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DEOKSiNiVALEI_\lOL URETiMiND_EKi PQ_TAI\_ISiYEL FARKLILIGIN
COKLU HiZALAMA ANALIZLERI iLE INCELENMESI

Emre Yorik", Giilsen Uz

OZET

Fusarium cinsi tarafindan Uretilen trikotesen B sinifina ait deoksinivalenolin
aretimiyle iliskili tri5 gen kiimesi 12 genden olusmaktadir. Gen kiimesi digindaki 3
ilave gen ayrica toksin sentezinde is gérmektedir. Mevcut veritabanlarindaki tri5 gen
kimesinin dizilim bilgileri incelendiginde ylksek dizeyde bir dizisel gesitlilik s6z
konusudur. Bu calismada deoksinivalenol Uretimindeki cesitlilik, ¢oklu nikleotid
dizilim homolojisi ve filogenetik cesitlilik arastirmalar yapilarak, iki farkli yaklasim ile
analiz edildi. Birinci yaklasimda, gen kiimesi ve 6zgiin gen dizilim bilgileri baz alindi
ve genetik gesitlilik degerlendirildi. Yapilan analizler sonucunda 0,147+0,02 arasinda
gen kimesi dizeyinde ortalama bir genetik cesitlilik ve 0,034+0,004 ile 0,147+0,01
arasinda degisen 6zgiin gen bazinda genetik varyasyon belirlendi. ikinci yaklasimda
ise; F. culmorum Uzerinde gelistirilen tri6-tri5 intergenik bdlge dizisel cesitliligine
dayali deoksinivalenol Uretim miktar farkliigi analizi, G¢ farkli F. graminearum ve birer
F. dactylidis, F. pseudograminearum, F. cerealis ve F. lunosporum irkina adapte
edildi. YuUksek toksin Urettigi bilinen irklarin, yUksek toksin Ureten referans F.
culmorum irklariyla ayni alt kiimede, NIV Ureten ve diger tlrlere ait irklarin ise az
toksin Ureten referans F. culmorum irklariyla ayni alt kimede yer aldigi belirlendi.
Cahsmadan elde edilen veriler, biyoinformatik araclarin trikotesen Uretimindeki
farkhliklarin dogru analizinde kritik &neme sahip oldugunu géstermistir.

Anahtar kelimeler: Biyoinformatik, Deoksinivalenol, Fusarium sp., tri5 gen kimesi,
¢oklu homoloji analizi

GIRIS

Deoksinivalenol (DON) 6zellikle tahillarin, Fusarium cinsine ait bitki patojeni tirler
tarafindan enfekte olmasi sonucu biriktigi bilinen édnemli bir mikotoksindir. Arpa,
bugday ve misir bu mikotoksinin en sik biriktigi konak bitkidir. Fusarium graminearum
tir kompleksi Uyeleri ve F. culmorum tirleri ise diinya genelinde bu toksin tipini en sik
urettigi belirlenen patojenlerdir (1-3).
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Seskuiterpenoit yapidaki mikotoksin siklikla asetilenmis tirevlerinden birisi ile birlikte
Uretilmektedir: 3-asetildeoksinivalenol (3-ADON) ve 15-asetildeoksinivalenol (15-
ADON). Bu iki kemotipin dagihmlari patojenin tirt, konak tirl ve cografik bdlge ve
diger baz faktorlere gére degismektedir (4, 5). 15-ADON profilinin F. culmorum ve F.
austroamericanum tlrlerine ait izolatlarda saptanmamasi ya da F. graminearum
sensu stricto (Fgss) izolatlarinda her iki mikotoksininde Uretilmesi ve arpa, bugday ve
misirda enfeksiyona yol agcmasi, trikotesen Uretim profilleri agisindan énemlidir.
Ayrica bazi izolatlar tarafindan her iki asetil tirevini birlikte Uretebildigi de rapor
edilmistir ve bu verilere ¢ogunlukla kromatografik uygulamalar ile ulasilabilmektedir
(6-9). Mikotoksinlerin asetil tlrevlerinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) temelli
belirlenmesi, in vitro ve in planta agidan degerlendirme yapildigi zaman 6n bilgi
sunmaktadir. Transkriptomik ve metabolomik dizeydeki ¢alismalar genomik temelli
kemotiplendirme ¢alismalarini tamamlayici niteliktedir. U¢g basamagin bir arada
gercekletiriimesinde PZR, gercek zamanh PZR ve ince tabaka kromatografisi, yiksek
performansli sivi kromatografisi ve benzeri cesitli kromatografik uygulamalar
kullaniimaktadir (10-14). Ancak ginimizde PZR temelli uygulamalar kisa sirede,
kesin ve glvenilir sonug verdiginden kemotip cesitlilik analizlerinde PZR siklikla tercih
edilmektedir.

