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Domates Mutantlarinda Yapilacak Detayli Genom Sekans Analizleriyle Dayamiklihk
Genlerinin Arastirilmasi

OZET

Kislik domates iiretiminin %60 dan fazlasin1 tek basina karsilayan Antalya’da bu
sebzenin lretimini kisitlayan 6nemli bakteriyel, fungal ve viral hastaliklar bulunmaktadir. Bu
hastalik etmenlerinin kontroliinde ¢evre dostu ve insan sagligima dost, en uygun miicadele
yontemi dayanikli g¢esitler gelistirmektir. Bakteriyel kanser ve solgunluk hastalik etmenine
kars1 dayaniklt ¢esit gelistirmek icin NCEBR3 domates hatti kimyasal mutasyona
ugratilmistir. Bu ¢alisma NCEBR3 hassas domates hattindan iiretilen dayanikli M3-9 ve M3-
15 domates bitkilerinin tiim genom dizilerini yeni nesil sekanslama (NGS) ile ortaya ¢ikarmak
ve dayanikliliktan sorumlu gen(ler)i bulmayr amaclamaktadir. Yapilan yeni nesil sekans
analizleri NCEBR3 orijinal hassas, M3-9 ve M3-5 dayanikl1 bitkileri arasindaki mutasyonlari
ve dayanikliliktan sorumlu 16 adet geni ortaya koymustur. Bu muhtemel dayaniklilik
genlerinin konukgu-patojen iligkilerine gore calistigini, sekonder metabolitler iiretimiyle
bakteriyel hastalik etmeninin genetik kontroliinii sagladigi anlagilmistir. NGS ile elde edilen
veriler gelecekte yapilacak calismalar i¢in ¢ok degerli sonuglar vermektedir.

Anahtara Kelimeler: Domates, bakteriyel kanser ve solgunluk, mutasyon, dayaniklilik, NGS



Investigation of Resistant Genes Using Whole Genome Sequence Analyses in Tomato
Mutants

ABSRACT

Antalya solely produces more than 60% of winter grown tomato production. The
tomato plants are treated with bacterial, fungal, and viral diseases that limit the production of
this vegetable. The most environmentally and health-friendly method for controlling these
pathogens is to develop resistant varieties. For developing resistant tomato plant against
bacterial canker and wilt disease, susceptible NCEBR3 tomato line was chemically mutated.
This study aims to identify the gene(s) responsible for resistance by using next-generation
sequencing (NGS) to extract the complete genome sequences of M3-9 and M3-15 resistant
tomato plants derived from the NCEBR3 susceptible tomato line. Next-generation sequencing
analyses revealed mutations among the original NCEBR3 susceptible, M3-9, and M3-5
resistant plants, as well as 16 genes responsible for resistance. It has been understood that
these potential resistance genes and their function following host-pathogen interactions and
providing genetic control of the bacterial pathogen through the production of secondary
metabolites. These NGS data analyses have been providing invaluable results for future
studies.

Keywords: Tomato, bacterial canker and wilt, mutation, resistance, NGS



1. GIRIS

Kiiclik 6lgekli EMS mutasyonu ile Clavibacter michiganensis subsp michiganensis
izolat 2 (Cmm?2) bakterisine karst NCEBR3 domates tohumlart mutasyona ugratilmistir.
Buradan 15 mutant hatt1 elde edilmis olup mutasyona sahip 3. (M3) popiilasyonunda M3-9 ve
M3-15 bitkileri Cmm2 etmenine kars1 dayanikli fenotipler olup tiim test bitkilerinde herhangi
bir agilim bulunmamistir. Bu M3-9 ve M3-15 mutant bitkileri orijinal NCEBR3 bitkileri ile
birlikte sekonder metobolitlerler olan ve dayaniklilikta rolii bulunan chlorogenic acid, caffeic
acid, p-coumaric acid, rutin hydrate, ferulic acid, quercetin, naringenin ve caempherol
seviyeleri Yiiksek Performansli S1vi Kromotografi (High performance liquid chromatography:
HPLC) sistemi kullanilarak analiz edilmistir. HPLC analizleri M3-9 ve M3-15 bitkilerinde
ozellikle chlorogenic acid ve rutin hydrate seviyelerinin sirasiyla 6.2 ve 13.6 kat mutant
bitkilerde orijinal NCEBR3 bitkisine gore yiiksek oldugunu bulunmustur. Yapilan ¢alismalar
EMS mutasyonu ve elde edilen M3-9 ve M3-15 mutant bitkilerinin genetik bir dayanikliliga
sahip oldugunu bu dayaniklilik mekanizmas1 igerisinde chlorogenic acid ve rutin hydrate
fenolik maddelerinin rol aldigini ortaya koymustur (Calis et al., 2012). Yapilan diger bir
calismada dayanikli bulunan M3-9 ve M3-15 mutant domates cesitlerinin M4
popiilasyonunda Cmm?2 ile testlenmesi sonucunda M4-9 mutant bitkilerinden test edilen 20
bitkiden 5 tanesi Cmm2'ye karsi hassas fenotipler olusturmustur. Buna karsilik Cmm?2 ile
inokule edilen 20 adet M4- 15 mutant bitkisinin tiimii dayanikli fenotipler gdstererek bu
bitkilerde bakteriyel solgunluk ve kanser simptomlar1 bulunmamaistir. Patojenisite testlerinden
gecirilen M4-15 dayanikli mutant bitkilerinin tiimiinden, M4-9 mutantlarin dayanikli fenotip
gosterenlerden tohumlar alinarak M5 popiilasyonlart olusturulmustur. Hassas fenotipe sahip
M4-9 bitkileri atilmistir. Umitvar dayanikli bitkilerden yetistirilen 20'ser adet M5-15 ve M5-9
domates bitkileri yeniden Cmm?2 ile test edildiginde M5-15 ve M5-9 domates mutantlarinin
timiiniin hassas fenotiplerden olustugu bulunmustur (Calis et al., 2013). Bakteriyel Cmm’ye
genetik olarak dayanikli bulunan M3-9 ve M3-15 mutantlarinin ayn1 genetik mutasyona mi
yoksa farkli genetik mutasyonlara mi sahip oldugunu ortaya koyabilmek ic¢in bir diger
calismada M3-9 ve M3-15 mutantlar1 birbiriyle melezlenmistir. Elde edilen F1 melez bitkileri
Cmm?2 izolat1 ile inokiile edildiginde tiim F1 bitkilerinin hassas oldugu bulunmustur. Bu
sonuclar M3-9 ve M3-15 mutant bitkilerinin genotiplerinde farkli yerlerde mutasyona sahip
olduklarin1 ve F1 bitkilerinde bu mutant lokuslarindaki farklilik nedeniyle hassas olduklar1
ispatlanmistir (Karakas, H. 2016). Yapilan diger ¢alismayla mutant bitkilerdeki dayaniklilig
saglayan mekanizmalar arasinda onemli bir rolii olan Patojenisite ile Ilgili (Pathogenesis
related: PRI) geninin M3-9 ve M3-15 mutant dayanikli bitkiler tizerindeki {iretimini ortaya
koymak i¢in Real-Time PCR analizleri yapilmistir. Dayaniklilik mekanizmasi igerisinde
iiretilen PRI geni ve bu genin kodladig1 proteinler mutant bitkilerde inokulasyondan sonraki
5. giine kadar ¢ok miktarda olustugu, buna karsin hassas NCEBR3 bitkilerinde PR1 geni ve
onun kodladig1 PR1 proteininin liretiminin kisitlandigir bulunmustur. Hassas orijinal NCEBR3
bitkilerinde PRI genin gecikmeli iiretilmesi nedeniyle bakteriyel hastalik etmeni kolonize
olurken dayanikli M3-9 ve M3-15 bitkilerinde inokulasyondan itibaren iiretilen PR/ geni
bakteriyel hastalik etmeninin kolonizasyonunu engellemektedir. Yapilan c¢aligmalar
dayanikliliktan sorumlu gen(ler)in altinda bulunan PR/ geni ve bu genin irettigi PR1
proteinlerinin iki mutant bitkide dayanikliligi sagladigini gostermistir (Karabulut, 1994;
Karabulut ve Calis, 2022). Bakteriyel Cmm ye kars1 dayanikliligi ortaya konan M3-9 ve M3-
15 bitkileri farkli genetik zenginlige (backgrounda) sahip Esin, Newton (Syngenta, Antalya),
Alkan, Siivari ve Marmara (Yiiksel Tohum, Antalya) ticari domatesleri ile melezlenerek F1
tohumlar1 olusturulmustur. Elde edilen M3-15 x Esin ve M3-9 x Siivari melezlerine ait F1
tohumlar1 ekilerek elde edilen bitkiler Cmm?2 ile terslenmislerdir. Her bir F1 popiilasyonunda
3//4 bitkinin dayanikli geri kalan Y4 bitkinin ise hassas oldugu bulunmus olup hem M3-9 hem
de M3-15 bitkilerindeki dayanikliliktan sorumlu lokus(lar) dominant karakterde dayaniklilig



