antifungal
agent for F. culmorum. In further works, it is suggested that this agent could be used as a novel approach in disease
control including inhibition of fungal biomass and toxin production in field.
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1. GIRIS

Tahillar tiim diinyada ekonomik agidan biiyiik bir 6neme sahip olup pek ¢ok iilke igin
onemli bir ge¢im kaynagidir. Food and Agriculture Organization (FAO) 2013 verilerine gore,
diinya genelinde 2.780.666.068 ton yil™ tahil iiretimine ulasilmistir [http:/faostat.fao.org].
2013 yilinda iilkemizde ise 37.475.264 ton yil! tahil iiretimi ger¢eklesmistir. Biyotik ve/veya
abiyotik stresler sonucunda tahillarda meydana gelecek ekonomik kayiplar, tilke ekonomilerini
dogrudan ilgilendirmektedir. Tahillarda meydana gelen en 6nemli biyotik stres faktorii olan
fungal hastaliklar ile miicadele bu kapsamda biiyiik 6nem tasimaktadir [1].

F. culmorum tahillar basta olmak tizere ¢ok ¢esitli bitkileri enfekte edebilmektedir. Bu
etmen tahillarda basak yanikligi ve kok ciiriikliigiine sebep olmaktadir. Her iki hastalik i¢in de
F. culmorum tahil tiretilen bolgelerde F. graminearum ile birlikte iki 6nemli patojenden birisidir
[2]. Bu hastaliklardan basak yanikligi, ekonomik degere sahip tahillarda global anlamda ciddi
bir hastalik konumundadir. F. culmorum bu hastalig: siklikla iliman bodlgelerde olusturmakla
birlikte, serin ve nem oran1 yiiksek bolgelerde de son yillarda hastalia neden oldugu
bildirilmistir [3]. Basaklar beyazlasir, tohumlarda kuruyup biiziisme ile gelisim geriligi olur,
Uriin kayiplar1 Kanada, Amerika ve Cin’de milyon dolarlara kadar ulasabilmektedir [4, 5]. F.
culmorum tarafindan olusturulan diger bir global hastalik kok ¢iirtikliigiidiir. Basak yanikliginin
aksine hastaligin belirtileri enfeksiyon zamanina gore degiskenlik gosterir. Erken gelisim
doneminde bitkilerde enfeksiyon meydana gelmisse koleoptiller, sap ve kokler renksizlesir,
buna karsin, ileriki donemlerde meydana gelen enfeksiyonlarda, ana sapta kahverengi
lezyonlar meydana gelir ve yeni siirgiinler gelisemez. Basak yanikliginda oldugu gibi hastalik
nemli bolgelerde de goriilmektedir. [6]. Hastaligin 6zellikle su stresinin oldugu kurak alanlarda
Tiirkiye'de orta Anadolu'da en 6nemli kok bogazi ¢iirtikliik etmeni Fusarium tiiri oldugu bazi
calismalarda ortaya konulmustur [7, 8].

F. culmorum taksonomik olarak Ascomycota subesinden Hypocreales takiminin bir
tiyesidir. Esas habitati1 toprak olan F. culmorum, nekrotrofik yasam dongiisiine sahiptir. Diinya
genelinde Avustralya, Kuzey Afrika, Avrupa, Bati Asya ve Amerika’da bu tiirin varligi rapor
edilmisken iilkemizde de Marmara, I¢ Anadolu, Ege, Karadeniz ve Akdeniz bolgelerinde var
oldugu kayitlara gegmistir [2, 3, 8-10]. F. culmorum ‘a ait genom projesi resmi olarak
tamamlanmamistir. Haploit kromozom sayist n=4 olan bu tirde, FCUK99 izolatinin
kromozomal diizeyde dizilim bilgisine ait ¢ok sayida veri toplanmistir. Genom boyutu 39 Mbp
olarak tahmin edilmekte ve onciil veriler, veri tabanlarina yiiklenmistir [5]. Ayrica bu tiirdeki
bazi1 6zglin genlere (toksin tiretimi, esem tipi genleri vb.) ait veriler veri tabanlarinda mevcuttur
[http://www.embl.org; www.ncbi.nih.nlm.gov]. Giiniimiizde mevcut gen/genom dizilim
bilgileri baz alinarak F. culmorum tiirtindeki calismalar giderek artmakta ancak F.
graminearum tiiriiyle gerceklestirilen ¢alismalar ile karsilastirildigi zaman nispeten nicelik
olarak daha diisiik seviyede kalmaktadir. Bu sebeple F. culmorum tiiriiyle gergeklestirilecek
genomik ve transkriptomik diizeydeki c¢aligmalarin artmasi patojenin karakterizasyonu ve
hastaliklar1 ile miicadelede 6nem arz etmektedir.