Deoksinivalenol ve diger B sinifi trikotesenlerin biyosentezinden tri5 gen kimesi
sorumludur. Gen kimesi, (¢ farkli kemotipe ait tic Fgss irkinda tamamen dizilenmistir
ve veritabanlarinda kayit altina alinmistir. Nivalenol (NIV) GUreten 88-1, 3-ADON
dreten F15 ve 15-ADON Ureten H-11 irklarinda gen kimesi toplam boyutlarinin
sirasiyla 30159, 30197 ve 27022 baz cifti oldugu saptanmistir (15-17). Gen kimesi
iki acidan ciddi derecede genetik cesitlilik géstermektedir. Birincisi, bazi genlerin
belirli kemotiplerde yalanci gen olarak tasinmasi ya da tamamen silinmesi. NIV
kemotipindeki izolatlarda tri7 ve tri13 genleri inaktif yalanci genler olarak tasinirken,
15-ADON kemotipinde bu genler aktiftir. Buna karsin tri7 geni 3-ADON kemotipinde
tamamen silinmistir (17-19). Genetik gesitlilige neden olan ikinci olgu ise, gerek farkli
kemotipteki gerekse de ayni kemotipteki, ayni veya farkli tire ait izolatlarda, gen
basina %10’un Uzerine ulasabilen dizisel cesitliliktir. Bu noktada tekli nukleotid
degisimleri, insersiyon ve delesyonlar cesitlilige yol agmaktadir. tri5 gen kimesindeki
yiksek dizeydeki cesitlilik, dinya genelinde izolat ve irklarin hangi mikotoksini
Uretmeye yetenegine sahip olduklarinin dogru, guvenilir ve hizli bicimde analizine
olanak saglamistir. Bu amagla gen kimesindeki U¢ kemotipin ayrimi, hedef tri
genlerine 6zgun primer molekilleri tasarlanarak ya polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)
arininin varhgina/yokluguna gére ya da PZR urin boyutundaki farkliiga gore
gerceklestirilmistir (15, 16, 20-23). Boylece PZR temelli olarak kisa slrede guvenilir
verilere ulasiimigtir.

National Center for Biotechnology Information (NCBI) veritabaninda giinUmizde F.
graminearum tir kompleksi basta olmak Uzere cesitli Fusarium tlrlerinde, tri5 gen
kimesi dizilim bilgileri kismen veya tamamen yer almaktadir. A sinifi toksin Ureten
Fusarium turlerine ait 50 kb’in Gzerinde boyuta sahip tri5 gen kimesi varligi, gen
kimesindeki cesitliligin gdsteriimesi agisindan énemli bir veridir. Ginimuzde cesitli
arastirmalar ile farkli cografik bdlgelere ait izolatlardaki bazi tri genlerine ait dizilim
bilgileri cikarilmis ancak, coklu homoloji arastirmalari az sayida gen ile sinirli
kalmigtir (22). tri101 geninin ginimizde genetik mudhendisligi uygulamalarinda
kullanilmasi ve hatta tir dizeyinde ayrimi sagladigi dusindlirse, biyoinformatik
aracglarla bu genlere ait kargilastirma analizleri yeni molekuler diizeyde tetkiklerin
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gelistiriimesi igin 6nemlidir (24). Bakan ve dig (20) tasarladiklari deney seti ile
kemotiplendirme c¢aligmalarina farkh bir yaklasim getirmiglerdir. tri6-tri5 intergenik
bdlgesindeki dizisel cesitlilige gére 1 ppm ve Uzerindeki deoksinivalenol Ureten F.
culmorum izolatlarini, disik dizeyde toksin Uretenlerden ayirmiglardir. N1-2/N1-2R
primer seti ylksek deoksinivalenol Uretenlerde 200 b¢ boyutunda amplikonlar
verirken, disik dizeyde toksin Uretenlerde amplikon elde edilmemigtir. Durumun tam
tersi dislk toksin Uretenlerde 4056/3551 primer cifti kullanilarak 650 b¢ PZR GrinU
elde edilerek saglanmistir. Bu sekilde mevcut kemotip belirleme ¢alismalarina farkl
bir yaklasim gelistirilmis, ancak bu uygulamanin diger tarlerdeki uygulanabilirligi
incelenmemistir. Bu calismada 88-1, H-11 ve F15 irklarina ait tri5 gen kiimesinde
total dizilim bilgisi gen delesyonlari dahil olacak ve olmayacak sekilde ¢coklu homoloji
arastirmalari ile incelendi. Farkh kemotiplerde korunmusluk gdsteren iglevsel veya
islevsel olmayan genler ayri ayri ¢oklu homoloji analizlerine tabi tutuldu. Ayrica tri6-
tri5 intergenik boélgesinin genetik cesitliligi ve dolayisiyla da deoksinivalenol Uretim
miktarlarinin analizinin Fgss'da ve diger turlerdeki uygulanabilirligi arastirildi.