sagladig1 anlasilmistir (Karakas, 2016, Ozdemir 2016). Olusturulan F1 popiilasyonunda en
dayanikli bulunan 10 bitkinin F2 popiilasyonunun olusturmasina izin verilmis ve F»
popiilasyonundaki en dayanikli ve en hassas 10 bitkiler, orijinal NCEBRI1 ile birlikte Esin ve
Siivari g¢esitleri ebeveyn olarak kullanilarak toplamda 120 den fazla basit sira tekrarlarindan
olusan (Simple sequence repeat) SSR ile (Insertion/Deletion) INDEL markerlar1 kullanilarak
M3-9 ve M3-15 mutant bitkilerindeki dayanikliliktan sorumlu lokus(lar) kromozom
tizerindeki yerleri, genotipte haritalanmistir. Olusturulan M3-15 % Esin ve M3-9 x Siivari
popiilasyonlarinda dayaniklilik lokuslarinin kromozom 5 iizerindeki SL20210 8831 SSR
markeri ile haritalandig1 ortaya konmustur. Gerek olusturulan M3-15 X Esin gerekse M3-9 x
Siivari  popiilasyonundaki dayaniklilik lokuslarinin ayni SSR  primeri ile fenotipteki
reaksiyonlar1 genotipte gosteriyor olmasit nedeniyle farkli haritalama popiilasyonlarinda
dayanikliliktan sorumlu lokuslarin 5. no’lu kromozomda bulunmasi ¢ok anlamli bulunmustur
(Karakas, 2016, Ozdemir 2016).

Tiim bu asamaya kadar olan ¢alismalar Tokat Gaziosmanpasa Universitesinde yapilan
Yiiksek Lisans Ogrencileri Tez projeleriyle ve Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigiince desteklenen Normal Arastirma Projeleriyle gergeklestirilmistir. Elde
edilen ve dayanikli M3-9 ve M3-15 mutantlarindaki bu genetik 6zellik gerek oOrtiialt1 gerekse
acikta domates tiretiminde bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin artmasiyla bu dayanikli
bitki tohumlar1 10 yil aradan sonra tekrar calisiimaya baslanmustir. Akdeniz Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii Molekiiler Mikoloji Laboratuvarinda olusturulan
kiiciik Olgekli bir tohum kaynagindaki bu genetik materyal korunmaktaydi. Akdeniz
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine sunulan bu projeyle
bakteriyel etmeninin sebep oldugu kanser ve solgunluk hastaliginin genetik kontrolii i¢in yeni
nesil sekanslama (Next Generation Sequencing) ile dayaniklilik gen(ler)i arastirilmaya
baslanmistir.

Dayaniklilik lokusunun SL.20210 8831 SSR markeri ile iliskilendirilerek yerinin
bulunmasindan sonra dayaniklilik lokuslarinin haritalanan yerde hangi gen ile polimorfizm
gosterdigini ortaya koyabilmek i¢in Illumina HiSeq yeni nesil sekanslama teknolojisini
kullanarak M3-9, M-15 dayanikli mutant bitkileri ile NCEBR3 hassas bitkisi arasindaki
polimorfizm gosteren spesifik markirlar bulunarak dayamikliliktan sorumlu gen(ler)
arastirilmaya baslanmistir.

2. GENEL BIiLGILER

Domates Diinya'nin bir¢ok bolgesinde yiiksek miktarda yetistiriciligi ve tiiketimi
yapilan tarimsal anlamda en 6nemli bitkiler arasinda bulunmaktadir. Birlegsmis Milletler Gida
ve Tarm Orgiitii (Food and Agriculture Organisation of the United Nations: FAO) verilerine
gore diinya genelinde 2023 yili itibartyla domates 5.030.545 ha alanda 180.766.329 ton
uretilmistir. Tirkiye ise 181.488 ha alanda 12.841.990 ton’luk domates iiretimiyle Diinyada 3.
sirada bulunmaktadir (Anonim, 2021a). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore ise
Tiirkiye 2020 yilinda 13.204.015 ton’luk bir iiretim miktarma sahiptir (Anonim, 2021Db).
Domates bitkileri agik ve kapali tiretim alanlarinda yiiksek tiretim miktarina sahip olmasinin
yaninda funguslar, bakteriler, viriisler ve viroidler gibi birgok biyotik hastalik etmenleri
tarafindan biiyiik miktarlarda zarara ugratilmaktadirlar. Bakteriyel patojenler arasinda yer alan
bakteriyel solgunluk ve kanser hastaligi etmeni Clavibacter michiganensis subsp.
michiganensis (Cmm) O6zellikle sicakligin ve nemin yiiksek oldugu tropikal ve subtropikal
bolgelerde domates {liretimini kisitlayan domatesin en Onemli hastaliklarindan birisidir.
Patojen yaz aylarina nazaran kis aylarinda toprakta canliligini daha ytiiksek siire ile muhafaza
etmektedir. Hastalik bitkilerde kanser ve solgunluk belirtileri gostererek domates bitkilerinin
tamamen Oliimiine sebebiyet vermektedir. Enfeksiyon dogrudan iletim demetleri dokusuna
yerlesen inokulumdan kaynaklandiginda sistemik enfeksiyon o6zellikle geng¢ bitkilerde