Yurdumuzda tani, genotiplendirme ve kemotiplendirme arastirmalari ile arpa ve bugday
bitkilerinde F. culmorum'un varligi saptanmistir [10-12]. Ancak yurdumuzda ¢alismalarin
cogunlugu genetik cesitlilik ve mikotoksin analizleri tizerine yogunlagsmistir [2, 5]. Mikotoksin
analizlerinde ise ¢cogunlukla tri5 gen kiimesindeki polimorfizm iizerinde durulmustur [10, 12].
Bu patojen ve olusturdugu hastaliklarla miicadele kapsamindaki c¢alismalar Gzellikle F.
culmorum tiirii baz alindiginda sinirli diizeyde kalmistir. F. culmorum ve basak yaniklig ile
miicadele ¢alismalarinda patojene direngli bitki ¢esitlerinin gelistirilmesi 6nemli bir
yaklagimdir. Ancak bu siiregte smirli sayida g¢esit gelistirilebilmesi, gelistirilen ¢esitlerin
agronomik kalitesinin disiik nitelikte olabilmesi ve galismalarin uzun siire gerektirmesi 6nemli
olumsuzluklardandir. Ayrica, antagonistik mikroorganizmalar ile miicadele ve geleneksel
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olarak fungisit uygulamasi da diger yaklasimlardir.Tritikonazol, tebukanozol ve carbendazim
fungisitleri bu kapsamda Tiirkiye de dahil olmak iizere ¢esitli iilkelerde uygulanmistir [13-15].
F. culmorum tiiriinde genetik cesitlilik seviyesinin yiiksek olmasi, paraseksiiel iremenin varligi
ve funguslarin potansiyel antifungallere direng gelistirebilme yetenekleri, Fusarium tiirleriyle
miicadelede muhtemel yeni yaklasimlarin uygulanmasimin gerekliligini ortaya koymaktadir.
Fusarium sp. tarafindan {iretilen toksinlerin iiretiminin durdurulmasi hastalikla miicadele
stratejilerinin gelistirilmesi kapsaminda molekiiler genetik uygulamalariyla gergeklestirilmistir
[2, 16, 17]. Fungusun eseysiz velveya paraseksiiel iiremesiyle iliskilendirilmis genlerin
karakterizasyonu ise bu kapsamda incelenecek bir diger alternatif yaklasimdir. Mgvl, FcStua,
VelA, Topl ve chsl genleri bu kapsamda ele alinabilecek en onemli potansiyel genler
arasindadir. Bu genler arasindan Mgvl geni, gen boyutu ve oncii dizilim bilgileri sebebiyle
cesitli bilesiklerin antifungal etkilerinin incelenmesi igin muhtemel hedef gendir. Mgvl geni
mitozu tesvik eden maddeler tarafindan uyarilan ve fosforilasyonla aktive olan bir protein
kinazi kodlamaktadir [18]. Genin boyutu 1543 bg olup 4 intron igermektedir. Genin protein
urini toksin (butenolid ve trikotesen) iiretimi, bitki enfeksiyonu ve hiicre ¢eperi biitiinliigi
acisindan elzemdir. Bu noktada Mgv1l geni iliskili oldugu ciddi biyolojik siiregler vasitasiyla
muhtemel antifungal etkili bilesiklerin etkilerinin gosterilmesinde ve ispatlanmasinda hedef bir
gendir.