MATERYAL VE METOT
Nukleotid Dizilim Bilgileri

tri5 gen kiimesinin tim diziliminin arastirilmasinda tg¢ farkli kemotipteki Fgss referans
irklarina ait dizilim bilgileri kullanildi. NIV Ureten 88-1, 15-ADON Ureten H-11 ve 3-
ADON Ureten F15 irklarina ait tri5 gen kimesi dizilim bilgisi Genbank’tan saglandi.

ilgili irklarin  aksesyon numaralar sirasiyla AF336365.2, AF336366.2 ve
AB060689.1°dir. Bakan ve dig. (20) tarafindan gelistirilen yiksek ve az miktarda DON
dretiminin ayrimina olanak saglayan, PZR ve ¢oklu homoloji karsilastiriimasi temelli
analizin Fgss ve diger bazi Fusarium turlerindeki uygulanabilirliginin arastiriimasinda
ise, tri6-tri5 intergenik bélgesine ait dizilimler Genbank’tan elde edildi. Bakan ve dig.
(20) tarafindan veritabanina kayit ettirilen, az veya ¢cok DON Urettigi karakterize
edilmis 6 F. culmorum irklarina (C1, K2, L2, N1, G1 ve M11) ait 4057-4322 b¢
boyutlarindaki  tri6-tri5 intergenik nukleotid dizilim  bilgilerinin  aksesyonlari
AF480834.1, AF480835.1, AF480836.1, AF480837.1, AY134892.1 ve
AY134893.1’dir. DON Ureten F. dactylidis NRRL 29380, F. pseudograminearum
NRRL 28334, F. cerealis NRRL 25805 ve F. lunosporum NRRL 13393 irklarina ait
aksesyon numaralari sirasiyla KP057243.1, AY102583.1, AY102574.1 ve
AY102568.1°dir.

Coklu Hizalama Analizleri

tri5 gen kimesinin O¢ kemotipteki izolata ait aksesyon numaralarinda mevcut
bulunan ortak genler; tri3, tri4, tri5, tri6, tri8, tri11, tri13 ve tri12/tri102, ayr ayri,
ardisik siralanmis ve tim gen kiimesi olarak ¢oklu homoloji analizine tabi tutuldu. Bir
diger yaklagimda ise tri6-tri5 intergenik bdlgesine ait dizilim bilgileri homoloji
arastirmalari ile analiz edildi. Bu amagla ClustalW 2.1 yazilimi (25) kullanilarak, 6 F.
culmorum, 3 Fgss ve birer F. dactylidis, F. pseudograminearum, F. cerealis ve F.
lunosporum 1rklarina ait ytzdesel benzerlik matrisi elde edildi ve filogenetik agaglar
UPGMA temelli olarak c¢ikarildi. N1-2/N1-2R ile 4056/3551 oligonukleotid primer
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ciftlerinin 88-1, H-11 ve F15 referans rklariyla birlikte F. dactylidis, F.
pseudograminearum, F. cerealis ve F. lunosporum tlrlerinde dizisel eslenirligi NCBI
veritabani Uzerinden BLASTN analizi ile arastirildi.