solgunluk belirtisi ile kendini gostermektedir. Yaslh bitkilerde ise solgunluk belirtileri geng
bitkilere oranla daha yavas ve asamali olarak ortaya ¢ikmaktadir. Enfekteli govdelerde iletim
demetleri ilerleyen zamanlarda kahverengi goriiniim almaktadir. Ayrica patojenin floem ve
parankima hiicrelerine yayilmasi ile hastaliga yakalanan bitki gévde ve petiollerinde
lekelenmeler, koyulasarak bazi durumlarda da govde flzerinde catlaklar olugmaktadir.
Hastalik etmeninin bitki ylizeyindeki acikliklar ile girisi ger¢eklesmis ise nekrozlar ve yaprak
lekeleri gibi lokal belirtiler goriiliir. Bu lekelenmeler gittikce artarak yaprak yiizeyinin biiytik
boliimiinii kaplayarak yanmig bir goriinim olusturmaktadir. Domates meyvelerinde ise
patojen kus gozii lekesi adi verilen lokal kahverengi belirtiler olusturarak meyvenin pazar
degerini diistirmektedir. (Agrios, 2007; Berglizar ve ark., 2018; Calis ve ark., 2013;
Cetinkaya-Yildiz, 2007). Hastalik etmeninin bu derece yiiksek 6neme haiz olmasina ragmen
giiniimiizde etkin kiiltiirel, biyolojik ya da kimyasal bir miicadelesi bulunmamaktadir. Ancak
antagonistik bakteriler, sodyum hipoklorit, laktik asit gibi alternatif uygulamalarin 6zellikle
domates tohumlarindaki hastalik gelisimi {izerinde sinirlandirici etkilere neden olarak
bitkilerdeki patojen miktarinin azaltilmasinda etkili oldugu tespit edilmistir. Hastalikla
miicadele de bitkiyi koruyucu amagh kimyasal uygulamalar yapilabilmektedir. Ancak bu
uygulamalar ¢evre ve insan sagligi ilizerinde olumsuz etkilere yol a¢gmaktadir. Biitiin bu
etkenler goz Oniine alindiginda hastalik etmeni patojenle kalici ve etkin bir miicadele
yiiriitmek i¢in en Oncelikli konu dayanikli bitki cesidi gelistirilmesine yonelik caligmalardir
(Calis ve ark., 2013; Karut ve ark., 2019).

Cmm patojeni konuk¢u uygunlugunu test ederek konukgu bitki iizerinde g¢ogalma
faaliyetine baslamaktadir. Dolayisi ile molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi, konukgu-
patojen iliskisinin ortaya konulmasiyla miimkiindiir. Konukg¢unun dayaniklilik gen(ler)inin
kontrol ettigi hiicre icerisindeki siiper oksit patlamalar1 ve bunlarin yol agtig1 hipersensitif
hiicre olimii (HR), dayaniklilik gen(ler)inin aktive ettigi patojene Ozel proteinlerin
(Pathogenesis related (PR) proteins) olusumu ve sekonder metobolitlerin {iretilmesi, patojene
kars1 olusturulacak sistemik kazanilmis dayaniklilikta gorev alan salisilik asit, jasmonik asit
ve etilen gibi bitki biiylime diizenleyicilerinin miktarindaki artislar konukgu bitkide var olan
dayaniklik gen(ler)i tarafindan kontrol edilmektedir (Wang ve ark., 2007; Yun ve Loake,
2002; Robert-Seilaniantz ve ark., 2007; Alvarez, 2004). PR1 genlerinin kodladig1 proteinler
bitkilerde patojenin enfeksiyonu, yaralanma, incinme, yiiksek osmotik basing gibi stres
kosullarinda  olusturularak patojenin saldirisini, yayilmasint  ve ¢ok yonliiliiglini
sinirlandirmaktadirlar (Uknes ve ark., 1992). Hassas domates bitkilerinde klasik Mendel
testlerinin ters bir sekli (reverse genetics) olan ethyl metanosulfonate (EMS) mutasyonu
uygulamasi ile gergeklestirilen bakteriyel kanser hastalik etmenine kars1 dayanikli olan M3-9
ve M3-15 bitkilerinde meydana gelen ve dayanikliliga neden olan genetik degisikliklerin
belirlenmesi bu ¢alismanin amacini olusturmaktadir.

3. GEREC VE YONTEM

Projede 2010 yilindan bu yana EMS mutasyonla gelistirilen M3-9, M-15 mutantlar1 ve
orijinal NCEBR3 domates hatt1 kullanilacaktir. Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimii Molekiiler Mikoloji Laboratuvari’nda saklanan domates tohumlar: steril
torflara ekilmis, buradan gelisen M3-9, M3-15 ve NECEBR3 bitkilerinden toplam genomik
DNA izole edilmistir. Bitkilerden toplam genomik DNA eldesi saksilarda saglikli bir sekilde
gelistirilen M3-9, M3-15 ve NCEBR3 bitkilerinden DNA izolasyonu CTAB yontemi
kullanilarak gergeklestirilmistir (Doyel and Doyle, 1991). DNA izolasyonu i¢in yaprak
ornekleri 1 g yaprak 6rnegi 1,5 mL’lik Ependorf tiiplere konulmus ve iizerine 600 uL CTAB
tamponu (%2 CTAB, 100 mM Tris - HCIL, 20 mM EDTA, 1,2 M NaCl, %1 PVP) eklenmistir.
Lizizin gerceklestirilmesi i¢in karisim 65 °C’de 45 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siirecinden sonra karisim iizerine 600 pL kloroform : izoamilalkol (24:1) eklenmis ve