Bu calismada ilk kez bitki patojeni F. culmorum 'da antifungal etkinligi arastirilmamis
olan 2,4-Dimetilpirol incelenmistir. 2,4-Dimetilpirol, ¢esitli kompleks makrosiklik yapilarin
bileseni olan pirollerin N-metilpirol (C4HsNCHz3) tiirevlerinden birisi olup CsHoN agik
formiiliine sahip bir molekiildiir. 2,5-Dimetilpirol bilesiginin antimikrobiyal etkileri Candida
tropicalis ve Aspergillus niger ilizerinde gosterilmistir [19]. 2,4-Dimetilpirol’iin antifungal
etkiye sahip olabilecegi Arif ve dig. (2009) tarafindan ifade edilmistir. Calisma kapsaminda
2,4-Dimetilpirol’tin fungus tizerindeki fenotipik ve transkriptomik etkileri F. culmorum 20F
izolatinda incelenmistir. Dogrusal biiyiime orami (DBO) analizleri fenotipik diizeydeki
incelemelerde kullanilirken, hiicrede 6nemli biyolojik siireglerin siirdiiriilmesinden sorumlu
Mgvl geninin anlatim profilleri de transkriptomik arastirmalarda kullanilmistir. Elde edilen
verilerin sonucunda F. culmorum’a kars1 miicadelede uygulanabilecek muhtemel etkili bir
antifungal bilesigin Kkarakterizasyonu agisindan o6nem arz etmektedir. Ayrica farkli
konsantrasyonlardaki  2,4-Dimetilpirol soliisyonlarinin  dogrudan uygulamasi1 ve/veya
puskiirtme yaklasimi1 ile tarlada hastaligin  kontrol altinda tutulabilmesine katki
saglanabilecektir.

2. MATERYAL ve METOD
2.1. Patojen ve Fenotipik Testler

F. culmorum 20F izolat: Prof. Dr. Berna Tunali (Samsun Ondokuz Mayis Universitesi,
Bitki Koruma Anabilim Dali Kiiltiir Koleksiyonun)’dan temin edilmistir. Kontrol grubuna ait
ornek patates dekstroz agar (PDA: Hi-Media, India) besi ortaminda, deney grubunda ise
PDA’ya ek 0, 0.5, 1, 2 ve 4 mg mL* artan konsantrasyonlarinda 2,4-Dimetilpirol (Sigma,
A.B.D.) igeren besi ortaminda yedi giin siire ile 28°C’de inkiibe edilmistir. Arastirmada
dogrusal biiyiime oranini elde etmek ve minimum inhibisyon konsantrasyonunu hesaplamak
icin agar diliisyon teknigi kullanilarak 0.25 cm? lik kiiltiir plaklar1 besi ortamlarina aktarilmistir.

2.2. Total RNA izolasyonu ve cDNA Cevrimi

Tri-Reagent (Sigma, A.B.D.) kullanilarak F. culmorum 20F izolatinin yedi giinliik kati
kiiltiirlerinden total RNA izolasyonu gergeklestirilmistir. Total RNA izolasyonu 0.5 mL Tri-
Reagent i¢in 5-10 mg miselyum kullanilarak tavsiye edilen protokole gore gerceklestirilmistir.
Elde edilen total RNA molekiilleri UV 1sik altinda, %1°lik agaroz jel elektroforezi ile
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goriintiilenerek analiz edilmistir. Total RNA’larin kantitatif analizleri ise GelQuant yazilimi
(Biochemlabsolutions, A.B.D.) ve spektrofotometre  (Shimadzu, Japonya) ile
gerceklestirilmistir.

cDNA molekiilleri, iki asamali ticari Kit ile KPZR ve RT-PZR tekniginde kullanilmak
iizere total RNA molekiillerinden (Applied Biosystems, Ingiltere) sentez edilmistir. CDNA
sentezi tavsiye edilen protokole gore tiim 6rnekler igin baslangi¢ miktar1 es olacak sekilde 2 ug
RNA kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen cDNA’lar 1/4 oraninda sulandirilarak gen
anlatimi analizlerinde kullanilmastir.