Filogenetik Analizler

Coklu homoloji analizleri sonucunda ortaya ¢ikan verilerin dogrulanmasinda Mega
6.0 programi (26) kullanilarak hem tri5 gen kiimesi icin hem de tri6-tri5 intergenik
bblgesi icin filogenetik analiz gergeklestirildi. Filogeni rékonstriksiyonunda
istatistiksel olarak maksimum olabilirlik, filogeni testinde 1000 tekrarli 6zylkleme
metodu ve substitisyon modeli olarak da Tamura-Nei modeli kullanildi. Filogenetik
agaclar cikarildi ve d6zytkleme destegi ylzdesel olarak her gen veya gen kiimesi igin
ayri ayri kaydedildi (27).

ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Fgss 88-1, H-11 ve F15 irklarinin GenBank’ta kayitli tri5 gen kiimesine ait tim dizilim
bilgisi ¢coklu homoloji temelli genetik ve filogenetik gesitlilik analizlerine tabi tutuldu.
Gen kimesinde yer alan ve (¢ Irkta da dolayisiyla da ¢ kemotipte de korunmusluk
gbsteren sekiz genin, ayri ayri ¢coklu homoloji analizlerine gére genetik cesitliligin
0,034+0,004 ile 0,147%0,01 arasinda degistigi géruldi (Tablo 1).

Tablo 1. Sekiz tri genindeki maksimum olabilirlik temelli gesitlilik analizi bulgular

Boyut Ortalama

Gen (bc)  cesitlilik (%) ideal Model BIC InL

tri3 1763  0,095+0,006 Kimura-2-parametre 7177,186 -3571,446
tri4 1742 0,034+0,004 Hasegawa-Kishino-Yano 5875,880 -2907,975
tris 1179 0,061+0,007 Kimura-2-parametre 4380,518 -2173,917
trié 657 0,05+0,007 Kimura-2-parametre 2377,539 -1173,597
tri8 1311 0,147+0,01 Kimura-2-parametre 6053,950 -3010,420
tri11 1735 0,078+0,006 Kimura-2-parametre 6805,342 -3385,556
tri102 /tri12 1902 0,099+0,006 Kimura-2-parametre 7905,444 -3935,423
tri1l3 1503 0,061+0,007 Kimura-2-parametre 7419,219 -3692,782
[gge%f” 33117 0,147:0,02  Tamura-3-parametre  143783,745 -71857,739

Delesyon ve genlerin ¢ikarildigr maksimum olabilirlik analizlerinde, sadece tri11 geni
bakimindan Fgss 88-1 ve F15 irklari arasinda anlaml farkhlik (p<0,05) saptandi.
Verilere gbre yiuksek benzerlik diizeyi U¢ intron tasiyan tri4 geninde gortlirken, en
yuksek cesitlilik ise tri8 geninde saptandi. Tim gen kiimesi degerlendirildiginde ise,
Fgss 88-1 ve H-11 irklari arasinda anlaml farklilk oldugu (p<0,05), ortalama
cesitliligin 0,147+0,02 oldugu belirlendi. Ayrica nlkleotidlerin birbirlerine degisme
olasiliklarina ait degerlerin 4,5378 ila 16,3572 arasinda oldugu belirlendi (Tablo 2).
Genler 6zglun olarak degerlendirildiginde; korunmusluk gdsteren bu 8 gende
kemotipe bagli olarak dizisel cesitlilik goérilmekte ancak bilimsel olarak anlamli
farkhlik toplamda 24 kombinasyondan (3 degerlendirme ile 8 gen) sadece birinde
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saptanmistir. Buna karsin NIV ve 15-ADON (Ureten irklarin total gen kiimesi dizilim
bilgisi degerlendirildiginde ise aradaki farkin matematiksel olarak anlamli oldugu
saptandi. Bu durum pseudogen olmasi, tamamen silinmis olmasi ya da ortak gen
olarak GenBank’a kayit edilmemesi sebebiyle degerlendirmeye alinmayan tri7, tri9 ve
tri14 genlerinin meydana getirdigi genetik gesitliligin ve dolayisiyla da fenotipte ortaya
citkan farkli kemotiplerin  olusumunun aciklanmasinda destekleyici nitelik
tasimaktadir.