kanistirildiktan sonra 13000 rpm’de 10 dk santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiijden
sonra tiipteki supernatant’tan 400 pL yeni tiipe alinmis ve iizerine 400 pL saf isopropanol
eklenmis ve karistirildiktan sonra 5 dk boyunca —20 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stirecinden sonra karigtm 13000 rpm’de 10 dk santrifiij islemine tabi tutulmustur. Santrifiij
isleminden sonra tiipteki supernatant dokiilmiis ve pellet 200 pL -20 °C de sogutulmus etanol
ile yikanmistir. Yikama isleminden sonra izole edilen DNA Ornekleri kurutulmustur.
Kurumus DNA iizerine 100 pL 1X TE buffer eklenmistir. izole edilen DNA kiigiik
fragmanlardan armdirmak i¢in 100 pL %9 PEG (%9 PEG 8000, 1 M NaCl, 10 mM Tris -
HCI) ile karistirmis ve 10000 rpm’de 30 dakika boyunda santrifiij islemine tabi tutulmustur.
Santrifiij isleminden sonra supernatant dokiilmiis ve pellet {izerine 200 pL etanol eklenmistir.
Yikama isleminden sonra sivi dokiilmiis ve pellet kurumaya birakilmistir. Kurumus DNA
tizerine 100 uL 1X TE buffer eklenmis ve cozdiiriildiikten sonra —20 C’de muhafaza
edilmistir. izole edilen DNA’nin konsantrasyonu NanoDrop ile 6lciilmiis ve DNA kalitesi
%0.8’1ik agaroz jelde, 1 saat ve 75 V’ta 5 uLL DNA vyiiriitiilerek kontrol edilmistir. Mutant ve
orijinal domates DNA larinin sekanslamaya hazirlanmasi, izolasyonu tamamlanan yiiksek
molekiil agirligina sahip DNA’lar 10 ng/uL olacak sekilde seyreltilmis ve kesim sonrast 2
veya 3 niikleotid acikta birakacak bir restriksiyon enzimi kullanilarak DNA’lar kesilmistir.
Kesim bolgelerine, kullanilan restriksiyon enziminin barkodlu adaptorii yapistirilmistir.
Barkodlu fragmentler daha sonra Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) purifikasyon kiti ile
temizlenmistir. PZR piirifikasyonu sonrasi alinan fragmentlerin barkodlu adaptdriin primeri
ile PZR’leri gergeklestirilmis ve elde edilen kiitiiphane, sekanslama kiitiiphanesi
olusturulmustur. Bu kiitiiphane daha sonra HiSeq2500 (Illumina) sekanslama sisteminde
kullanilmistir (Bentley vd., 2008). Sekanslama iglemleri i¢in DNA’lar Genome Tarimsal Tan
ve AR-GE Danigsmanlik Firmasindan Hizmet Alimi seklinde yapilmistir. Firma tarafindan
domates DNA oOrnekleri yeni nesil dizilime (NGS) Illumina Platform sisteminde 30X
derinliginde tiim genom dizileme (Whole genome sequencing) ve data analizleri yapilmistir.
Genom sekans analizleri Genom sekans analizi yapilacak olan domates DNA lar1 Illumina
Platformda sekanslanmistir.

Genom sekans verilerinin analizleri sekans okumalari kalite agisindan kontrol edilerek
ve Trimmomatic kullanilarak kirpilmistir (Bolger vd., 2014). Kirpilmis okumalar Bowtie
kullanilarak referans domates genomuna karsi hizalanmis ve Genome Analysis Toolkit
(GATK) programi kullanilarak SNP ve INDEL varyantlar1 belirlenmistir. Belirlenen SNP’ler,
filogenetik aga¢ olusturmak i¢in kullanilmig ve 3 bitkinin genetik yapisindaki degisiklikler es
zamanli belirlenmistir. GWAS analizleri i¢cin SNP verileri %80 call rate e gore ve %5 missing
data ya gore filtrelenmistir. Genotip verileri ile SNP verileri arasinda iliski kurmak igin
Multiple linear model, MLM (Yu vd., 2006) kullanilmistir. MLM de olusabilecek “yanlig
dogrular1” d6nlemek i¢in kinship ve PCA (MLM + K ve MLM +PCA) kullanilmistir. Kinship
matriks ve PCA elde etmek i¢in “R” studio” programinda “dist” fonksiyonu kullanilmistir.
TASSEL VS5 programi MLM + K ve MLM +PCA modellerinin analizi i¢in kullanilmis
(www.maizegenetics.net), elde edilen R2 verilerinin istatistiki a¢idan 6nemli olmalarinin
hesaplanmasinda “false pozitif’lerin engellenmesi i¢in False Discovery Rate ve Bonferroni
correction kullanilmistir. Tim bu analizler icin istatitiski programlar basarili ile
uygulanmistir. Kromozomal yeniden diizenlemeler, genom evriminin 6nemli itici gli¢leridir.
Calisma kapsaminda elde edilen genomik veriler Smash++ ve RagTag/RaGOO kullanilarak
karsilastirilmistir ve genomik yeniden diizenlemeler i¢in degerlendirilmistir (Hosseini vd.,
2020; Alonge vd., 2019 ve 2022). Birlestirilmis genom sekanslar1 karsilagtirilmis ve SweeD
kullanilarak segici tarama (Selective Sweep) analizleri yapilmistir (Pavlidis vd., 2013). Segcici
taramalarin bulundugu aday genlerin +/- 5 Kb koordinatlar1 belirlenmistir. Son asamada
dN/DS oran1 hesaplanarak SNP’lerin kodlayan genlerin ve transpozon insersiyonu {izerine
etkileri belirlenmistir.
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4. BULGULAR

Proje calismasinda toplamda orijinal EBR3 domates bitkilerinde 748613, M3-9 mutant
bitkisinde 1109723 ve M3-15 mutant bitkisinde 1370294 mutasyon bulunmus olup bu
mutasyonlarin  sirasiyla orijinal EBR3, M3-9 ve M3-15 bitkilerinde dagilimlar
Insertion/Deletion (INDEL) markirlart i¢in 42678, 58995 ve 77762 iken, tek mutasyon
polimorfizimine sahip (Single nucleotide polymorphism: SNP) markirlar1 690758, 1028343
ve 1263340 adet mutasyon degisiminden kaynaklandigi bulunmustur. Bakteriyel kanser ve
solgunluk hastalik etmenine hassas EBR3 domates, M3-9 ve M3-15 dayanikli mutant bitkileri
arasindaki genetik farkliligin toplam 3228630 adet mutasyon sonucunda olustugu agik olarak
ortaya konarken, M3-9 mutant bitkisinde 22385 diger M3-15 mutant bitkisinde 29192
noktada yerine yeni bir niikleotit koyma (substitution) gerceklestigi anlagilmistir. Yeni nesil
sekanslama (Next Generation Sequencing: NGS) ile original EBR3, M3-9 ve M3-15 mutant
bitkilerindeki her bir kromozom {iizerindeki niikleotit degisikligi agik¢a ortaya konmustur
(Tablo 1).

Tablo 1. Orijinal EBR3, M3-9 ve M3-15 mutant bitkilerinde genomik sekanslama sonucunda
ortaya konan mutasyonlarin kromozomlar iizerindeki dagilimlari.