2.3. Gen Anlatim Analizleri

Mgvl, (ve igsel kontrol gen olarak g-tubulin) anlattminin analizinde RT-PZR ve kPZR
uygulamalar1 kullanilmigtir. RT-PZR deneylerinde bilesenler konsantrasyonlart 1 X PZR
tamponu, 0.25 mM dNTP karisimi, 10 pmol ileri ve geri primerler (Tablo 1), 2.5 mM MgCly, 2
ug RNA’ya denk gelen cDNA’dan 5 uL ve 1 U Taq DNA polimeraz enzimi (Thermo, A.B.D.)
olacak sekilde toplam 25 pL hacimde birlestirildi. Cogaltim, 94°C’de 5 dakikalik 6n
denatiirasyonu takiben 45 tekrardan olusan 94 °C’de 20 saniye, 59 °C’de 20 saniye ve 72 °C’de
40 saniye basamaklari ile tamamlanmistir. Siire¢ 72 °C’de 5 dakikalik final uzama basamagi ile
tamamlandi. Cogaltim tiriinleri %1.7’lik agaroz jel ile gergeklestirilmistir.

Tablo 1. Gen anlatimi ¢alismalarinda kullanilan primer molekiilleri.

Primer Primer Dizisi (5'-3") Band Boyutu (bg)

QPCRF  AGGGTCATTACACCGAGGGT
121

QPCRR  GTACCACCACCAAGAGAGTGG

MGVRTF AGGTTCAACGATTCCGACAG
100

MGVRTR GACCATTACCCTGAGGCAGA

Gergek zamanli gen anlatimi analizlerinde S-tubulin geni igsel kontrol, Mgvl geni hedef
gen olarak kullanilmis olup; oransal degisimlerinin analizi i¢in KPZR cihazina ait yazilimindan
elde edilen veriler kullanilmistir (Roche LightCycler 480 I, Isvigre). KPZR isleminde Eva
Green (Biorad, Fransa) floresan boya olarak kullanilmistir. Toplam hacim 20ul olacak sekilde
kPZR bilesenleri 1 X Eva Green karisimi, 5 pmol ileri primer, 5 pmol geri primer ve 1 pg
RNA’ya denk gelen miktarda cDNA olacak sekilde mikrotiiplerde bir araya getirilmistir. PZR
kosullart 95 °C’de 10 dakika ile ilk denatiirasyonu takiben 45 tekrardan olusan 95°C’de 20
saniye, 59 °C’de 20 saniye, 72°C’de 40 saniye bekleme siiresinden ve son olarak da 40°C’de 30
saniyelik sogutma asamasindan olugmaktadir. Erime egrisi analizleri ve 4 logaritmik fazdan
olusan standart serileri, PZR etkinliginin ve dogrulugunun analizi i¢in gergeklestirilmistir. Gen
anlatim profilleri 2-22€T normalizasyon degerleri gore elde edilmistir [21]. Calismalar en az iKi
tekrar ile gerceklestirilmistir. Istatistiksel analizler GraphPad Prism 5.0 yazilimi kullanilarak
(Tukey Testi, Tek Yonli ANOVA Analizi) gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. In vitro Ureme ve 2,4-Dimetilpirol Uygulamasi