Tablo 2. Maksimum olabilirlik temelli nukleotid yer degisim tahmini oranlar

Nukleotid A T C G
A - 5,1434 4,5378 14,6588
T 5,2914 - 13,8531 4,7420
C 5,2914 15,7018 - 4,7420
G 16,3572 5,1434 4,5378 -

Dizisel cesitliligin tlrler arasi ylksek dizeyde oldugu tri6-tri5 intergenik bdlgesinin
coklu homoloji analizleri 13 farkh irka ait dizilim bilgisi kullanilarak gerceklestirildi.
Maksimum olabilirlik istatistiksel analizi ve 1000 tekrarli 6zyikleme metodu filogeni
testi bir arada degerlendirildiginde, ylzdesel 6zylkleme destekleme degerinin %87

ila %100 arasinda degistigi (Sekil 1).
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Sekil 1. 13 Fusarium rkinin tri6-tri5 intergenik dizilim bilgisine gére olusturulan
filogenetik agac

InL (maksimum olabilirlik) degerinin -11727,302, BIC (ing., “Bayesian Information
Criterion”) degerinin 23735,720 ve en uygun maksimum olabilirlik modelinin Tamura-
3-parametresi (Tablo 3) oldugu belirlendi (26, 27).
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Tablo 3. ClustalW 2.1. yazilimi ile elde edilen tri6-tri5 intergenik bdlgesine ait
ylzdesel benzerlik matrisi

Fusarium izolatlarinin kodlari

C1 K2 L2 N1 G1 M11 88-1 H-11 F15 29380 28334 25805 13393

C1 100

K2 99.07 100

L2 60.31 61.57 100

N1 68.74 61.35 99.50 100

G1 64.30 62.5 99.88 99.59 100

M11 |99.38 98.47 57.55 62.16 57.38 100

88-1 195.44 94.85 70.13 59.85 70.33 95.41 100

H-11 |68.48 63.87 95.50 95.20 95.57 69.04 61.14 100

F15 |70.96 61.13 93.07 92.81 93.09 72.59 66.12 69.68 100

29380 |64.55 68.94 71.93 71.97 71.76 63.07 67.77 74.01 75.36 100

28334 |68.99 69.82 57.03 62.47 56.38 59.4 75.67 66.04 67.06 76.96 100
25805|96.99 96.64 55.77 70.66 71.23 97.04 96.64 61.77 76.96 70.31 76.73 100
13393 |86.64 86.05 62.86 71.20 62.33 95.41 94.94 65.56 72.27 73.14 72.76 88.2 100

Filogenetik aga¢ incelendiginde iki farkli kiimenin olustugu goérilmektedir. Hem
ClustalW 2.1 temelli UPGMA analizi hem de Mega 6.0 yazihmi kullanilarak
gerceklestirilen maksimum olabilirlik analizleriyle olusturulan filogenetik agagta (Sekil
1) yUksek dizeyde toksin dreten F. culmorum izolatlari (L2, N1 ve G1) ile 1 ppm’in
tzerinde DON (Urettigi belirlenen Fgss H-11 ve F-15 irklarinin ayni kiimede yer aldigi
saptandi. Buna karsin NIV Ureten Fgss 88-1 irki, az toksin Ureten U¢ F. culmorum irki
(C1, K2 ve M11) ve F. dactylidis, F. pseudograminearum, F. cerealis ve F.
lunosporum tirlerine ait irklarin ayni alt kiimede bulunduklari belirlendi. Bu durum
benzerlik matrisi deg@erleri ile de desteklenmektedir (Tablo 3). Az toksin Greten F.
culmorum izolatlar kendi aralarinda %98.47-99.38 benzerlik gdsterirken, ylksek
toksin dreten Gc¢ F. culmorum izolati da benzer sekilde kendi aralarinda
degerlendirildiginde, %99.5-99.88 benzerlik tasidiklari belirlendi. Farkli bir acidan
deg@erlendirildiginde NIV lreten (veya laboratuar kosullarinda eser miktarda DON
Uretebilen) Fgss 88-1 irki, disUk toksin Ureten F. culmorum irklar ile %94.85 ile
95.44 arasi benzerlik tagimaktadir. Deneysel olarak 1 ppm’in Gzerinde DON Urettigi
bilinen (15, 16, 17) Fgss H-11 ve F15 irklar, Fgss 88-1 irkinin aksine yiksek
miktarda toksin Ureten F. culmorum irklari ile ayni alt kimede yer aldi ki bu durum
Bakan ve dig (20) tarafindan gelistirilen uygulamanin biyoinformatik temelli DON
dretim potansiyellerinin arastirilmasinda kullanilabilir  bir uygulama oldugunu
gbstermektedir.