Mutation

Sample Region Type Chr 1 Chr 2 Chr3 Chr 4 Chr5 Chr 6 Chr7 Chr8 Chr9 Chr 10 Chr 11 Chr 12 Total
Deletion 840 2,302 1,523 2,243 5,137 152 2,702 229 658 310 2,560 748 19,404
Deletion
(tandem 1,346 3,186 1,953 2,073 6,344 278 2,155 414 762 508 3,507 1,203 23,729
repeat)
Insertion 741 1,999 1,567 2,103 4,406 175 2,379 257 565 262 2,133 724 17,311
Insertion
on (tandem 985 2,154 1,448 1,584 4,462 220 1,715 318 647 407 2,459 919 17,318
genomic  yopeat)
M3-15 site SNP
(transition) 27,615 106,377 53,247 52,610 238,876 8,882 50,077 8400 15151 12,269 109,382 33,988 716,874
SNP
(transversion) 19,468 84,646 38,984 36,486 202,306 6,283 28,767 5327 7,791 8,969 81,684 25,755 546,466
Substitution 942 3,412 2,092 2,933 10,370 229 3,268 290 581 398 3,632 1,145 29,192
Deletion 622 1,826 1,123 1,590 4,133 121 1,901 172 479 236 2,102 527 14,832
Deletion
(tandem 1,013 2,477 1,458 1,506 4,875 218 1,467 296 535 367 2,723 950 17,885
repeat)
Insertion 555 1,569 1,123 1,486 3,388 139 1,574 205 399 218 1,585 521 12,762
Insertion
on (tandem 741 1,785 1,162 1,176 3,548 181 1,245 233 487 280 1,931 747 13,516
genomic  repeat)
M3-9 site SNP
(transition) 21,872 88,283 42,550 40,354 198,137 7,374 36,912 6,474 11,535 9,563 90,329 27,607 580,990
SNP . 15,673 70,784 31,642 28,312 168,041 5270 21,361 4,127 5,937 6,969 68,221 21,116 447,353
(transversion)
Substitution 696 2,799 1,477 2,052 8,337 188 2,195 212 387 304 2,864 874 22,385
Deletion 577 1,513 915 1,550 3,266 96 1,578 149 418 186 341 274 10,863
Deletion
(tandem 783 2,045 1,118 1,465 3,787 163 1,281 274 489 317 437 473 12,632
repeat)
Insertion 435 1,326 878 1,434 2,618 117 1,293 173 333 163 331 317 9,418
on Insertion
genomic  (tandem 633 1,492 878 1,117 2,841 149 1,042 222 359 265 358 409 9,765
EBR3 site repeat)
ﬁgisition) 17,648 70,992 31,887 37,351 153,797 5665 30,808 5423 9,702 7,919 8,484 12,887 392,563
SNP . 12,541 55,997 23,444 25435 130,594 4,065 17,856 3,396 5,020 5,922 4,939 8,986 298,195
(transversion)
Substitution 544 2,059 1,142 1,771 6,270 134 1,782 185 325 257 286 422 15,177

Tablol incelendiginde her bir kromozom iizerinde ¢ok sayida mutasyonun
gerceklestigi agikca anlasilmakta olup en fazla mutasyonun bizim onceki g¢aligmalarda
haritalama yaptigimiz 5 no’lu ve 11 numarali kromozomlarda gerceklestigi anlagilmaktadir.
NGS sonuglarina gore kromozom 5 iizerinde EBR3, M3-9 ve M3-15 bitkilerinde sirasiyla
153797, 238876 ve 198137 adet pirimidin den piirin niikleotidine gecis (transition) mutasyonu
belirlenirken yine bu bitkilerde pilirinden pirimidin niikleotidine gegis (transversion)
mutasyonu sayilar1 sirasiyla 130594, 202306 ve 168041 olarak bulunmustur. Domates
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bitkilerindeki bir mutasyon degisimi 2 sekilde olmaktadir; bunlar piirin niikleotidinin bir diger
2 halkali pilirin (A < G) niikleotidine (translation) ya da 2 halkali pilirin (A < G)
niikleotidinin  tek halkali pirimidin (C, T) niikleotidine (transversion) seklinde
gerceklesmektedir.

Bu c¢alismaya konu olan orijinal NCEBR3 domates bitkilerine uygulanan
ethylmethanosufonate kimyasali sonucunda hem translation hem de transversion mutasyonlari
olusturulmustur. Burada olan kimyasal mutasyonlar i¢in transversion igin iki yol varken
transition i¢in sadece bir miimkiin yol vardir. Ciinkii tek halkali yapinin diger tek halkali
niikleotide ¢evrilmesi tek halkali niikleotid yapisinin ¢ift halkali yapiya doniismesi daha kolay
olmaktadir. Transition degisimleri amino asitlerin degisiminde daha az etkiye sahip olup bu
degisime ‘sessiz degisim: silent substitutions’ denilmektedir. Burada transversion genellikle
transition dan daha etkili olup kodondaki ikinci ve tiglincii pozisyondaki niikleotidlere
dolayisiyla olusacak farkli amino asitlere sebep olmaktadir. Ne zaman bir mutasyon
gerceklesirse bu mutasyon amino asitin degismesine, amino asitlerin olusturdugu protein
yapisinin, aktivitesinin ve hiicre igerisindeki 6zelliklerine degismesine sebep olmaktadir. Bu
durumda olusan mutasyonlarin protein yapisina etkisi bakildiginda orijinal EBR3, M3-9 ve
M3-15 bitkileri arasinda toplamda 65003 protein yapisinda degisim oldugu bulunmustur. Bu
degisen protein yapilarinin dagilimlar1 Tablo 2’de verilmistir. Bu tabloda toplamda sirasiyla
EBR3 orijinal bitkisinde 16065, M3-9 bitkisinde 21687 ve M3-15 bitkisinde 27251 protein
yapisinin degistigi agik¢a bulunmustur. Protein yapilart degisen bitkilerde yerine koyma
(substituiton), susturma (silent), ucunu kesme (truncation), ¢erceve kaymasi (frame shift),
uzama (extension), silme (deletion) ve start kodonun kaybolmas1 (Start codon loss) seklinde
mutasyonlar oldugu bulunmustur (Tablo 2). Tiim olusan yeni proteinleri kodlayan yapilardaki
degisimlerin kaynagi ve kantitatif sayilar1 acik¢a Tablo 2 de verilmistir.

Tablo 2. Mutasyonlar sonucu protein yapilar1 degisen her bir bitkide olusan yeni proteinlerin
kaynaklari.

EBR3 M3-9 M3-15
Substitution 8575 11786 14737
Silent 7001 9204 11603
Truncation 182 303 379
Frame Shift 137 182 267
Extension 60 79 101
Deletion 52 62 77
Start Codon Loss 33 37 48
Insertion 25 34 39

NGS analizlerinde mutasyon sonucu bulunan protein degisiklikleri orijinal EBR3, M3-
9 ve M3-15 mutant bitkilerine kromozomlar iizerinde dagitildiginda Sekil 1 olusturulmustur.
Her bir kromozom {izerindeki proteinler ile bu proteinlerin orijinal EBR3, M3-9 ve M3-15
bitkilerindeki durumlar grafik olarak ifade edilmistir (Sekil 1). A¢ik¢a Sekil 1 den anlasildigt
gibi protein diizeyinde de en fazla mutasyon kromozom 5 ve kromozom 11 de bulunmustur.
Elde edilen NGS sonuglarinin analizleri daha 6nce elde edilen haritalama sonuglariyla birebir
ortismektedir. NGS analizlerinde dayaniklilikk gen yapilart kromozom 5 iizerinde
yogunlagmakta olup bu NGS sonuclarmin 12 yil dnce yapilan mutasyonun ve elde edilen
mutantlarin  ticari  ¢esitlerle yapilan haritalamalarin  dogrulugunu  gostermektedir.
Haritalamadan sonra gecen 11 yil icinde domates genomundaki bilgiler artarak dayaniklilik
genlerinin kromozom 11 ile olan iliskileri detaylandirilmistir.
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Bu calismada elde edilen NGS sonuglart EMS mutasyonu sonucunda olusan homozigot
mutasyon etkilerinden kaynaklanan M3-9 ve M3-15 bitkilerindeki protein olusumlart Tablo 3 de
verilmistir.