F. culmorum 20F izolat1 2,4-Dimetilpirol igeren ve igermeyen (0, 0.5, 1, 2 ve 4 mg mL™!
2,4-Dimetilpirol) PDA besi ortamlarinda iireme gostermistir. Uremenin goriilmedigi 2,4-
Dimetilpirol konsantrasyonu 4 mg mL? 24-Dimetilpirol olarak saptandigindan ICso
konsantrasyonu 2 mg mL™ 2,4-Dimetilpirol olarak belirlenmis ve gen anlatim ¢alismalarinda
bu deney seti kullanilmistir. Deney ve kontrol gruplart arasinda DBO agisindan anlamli bir
farklilik (p<0.01) goriilmiistiir (Sekil 1). DBO degerleri kontrol grubunda 9.88+0.54 iken, bu
degerin deney setlerinde 4.7+0.27 — 7.72-0.32 arasinda oldugu saptanmustir.
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2,4-Dimetilpirol Konsantrasyonu

Sekil 1. Farkli konsantrasyonlarda 2,4-Dimetilpirol igeren besi ortamlarinda iiretilen 20F izolatinin
dogrusal biiylime orani1 verilerine ait grafik.

3.2. Gen Anlatima Analizleri

20F izolatina ait deney ve kontrol setlerinde yiiksek kalite (Azs0/280 = 1.9-2.0) ve miktarda
(0.5-2 pg pLY) total RNA molekiilleri izole edilmistir. Total RNA molekiillerinden gevrilen
cDNA molekiilleri RT-PZR ve kPZR ¢alismalarinda kullanilmistir. Normalizasyon, hem deney
setlerinde hem de kontrol gruplarinda g-tubulin amplifikasyonu ile saglanmistir. RT-PZR
analizlerinde, agaroz jel elektroforezi sonucunda ig¢sel kontrol gene ait 121 b¢’lik, Mgvl genine
ait 100 bg¢’lik amplifikasyon tiriinii elde edilmistir (Sekil 2). Bulgular KPZR ile dogrulanmustir.
kPZR analizlerinde, XE (ortalama etkinlik) degeri 2.04+0.03 olarak saptanmigtir. Ortalama
erime egrisi skorlar1 i¢sel kontrol gen ve Mgv1l geni igin sirastyla 0.94+0.01 ve 0.97+0.01 olarak
belirlenmistir. Bu veriler KPZR isleminin etkin bir sekilde gerceklestigini gdstermistir. XACp
(ortalama esik dongiisii farki) degerleri deney grubu igin 1.48+0.015 iken, kontrol grubu i¢in
10.51+0.03 oldugu belirlenmistir. Normalizasyon bulgularina gore; deney setleri kontrol grubu
ile kiyaslandiginda X 22ACT (ortalama gen anlatimindaki oransal degisim) degeri Mgv1 geni igin
5.21+0.05x10? olarak belirlenmistir. Bu durum gen anlatimidaki oransal degisimlerin yaklasik
5x10? kat (Sekil 3) oraninda arttigin1 gostermistir. Istatistiksel verilere gére gen anlatimindaki
bu oransal degisimler anlaml1 farklilik géstermektedir (p<0.001).
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Sekil 2. 20F izolatinin hedef (1, 2) ve i¢sel kontrol gene (3,4) ait RT-PZR profili. M: 100 b¢ DNA boyut
markir1 (Sibenzyme, Rusya), N: negatif kontrol, 1 ve 3 sirasiyla kontrol grubu, 2 ve 4 ise
deney grubuna ait amplikonlar.
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Sekil 3. Mgv1 gen anlatimindaki oransal degisim profili.