Yiksek ve az miktarda DON dretiminin analizine olanak veren N1-2/N1-2R ile
4056/3551 primer ¢iftlerinin dizilimleri, sirasiyla yiksek miktarda DON dreten L2, N1
ve G1 F. culmorum irklari ile az miktarda DON ureten F. culmorum irklart C1, K2 ve
M11’in, tri6-tri5 intergenik bdélgesine birebir eslik (E degeri: 0, maksimum benzerlik:
%100) gbstermektedir. Yiksek miktarda DON drettigi bilinen ancak Bakan ve dig.
(20) tarafindan gelistirilen yaklasim ile incelenmeyen H-11 ve F15 izolatlari da benzer
sekilde N1-2/N1-2R primer ciftleri ile birebir eslik gdstermektedir. Buna karsin bu iki
izolat yiksek DON dreten F. culmorum izolatlarinda oldugu gibi 4056/3551 primer
ciftleri ile PZR GrinG vermeme potansiyeli tagimaktadir. Benzer durum 4056/3551
primer ¢iftinin dizilim bilgisi ile Fgss F15, F. dactylidis, F. pseudograminearum, F.
cerealis ve F. lunosporum tlrlerine ait irklarin tri6-tri5 intergenik dizilim bilgisi
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arasinda da gorilmektedir. Bu primerler az DON dreten F. culmorum irklariyla
yuksek dizilim benzerligi tasiyan diger Fusarium tirlerine ait irklarla yiksek dizeyde
benzerlik tagimaktadir. Bu sekiz irk N1-2/N1-2R primer cifti ile potansiyel olarak PCR
arininG vermememe potansiyeli tasimaktadir. Bu durum total tri6-tri5 intergenik
dizilim bélgesine ait 13 irkta gerceklestirilen coklu dizisel karsilastirma analizleri ile
benzerlik tagimakta ve gelistirilen sentetik oligonukleotid primer molekilleriyle DON
dretim miktarlarinin PZR ve biyoinformatik temelli ayrimina olanak sagladigini
gOstermektedir. Elde edilen veriler biyoinformatik temelli gerceklestirilen molekdler
yaklasimlarin ileri biyoinformatik analizlerinde etkin bir bicimde kullanilabilecegini
gbstermektedir. Bu ¢calisma ile Fusarium irklarinin evrimsel diizeyde gegcirdikleri kismi
degisimleri ve dolayisiyla da muhtemel fenotipik karakterlerine olan yansimalari,
biyoinformatik temelli olarak 6ngdért ve degderlendirme analizleri bir arada kullanilarak
incelenmisgtir.

SONUC

Bu calisma ile DON mikotoksininin Uretiminden sorumlu fri5 gen kimesindeki genetik
ve filogenetik cesitlilik biyoinformatik dizeyde arastirildi. Farkh trikotesen
kemotiplerinin dolayisiyla da farkh fenotiplerin olusmasinda, DNA dizi temelli
varyasyonlarin etkin rol oynadidi gosterildi. Yiksek ve distuk miktarda DON Ureten
Fusarium culmorum 1rklarina 6zgl mevcut analiz metodunun diger Fusarium
tlrlerinde uygulanabilirligi gésterildi. YUksek miktarda ve disik miktarda DON Ureten
veya bu potansiyele sahip irklarin birlikte kimelendikleri géraldi. Ayrica tri6-tri5
intergenik bdlgesi ile tri5 total gen kimesine ait tlr ici ve tlrler arasi genetik
cesitliligin benzer bir profile sahip olduklar gértldi. Elde edilen veriler biyoinformatik
araclarin, Fusarium turlerinin kemotip profillerinin detaylandiriimasinda kuvvetli ve
guvenilir araclar oldugunu géstermesi acisindan dnem arz etmektedir.
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