Chromosome 1 Chromosome 2 Chromosome 3 Chromosome 4
Chromosome 5 Chromosome 6 Chromosome 7 Chromosome 8
M3-15 M3-9 M3-15 M3-9 M3-15 M3-9 M3-15 M3-9
Chromosome 9 Chromosome 10 Chromosome 11 Chromosome 12

M3-15 M3-3 M3-15 M3-9 M3-15 M3-9 M3-15 M3-9
LI w572 138437 20773
5052 1706 4001 1377 52859 19684 13068 4543
am03 083 2338 15838
a208 155 3an 13 4323 1080 sans. 70

azn7 1560 7 1657

EBR3 EBR3 EBR3 EBR3

Sekil 1. Orijinal EBR3, M3-9 ve M3-15 bitkilerinde kromozom diizeyinde olusan
mutasyonlarin Venn diagramiyla gosterilmesi.

NGS analizleri olugan sessiz mutasyonlart protein olusumlarina katmadan
bakildiginda M3-9 ve M3-15 mutant bitkilerinde sirasiyla niikleotit ilavesi sonucu
(substitution) 5762 ve 7360 protein, kesme sonucunda (Truncation), 171 ve 216 protein,
cergeve kaymast sonucunda (Frame shift) 106 ve 169 protein, silme sonucunda (Deletion) 49
ve 57 protein, uzama sonucunda (Extension) 35 ve 54 protein, ilave sonucunda (Insertion) 24
ve 54 protein ve baslangic kodonu kaybi sonucunda (Start Codon Loss) 19 ve 27 protein
olusumu gerceklestigi agikca anlasilmaktadir. Genel toplam olarak EMS mutasyonu sonucu
M3-9 ve M3-15 bitkilerinde olusan yeni protein sayisi sirasiyla 6166 ve 7912 oldugu
goriilmektedir (Tablo 3).
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Tablo 3. EMS mutasyonu sonucu olusan homozigot mutasyonlarin M3-9 ve M3-15 bitkilerinin
protein yapilarinda olusturdugu degisimler.

Mutasyon Tipi M3-9 M3-15
Substitution 5762 7360
Truncation 171 216
Frame Shift 106 169
Deletion 49 57
Extension 35 54
Insertion 24 29
Start Codon Loss 19 27
Toplam 6166 7912

NGS analizleri EMS mutasyonu sonucunda M3-9 ve M3-15 bitkilerinde yeni
dayaniklilik genlerinin olustugunu ve bu dayaniklilik genlerinin kodladiklart protein
yapilarinin orijinal NCEBR3 hassas domates bitkisinin protein yapilarindan farkli oldugunu
ortaya ¢cikarmistir. EMS mutasyonunun yeni olusturdugu protein yapilarinin neler oldugunu
ortaya koyabilmek i¢in, NGS analizlerinde dayaniklilik ile genetik olarak iliskilendirilmis
genleri inceledik. Calismada genel olarak iligkilendirilmis dayaniklilik genleri listesinden
ziyade bakteriyel kanser ve solgunluk hastaligi ile iliskilendirilmis genler ve bunlarin
fonksiyon olarak baglantis1 bulunan dayaniklilik genleri iizerinde yogunlasilmistir. Muhtemel
dayaniklilik genleri domates genomu {izerinde yer alan genom c¢apinda iliskilendirme
caligmalarinda (genome-wide association studies: GWAS) ve aday dayaniklilik genlerini
bulma siirecinde genler farkli fonksiyonlara sahip gen familyalarindan se¢ilmistir. Yapilan
GWAS analizlerinde bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliina dayaniklilik genleri 4
kategoride siiflandirilmistir (Tablo 4).

Gen Ontolojisi (GO) bilim insanlar tarafindan olusturulan biyolojik bilginin standart
bir sekilde sunulmasini saglayan bir sistemdir. GO ayn1 zamanda daha Once tanimlanan
simiflar1 (=classes) igermekte olup her bir canliyr diger canli ile tanimlanan iligkilerini
gostermektedir. GO ismi tiirlerin bilinmeyen yapilar i¢in dizayn edilmis olup tiirlerin gen
driinlerini iceren canliligin tim soyagacini kapsamaktadir. Bilgisayar destekli cerceve
analizleri GO igerisinde 1ilgili genleri agiklama getirebilir, fonksiyonlarimi diger
organizmalarla mukayese edebilir ve farkli biyolojik veri tabanlarindaki bilgilerin birlesimiyle
karsilastirmalar yapabilmektedir. Bu GO bilimi 3 ana temel iizerine kurulmus olup bu
temeller: Molekiiler fonksiyon (Molecular Function: MF), Hiicre Igerikleri (Cellular
Compenent: CC) ve Biyolojik siireclerdir (Biological Process: BP).

Molekiiler Fonksiyon: Gen iirlinlerinin molekiiler seviyedeki aktivitelerini drnegin ‘kataliz’
ya da ‘traskripsiyon diizenleyici aktivite’ icermektedir. Gen iiriinleri olan protein ya da RNA
icermekte olup bazi gen firiinleri molekiiler ¢ok kompleks iirlinler olusturmaktadir. Bu
kompleks aktiviteler tek bir gen {irlinii olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenle daha genis
aktiviteler olarak katalitik aktivite ve transporter aktivite olarak spesifik adenilate cyclase
aktivitesi ve insulin reseptor aktivite olarak tanimlanmaktadir. GO Molekiiler fonksiyon
kelimesi aktiviteleri temsil etmekte olup olusan aktivitenin mevcudiyetini gostermemektedir.
Bu nedenle gen iiriinlerinin isimleri ve onlarin molekiiler aktivitelerinin karmasikliga
sebebiyet vermemesi gerekmektedir. GO Molekiiler fonksiyonlar1 aktivite kelimesiyle birlikte
olup protein kinase GO molekiiler fonksiyonu olarak Protein Kinase aktivitesini
gostermektedir. Sonu¢ olarak Molekiiler Fonksiyon nerede, ne zaman ya da ne yapida
aksiyonun gerceklesecegini belirtmemektedir. Hiicre Igeriklerinde ise hiicre icerisinde gen
iriiniiniin nerede molekiiler fonksiyon gosterecegini hiicre igerigi belirlemektedir. Hiicre

14



igerikleri (CC) hiicredeki anatomik yapilari, hiicreden gegen 6rnegin hiicre zarindan ve hiicre
iskeletinden gecenleri belirtmektedir. Biyolojik siirecler Biyolojik programlardan daha fazlasi
olup ¢ok sayida molekiiler aktiviteleri icermektedir. Ornegin DNA tamiri ya da sinyal iletimi
gibi biyolojik siirecleri kapsamakta olup sitozin biyosentetetik yapilarinin olusumu ya da D-

glukoz trasnmembran taginimi gibi siiregleri belirtmektedir.