4. TARTISMA ve SONUC

Bitki patojeni funguslar tahillarda en onemli stres faktorlerinden birisidir [1]. Bitki
patojenlerinin misir ve bugday basta olmak tizere ekonomik oneme sahip bitkilerde kayip
meydana getirmesinin yani sira tiretilen mikotoksinlerin bu bitkilerde birikmesi; dolayl olarak
insan ve hayvan sagligint olumsuz etkilemektedir [2, 22]. Fusarium basak yanikligi ve kok
ciiriikliigi hastaliklar1 tahillarda goriilen ve tilkemizde de varligi tespit edilen hastaliklar
arasinda yer almaktadir [10]. Bu ¢alismalarda detayli olarak patojenlerin genotiplendirmeleri
ve mikotoksin tiretme potansiyelleri genetik ve analitik metotlar ile arastirilmistir. Bu sekilde
bu ¢alismalarla birlikte hastalikla miicadeledeki elzem bir baslangi¢ basamagi olan patojenin
tanimlanmasi gergeklestirilmistir [2, 10, 12].

Fusarium basak yaniklig1 ve kok ciiriikliigii ile ilgili kapsamli tarimsal biyoteknoloji ve
molekiiler genetik ¢alismalarinda; patojenlerinin tanimlanmasini genellikle patojenin meydana
getirdigi zararlarin indirgenmesi ve hatta miimkiinse bu hasarlarin ortadan kaldirilmasi takip
eder. Deoksinivalenol mikotoksininin F. graminearum ve F. culmorum tiirlerinde ‘quelling’
stireci ile iretiminin durdurulmasi bu baglamda gergeklestirilmistir [16, 17]. Ancak, bu giincel
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teknoloji kullanilarak gergeklestirilen ¢calismalarda hem gen anlatimi hem de toksin iiretiminde
beklenilenin aksine trajik seviyelerde artis da goézlemlendiginden global anlamda etkili bir
¢coziime ulasilamamistir. Benzer sekilde cesitli fungusit uygulamalari bagak yanikligi ve kok
curiikligii etmenleri tizerinde denenmis patojen iizerinde %80 civarinda etkili olduklari
gosterilmistir [13, 14]. Son yillarda farkli tipte potansiyel antifungal niteligi tasiyan bitki ve
mikroorganizma tiirevli metabolitler Fusarium tiirleri iizerinde denenmektedir. Fusarium
trleri ile iligkili caligmalarin ¢ogunlugu genom projeleri tamamlanmus iKi tiir, F. graminearum
ve F. oxysporum iizerinde yogunlasmistir. Buna karsin F. culmorum tizerinde gergeklestirilen
caligmalar nispeten daha simirlidir [23, 24]. Hastalikla miicadelede yeni bakis agilarinin elde
edilmesinde, F. culmorum iizerinde yapilacak antifungal aktivite ¢alismalari, kapsamli ve
yararli verilere ulagilmasini saglayacaktir.

Pirol igeren bazi ¢esitli bilesikler bitkilerde, hayvanlarda ¢ok fazla sayida biyolojik
bilesigin bir parcasi olarak bulunmaktadir. Pigmentasyon, antimikrobiyal etki, enzimatik
stirecler ve diger baz1 6nemli biyolojik faaliyetlerde rol oynayan molekiillerde yer alirlar. Hint
yag1 bitkisi, su yasemini ve diger bazi bitkilerden elde edilebilen dimetilpirol formlarinin ilag
ve antimikrobiyal etkileri giinlimiizde arastirilmaya baslanmustir [20, 25, 26]. Bununla beraber
dimetilpirol formlarimin F. culmorum iizerine etkisi bilinmemektedir. Bu sebeple bu ¢aligmada
cesitli bitkilerden elde edilebilen 2,4-Dimetilpirol bilesiginin saf molekiiliiniin potansiyel
antifungal etkileri, daha onceki c¢alismalarda tir diizeyinde tanimlanmis ve toksin
(deoksinivalenol) iiretme yetenegi arastirilmis olan F. culmorum 20F izolati {izerinde
gergeklestirilmistir [12]. Yoshi ve dig. (2013) farkli mikroorganizmalarda 2,5-Dimetilpirol’iin
ICso deger araligimn 0,5-250 ug mL™* arasinda degistigini rapor etmistir. Bu calismada ise F.
culmorum 20F izolatinda ICso degerinin 2 mg mL™ olarak belirlenmistir. DBO verileri bu
bilesigin F. culmorum tiirii i¢in potansiyel bir antifungal ajan olabilecegini gostermektedir.
Ayrica DBO’ya ait bilimsel olarak anlamli farkliliklar, bitki enfeksiyonu, hiicre ¢eperi
biitiinligiinde is goren Ve seksiiel/aseksiiel iremede gorevli Mgvl genine ait normalizasyon
verileri ile desteklenmistir.