NGS analizleri M3-9 ve M3-15 mutant bitkilerindeki GO Biyolojik siireglere
bakilarak 18 adet gen {iriinii ile iliskilendirilirken Molekiiler fonksiyonlarina gére bu 18 gen
tirlintin farkli fonksiyonlara sahip oldugunu acikca ortaya koymaktadir (Tablo 4).

Tablo 4. M3-9 ve M3-15 mutant bitkilerinde gen ontolojisi zenginlestirme ve olasilik

(Probability: p) degerinin karsilagtirilmasi.

Category Term M3-9 M3-9 M3-15 M3-15  Common  Common
Count p Count p Count p
Biological Process Plant defense 49 0 53 0 47 0
Biological Process Hypersensitive response 12 0.02 11 0.05 12 0.01
Biological Process Alkaloid metabolism 7 0.04 7 0.46 6 0.08
Biological Process Differentiation 6 0.08 8 0.01 6 0.06
Biological Process Hydrogen peroxide 8 0.14 10 0.03 8 0.1
Biological Process Flowering 3 0.15 4 0.03 3 0.13
Biological Process Phenylpropanoid metabolism 6 0.2 5 0.38 5 0.33
Biological Process RNA-mediated gene 5 0.2 4 0.42 4 0.17
silencing
Biological Process Amino-acid transport 6 0.24 6 0.24 6 0.19
Biological Process Meiosis 3 0.25 3 0.25 3 0.22
Biological Process rRNA processing 0 0 5 0.05 0 0
Biological Process Translation regulation 4 0.29 5 0.12 4 0.25
Biological Process Endocytosis 3 0.3 3 0.3 3 0.26
Biological Process Transcription 59 0.9 72 0.92 54 0.9
Biological Process Transport 62 1 85 0.95 55 1
Biological Process lon Transport 15 0.37 15 0.81 14 0.36
Biological Process Cytokinin signaling pathway 0 0 3 0.15 0 0
Biological Process mRNA processing 9 0.36 9 0.36 9 0.28
Molecular Function lon channel 10 0.01 10 0.17 10 0.01
Molecular Function Kinase 66 0.05 87 0.01 61 0.06
Molecular Function Serine/threonine-protein 28 0.12 34 0.26 26 0.12
kinase
Molecular Function Ligase 11 0.15 12 0.71 11 0.1
Molecular Function Carboxypeptidase 4 0.16 4 0.17 4 0.14
Molecular Function Glycosyltransferase 26 0.17 29 0.07 24 0.19
Molecular Function Hydrolase 99 0.18 118 0.07 90 0.22
Molecular Function Acyltransferase 11 0.2 15 0.34 11 0.14
Molecular Function Helicase 13 0.21 16 0.05 13 0.14
Molecular Function Glycosidase 23 0.22 28 0.26 21 0.25
Molecular Function Peroxidase 10 0.3 12 0.12 10 0.22
Molecular Function Transferase 149 0.5 192 0.15 138 0.46
Molecular Function Developmental protein 6 0.47 8 0.17 5 0.6
Molecular Function Protease 17 0.31 18 0.25 15 0.4
Cellular Component Cell membrane 42 0 48 0 39 0
Cellular Component Secreted 39 0.01 44 0.03 36 0.01
Cellular Component Cytoplasm 39 0.09 48 0.14 38 0.05
Cellular Component Nucleus 108 0.11 136 0.19 97 0.18
Cellular Component Apoplast 9 0.28 10 0.66 9 0.21
Cellular Component Golgi apparatus 15 0.38 21 0.19 15 0.25
Cellular Component Mitochondrion 8 0.97 5 1 7 0.97
Cellular Component Chloroplast 14 0.99 14 1 12 1
Cellular Component Chromosome 5 0.83 7 0.58 4 0.9
KEGG Biosynthesis of secondary 128 0.01 159 0.02 116 0.02
metabolites
KEGG Homologous recombination 10 0.03 9 0.07 11 0.01
KEGG Zeatin biosynthesis 9 0.08 13 0 9 0.05
KEGG Fatty acid elongation 6 0.1 6 0.11 6 0.07
KEGG Plant-pathogen interaction 23 0.12 29 0.07 22 0.8
KEGG ATP-dependent chromatin 9 0.13 6 0.62 7 0.33
remodeling
KEGG RNA degradation 13 0.14 14 0.1 13 0.09
KEGG Fatty acid biosynthesis 7 0.14 7 0.16 7 0.1
KEGG Base excision repair 7 0.17 8 0.1 7 0.13
KEGG Glycine, serine and threonine 8 0.2 6 0.57 7 0.28
metabolism
KEGG Lysosome 8 0.43 11 0.11 8 0.34
KEGG Sesquiterpenoid and 3 0.55 5 12 3 0.51
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triterpenoid biosynthesis

KEGG Porphyrin metabolism 6 0.33 7 0.2 6 0.27

KEGG Starch and sucrose 13 0.37 14 0.68 13 0.27
metabolism

KEGG Metabolic pathways 192 0.35 244 0.32 174 0.48

KEGG Plant hormone signal 28 0.56 32 0.78 25 0.63
transduction

GO dayaniklilik gen tirlinlerinin hiicre igerisindeki yapisal durumlari 8 sinif igerisinde
tanimlanmistir (Tablo 4). Dayanikli M3-9 ve M3-15 mutantlarindaki bakteriyel kanser ve
solgunluk hastaligina dayaniklilik saglayan genler Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) veri tabant muhtemel dayaniklili§i saglayan 16 genin varligini agik¢a
ortaya koymustur (Tablo 4).