Fungusun iremesiyle iligkili genlerin anlatiminin incelenmesi, herhangi bir
antimikrobiyal bilesigin fungusta olusturacagi degisiklikleri arastirilmasina yonelik fenotipik
testlerin dogrulanmasi igin potansiyel bir yaklasimdir. Mgv1, FcStua ve Vel A genleri bu agidan
incelenebilecek en 6nemli potansiyel genler arasindadir. Mgv1 geni veri tabanlarinda dizilim
bilgilerinin yer almasindan dolay1 bilesiklerin antifungal etkilerinin incelenmesinde olas1 bir
hedef gendir. Mgv1 geni mitojen ile aktive edilen bir protein kinazi kodlamaktadir [18]. Genin
protein iriinii toksin iretimi, bitki enfeksiyonu ve hiicre ¢eperi biitiinliigii agisindan anlatimi
elzem bir gendir. Calismada 2,4-Dimetilpirol uygulanmamis o6rnek ile gergeklestirilen
normalizasyon verilerine goére Mgvl anlatimi 5x102 kat artis gostermistir. Bu durum,
potansiyel bir antifungal uygulamasi sonucunda funguslarda goriilen ve anlatimi yasam
¢evriminin devamliligi igin gerekli olan genlerin anlatimindaki artisa bir 6rnektir [28].
Antimikrobiyal bilesigin varligi hiicrede abiyotik bir stres olarak tanimlanmis ve yasamin
devamlilig1 i¢in Mgv1l geninin anlatiminda potansiyel bir artis oldugu saptanmigtir. Veriler
basak yanikligi ve kok ciirtikligii hastalik etmenleri ile miicadelede potansiyel ve yeni bir
uygulama sunmasi agisindan 6nemlidir. Bu g¢alismadan kullanilan bilesigin daha once F.
culmorum tizerindeki etkilerinin incelenmemis olmasi ¢alisma sonunda yeni veriler sunmustur.
Calisma daha onceden bu bilesigin F. culmorum fizerindeki fenotipik ve transkriptomik
etkilerinin incelenmemesi agisindan yeni veriler sunmustur. Ayrica Mgvl geninin eseyli
tiremede gorev aldig1 bilindiginden eseyli ireme goriilen diger Fusarium spp.’ de de, bu bilesik,
potansiyel bir ajan olarak kullanilabilir. 2,4-Dimetilpirol uygulanmis fungusta goriilen ve
dramatik seviyelere ulasan gen anlatimindaki asirt artig, bu kimyasalin fungusun
homeostasisinde kuvvetli degisim meydana getirebildigini géstermektedir. Bu durum bilesigin
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potansiyel bir biyolojik miicadele ajani oldugunu gostermektedir. Bu bilesigin diger bazi
nekrotrofik ve biyotrofik Fusarium tiirlerinde uygulanmasini igeren ileriki ¢alismalar gelecek
uygulamalar1 basak yanikligi ve kok ciiriikligii ile miicadelede 6nemli verilerin ulagilmasini
saglayabilir. Fusarium spp.’de de, bu bilesik, potansiyel bir ajan olarak kullanilabilir.
Calismadan elde edilen veriler F. culmorum’un tahillarda meydana getirdigi hastaliklarla
miicadele i¢in yeni stratejilerinin gelistirilmesi bakimmdan 6nem arz etmektedir.
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SUMMARY
Purpose

Fusarium spp. is one of the major mycotoxin producing phytopathogenic fungi. Presence of
more than 10 phytopathogenic species of this genus are reported in Turkey. Fusarium culmorum
is a phytopathogenic species cause several diseases on all small grain cereals, especially on
wheat, barley, oat and rye which are economically important crops, in Turkey and worldwide.
This species lead to severe yield loses in crops including reduction in crop quality and quantity.
Contamination of food by mycotoxins, especially class B-trichothecenes and zearalenon,
produced by F. culmorum have been detected wordwide as well as in Turkey. F. culmorum is
a causal agent of head blight and root rot in wheat and barley. Struggle with F. culmorum has
critical importance in terms of development of novel disease management stratgies worldwide.
Genetically modified plants or Fusarium resistant cultivars usage, antogonistics approaches and
gene silencing technologies are currently used in fight with F. culmorum diseases. Each
approach has several disadventages, whereas investigating the effects of novel or unexperienced
antifungal compounds for F. culmorum present promising strategy in disease management. For
this purpose, effects of 2,4-Dimethylpyrrole on F. culmorum 20F isolate which was obtained
from diseased plants in Turkey was tested via phenotypic and transcriptomics analysis in this
study.

Results and Discussion

In this study, phenotypics and transcriptomics effects of 2,4-Dimethylpyrrole on Turkish F.
culmorum 20F isolate were investigated. F. culmorum 20F isolate was subjected to 2,4-
Dimethylpyrrole with different concentrations (0.5, 1, 2 ve 4 mg mL™). Seven-day-old cultures
were used in Minimum inhibitory concentration (MIC) value determination. ICso value was
determined at PDA medium supplemented with 2 mg mL? 2,4-Dimethylpyrrole. Moreover,
incereased concentrations of 2,4-Dimethylpyrrole led to the decrease in the linear growth rate
(LGR) values. The significant difference (p<0.01) was detected among control and each
experiment set as well as in the increased concentrations for experiments sets in LGR values.
Experiment set with 1Cso value was used in transcriptomics analysis. First, total RNA molecules
were extracted from control and experiment sets and then total RNAs were immediately
converted to cONA molecules. Expression of Mgv1 gene, responsible for sexual stage and cell
wall integrity, was investigated via quantitative real time polymerase chain reaction (g-PCR)
and reverse transcription PCR (RT-PCR). p-tubulin gene was used as endogenous control.
gPCR analysis were conducted on Eva Green dye detection on Roche LightCycler 480 11
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system. Except values were as 2.04+0.03, mean melting scores were ranged from 0.94+0.01 to
0.97+0.01 for endogenous and target genes. Mean ACp values were ranged from 1.48+0.015 to
10.51+0.03. In comparison to control groups, 5.21+0.05x10? fold increases in experiment set
for Mgv1 gene was detected. In RT-PCR analysis, 121 bp and 100 bp amplicons belonging to
endogenous and target genes, respectively, were obtained from control and experiment sets.
According to findings obtained, it was shown that 2,4-Dimethylpyrrole could be a potential
antifungal agent for F. culmorum. In further works, it is suggested that this agent could be used
as a novel approach in disease control including inhibition of fungal biomass and toxin
production in field.

Conclusion

In current study, significant changes in LGR and fold changes in gene expression for Mgv1l
were determined. Presence of 2,4-Dimethylpyrrole at high level of concentrations (up to 2 mg
mL) could be described as a potential antimicrobial against F. culmorum. Expecially dramatic
increase in Mgvl gene expression obtained from relative quantification analysis supported that
2,4-Dimethylpyrrole could be a potential antifungal compund to F. culmorum. Further analysis
including 2,4-Dimethylpyrrole exposure to necrotrophic and biotrophic Fusarium sp. could
provide a detailed and comprehensive strategy to fight with head blight and root rot diseases.

113