Calismalar sonunda dayanikliliktan sorumlu 16 adet spesifik genin belirlenmesi
Bakteriyel Kanser ve Solgunluk hastalik etmenin bu genler tarafindan kontrol edildigini
acikca ortaya koymaktadir. Ancak NGS analizleriyle ortaya konan 16 genden hangisinin
dayanikliliktan sorumlu oldugu hala netlesmemistir. Ancak elde edilen genlerin bakteriyel
kanser ve solgunluk hastaliginin kontroliindeki gérev alma olasiliklarin1 yaygin hesaplama
(common count) ile bakildiginda en yliksek deger Metabolik sinyal yolaklarinda (Metabolic
pathways) 174 bulunurken ikinci en yiiksek deger Sekonder metobolitlerin biyosentezinde
(Biosynthesis of secondery metabolites) 116 olarak bulunmustur. (Tablo 4). Bu yiiksek
degerler gerek sekonder metabolitlerin gerekse metabolik sinyal yolaklarin dayaniklilik geni
altinda calistiginin en net gostergesidir. Caligmada bulunan en yiiksek ikinci gruptaki yaygin
hesaplamadaki sonuglar Bitki hormonlari ile sinyal uyumunun esgiidiimlii (Plant hormone
signal transduction) calistigini gosteren 25 degeridir. Hemen bunu takip eden 22 degeriyle
Bitki-Patojen iliskilerinin net olarak varligim1 (Plant-pathogen interaction) goriilmektedir
(Tablo 2). NGS analizlerinde elde edilen tiglincii gruptaki yaygin hesaplama degerlerinde ilk
sirada RNA nin bozulmasina (RNA degradation), Nigasta ve silikroz sekerlerini igeren
metabolizmalar (Starch and sucrose metabolism) 13 degerleriyle gelmektedir. Hemen bunun
arkasinda Homolog rekombinasyonlar (Homologous recombination) 11 degeriyle yer
almaktadir. Dordiincii grupta bulunan yaygin hesaplama degerlerinde ilk sira 9 degeriyle
Zeatin biyosentezinden (Zeatin biosynthesis) sorumlu gen(ler), 8 degeriyle hiicre zarinda
calisan organel Lizozom (Lysosome) fonksiyonunundaki degisimler gelmektedir. Son olarak
7 degeriyle sirasiyla ATP ye bagli kromatin yeni modeliyle (ATP-dependent chromatin
remodeling) olusturulan protein yapilari, Glisin, Serin ve Treonin metabolizmalarindaki
(Glycine, serine and threonine metabolism) genler ve hiicre icerisindeki DNA y1 tamir eden
(Base excision repair) hiicre i¢i mekanizmalar yer almaktadir. Bu grupta 6 hesaplanan
degeriyle yer alan son genler sirasiyla klorofilin iginde goérev yapan Porfirin
metabolizmalarindan ~ (Porphyrin  metabolism) sorumlu genlerle, Yag asitlerinin
biyosentezinden sorumlu (Fatty acids biosynthesis) genler gelmektedir. Son olarak en kiiciik
hesaplanan deger olan 3 ile Sequiterponoid ve triterpenoid biyosentezinden (Sesquiterpenoid
and triterpenoid biosynthesis) sorumlu genler gelmektedir (Tablo 4).

5. TARTISMA VE SONUC

Bu yaptigimiz calismayla 16 yildir lizerinde calistigimiz Bakteriyel kanser ve
solgunluk hastalik etmenin kontroliinii saglayan 16 adet dayamiklilik geni bulunmustur.
Orijinal NCEBR3 domates bitkisi ve bu bitkinin EMS mutasyonuyla elde edilen Bakteriyel
kanser ve solgunluk etmenine dayanikli bulunan M3-9 ve M3-15 bitkileri ileri Nesil
Sekanslama (Next Generation Sequencing) sistemiyle analizleri dayanikliliktan sorumlu olan
genleri ortaya koymustur.

Sesquiterpenoidler (C15 terpenoids) terpenoidler gruplarmi igeren kimyasallar olup
yapilarinda 3 isoprene iinitesi bulunmaktadir. Bu sesqueterpenoidler ve triterpenoidler farnesil
difosfat (FPP) yapilarindan olugsmakta cok sayida ana yapimin igerisinde iiretilmektedir.

16



Bitkilerde ¢ok sayida sesquiterpenoid ve terpenoid yapilari iiretilmekte olup dayamiklilik
mekanizmalarindan gorev aldig1 yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur (Li et al., 2025).

Elde edilen tiim sonuglar literatiir bilgileri ile 6rtiismekte olup mutant M3-9 ve M3-15
bitkileri ile Bakteriyel kanser ve solgunluk etmeni arasinda konukgu-patojen iliskisinin
varligini (plant-pathogen interaction), patojen bakteriyel etmenin tanilanmasindan sonra sahip
oldugu sinyal yolaklarinin kullanarak (meatbolic pathways) kontrol ettigi sekonder
metabolitlerin {iretiminden (biosyntehesis of secondary metabolites) bitkinin hormon
sinyalizasyonunu (plant hormone signal trasndustion) aktive etmektedir. Sinyal yolaklarinin
tizerinde bulunan yag asidi biyosentezlerini, RNA degradasyonu (RNA degradation), DNA
tamir mekanizmalart ve bunlarin sonucunda olusan Glisin, Serin ve Tireonin amino
asitlerinden olusan protein yapisin1 kullandig1 anlasilmaktadir. Ozellikle bitki hiicresinin zar1
tizerinde yer alan lizozom ve zeatin olusumlariyla hiicre icerisindeki kimyasal yapilar
giiclendirdigi diisiiniilmektedir. Bu giliglendirmeler sonucunda belki de hiicre igerisine ve
hiicreler arast boslukta yasayan hastalik etmeni Clavibacter michiganensis subsp
michiganensis etmeninin ihtiya¢ duydugu nisasta ve siikroz gibi metabolitlerin (starch and
sucrose metabolism) tasinimi engellenmis, klorofillerdeki porfirin metabolizmast sonucunda
elde edilen kimyasallar bakterinin gelisimini kisitlamistir. Dayanikli mutantlardaki muhtemel
bu dayaniklilik geni ve altindaki sinyal yolaklar1 icerisinde meydana gelen mekanizmalar
iliskilendirilmistir.

Proje calismasinda Yeni Nesil Sekanslamayla 1 Terabit (Tb) ilizerinde sekans verisi
elde edilmis, bu verilerin analizleriyle yukarida belirtilen sonuglar 6zetlenerek sunulmustur.
Ancak bu c¢ok biiyiikk veri kaynagi bile bakteriyel kanser ve solgunluk hastalik etmenini
kontrol eden gen(ler)i tam olarak ortaya koymamistir. Calismanin sonuglar1 V. Uluslararasi
Bitki Islah1 Kongresinde (1-5 Aralik 2025) sozlii sunum yapilarak sunulacaktir. Kongreye
gonderilen 6zet ve kabul yazis1 Ekler kisminda sunulmustur.
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7. EKLER

Identification of Candidate Genes Related to Resistance of Bacterial Canker and
Wilting Disease

Bacterial canker of tomato, caused by the Gram-positive bacterium Clavibacter
michiganensis subsp. michiganensis (Cmm), represents one of the most devastating diseases
affecting global tomato production. This seed-borne pathogen has caused catastrophic
epidemics in major tomato-growing regions worldwide. A prominent control is Cmm-
resistant cultivars for tomato production is a suitable way for sustainable and eco-friendly
method. For genetic control of the Cmm, a chemical mutagenized susceptible EBR3 tomato
lines generated resistant M3-9 and M3-15 plants. Aims of the study are to identify resistance
gene(s) controlling Cmm pathogen, to understand resistant gene(s) mediated mechanisms and
to examine differences in gene expression between resistant mutants and susceptible original
EBR3 plants. High-throughput sequencing was performed on an Illumina HiSeq platform for
these three genotypes. After the filtering process, each individual FASTQ file was aligned to
the Solanum lycopersicum reference genome “SLM r2.1” with using Bowtie2 software. They
were properly mapped with the values of >99.8 for all genotypes. Genotype specific
individual binary sequence alignment file format (BAM) files were subjected to variant
calling using freebayes. All variants from these genotypes were merged. Potential gene
regions were monitored with the use Integrated Genome Browser and compared with disease
scores obtained from EBR3, M3-9, and M3-15 plants. A total of 17 potential regions related
to resistance to canker and wilting disease were identified.

Keywords: Tomato, Resistance, Bacterial canker and wilting
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