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OZET

HIYAR BiTKIiSINDE KULLEME HASTALIGINA KARSI DAYANIKLILIK
MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Miimin Ibrahim TEK
Yiiksek Lisans Tezi, Bitki Koruma Anabilim Dali
Damisman: Dog. Dr. Ozer CALIS
Temmuz 2021; 54 sayfa

Kiillemeler hiyarda, 6nemli verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir ve bu
hastalik Podosphaera xanthii fungal etmeni tarafindan meydana gelmektedir. Kiillemeye
kars1 dayanikli ve tolerant ¢esitlerin gelistirilmesi, bu hastalik ile miicadelede en etkili ve
cevre dostu yontemdir. Kiillemeye karsi dayaniklilik mekanizmalarinin bilinmesi,
dayanikli gesitlerin gelistirilmesine katkida bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin
belirlenmesi amaci ile, kiillemeye kars1 dayanikli Meltem cesidi, tolerant VT18 hatt1 ve
hassas yerel ¢esit Camlica’dan DNA ve RNA’lar izole edilmistir. PCR ve RT-PCR ile
kiilleme etmenine kars1 farkli reaksiyonlar veren bu bitkilerin sahip olduklar
mekanizmalar arastirilmistir. Calisma sonucunda, bitkilerde bulunan farkli genlerin,
farkli savunma mekanizmalarinda pozitif ve negatif regiilatér olarak gorev aldiklari
bulunmustur. Kiillemeye kars1 verdikleri yanitlarin bu nedenle farkli oldugu anlasilmistir.
Daha onceki ¢alismalarda, hiyarda kiilleme etmenine kars1 duyarliligi arttirdigi belirlenen
MLO1, MLO8 ve MLO11 genleri tizerinde, CRISPR/Cas9 yontemi ile mutasyon meydana
getirilerek, MLO-mutant bitkiler elde edilmistir. Bu bitkiler, gelecek ¢aligmalarda
kiillemeye karst savunma mekanizmalari ile ilgili ¢calismalarda, dayanikli hiyar hatti
olarak kullanilacaktir.

ANAHTAR KELIMELER: Dayaniklilik, Hiyar, Kiilleme, Podosphaera xanthii, Bitki
savunma mekanizmalari

JURI: Dog. Dr. Ozer CALIS
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF RESISTANCE MECHANISM TO POWDERY MILDEW
DISEASE IN CUCUMBER PLANTS

Mumin Ibrahim TEK
MSc Thesis in Plant Protection
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. CALIS
July 2021; 54 pages

Podosphaera xanthii associated with the powdery mildew disease of cucumber,
causes significant yield losses besides quality deterioration in cucumber. The
development of powdery mildew resistant or tolerant varieties is the most effective and
eco-friendly method of powdery mildew management. Aim of the project determination
of the mechanisms of disease resistance against powdery mildew diseases contributes for
the development of resistant varieties. In order to determine the powdery mildew
resistance mechanisms, nucleic acids, DNAs and RNAs, were isolated from the powdery
mildew resistant Meltem, tolerant VT18 and susceptible local variety Camlica. The
different reactions by these plants to powdery mildews were analysed by PCR and RT-
PCR. As aresult of this study, different genes in cucumber observed to be act as positive
and negative regulators in defense mechanisms, and have different responses to powdery
mildew. Various MLO genes MLO1, MLOS8, and MLO11, determined to increase the
powdery mildew susceptibility in cucumbers plants, were mutagenized by CRISPR/Cas9
method to obtain MLO-mutant cucumber plants. The plants would be used as a resistance
source in cucumber for future studies on defense mechanisms against powdery mildew.

KEYWORDS: Cucumber, Plant defense mechanisms, Podosphaera xanthii, Powdery
mildews, Resistance,
COMMITTEE: Assoc. Prof. Dr. Ozer CALIS

Prof. Dr. Serife Evrim ARICI SENKAYNAGI
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ONSOZ

Bu ¢alismada, kiillemeye hassas, tolerant ve dayanikli hiyar gesitleri kullanilarak,
dayanikliligin altinda yatan molekiiler mekanizma anlasilmaya calisilmistir. Ayrica
kiillemeye karst hassaslik genleri olarak belirtilen 3 farkli MLO geni iizerinde
CRISPR/Cas9 yontemi ile mutasyon meydana getirilerek MLO-mutant bitkiler elde
edilmistir. Genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesinde RT-PCR yontemi
kullanilmustir.

Tez c¢alismasi1 sirasinda bilgilerini paylasan ve calismada yardimci olan
danismanim Dog. Dr. Ozer CALIS’a ve ekip arkadaslarima tesekkiir ederim.
Gerektiginde c¢aligmalarimda yardimci olan, bilgilerini paylasan ve manevi
desteklerinden dolayr Kiibra BUDAK’a ve yiiksek lisans egitimim boyunca
maddi/manevi destegini eksik etmeyen aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

5 : 5 Ussl

3 : 3 Ussi

ul : mikrolitre

ml : mililitre

ng : nanogram

ug : mikrogram

mg : miligram

mM : milimolar

uM : mikromolar

g : g kuvveti

\Y : hacim

uF : mikrofarad

Q :ohm

~ : yaklagik

°C : santigrat derece

bp : baz ¢ifti

rpm : dakikadaki devir sayist
: ondalik ayrag

+ :art1

/ : bolme

= : esittir

X : carpi

vii



% : ylizde

Ca?* - kalsiyum iyonu

H20: - hidrojen peroksit

Kisaltmalar

ABA : Absisik Asit

BAP . 6-Benzilaminopiirin

cDNA : Komplementer Deoksiribo Niikleik Asit
CDS : Kodlanan sekans

CRISPR : Kiimelenmis Diizenli Aralikli Kisa Palindromik Tekrarlar
CTAB : Setildimetiletil Amonyum Bromiir
DAB : 3,3’-Diaminobenzidin

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

EtOH : Etanol

G : Giin

gDNA : Genomik Deoksiribo Niikleik Asit
gRNA : Rehber Riboniikleik Asit

HR : Hipersensitif Reaksiyon

(0] : Inokulasyondan Once

IS1 : Inokulasyondan 1 Giin Sonra

IS2 : Inokulasyondan 2 Giin Sonra

KEGG : Kyoto Genler ve Genom Ansiklopedisi
LBA . Luria-Bertani Agar

LBB : Luria-Bertani Broth
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MAPK : Mitojenle Aktive Edilen Protein Kinaz

MAS : Markor Destekli Seleksiyon

MLO : MLO Geni

MLO : MLO Proteini

MS : Murashige ve Skoog Besi Ortami1
NCBI : Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi
NIL : Yakin Izogenik Hat

oD : Optik Yogunluk

PCD : Programlannis Hiicre Oliimii

PCR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu

gRT-PCR : Kantitatif Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu

QTL : Kantitatif Ozellik lokusu
R : Dayaniklilik Geni

RIL : Rekombinant Saf Hat
RNA : Riboniikleik Asit

RNA-Seq : Riboniikleik Asit Sekanslama

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

RT-PCR : Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu
S : Hassaslik Geni

T-DNA : Transfer Deoksiribo Niikleik Asit

TE : Transpoze Edilebilir Elememt

uv . Ultraviyole

VIGS : Virlis Kaynakli Gen Susturma
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GIRIS M.i. TEK

1. GIRIS

Kiilleme patojenleri, bitkilerin yesil aksanlarinda enfeksiyonlara neden olan
biyotrof fungal etmenlerdir. Ozellikle hiyar yapraklarmimn genis yiizeyli olmasi ve
yetistirildikleri dénemin iklim sartlar1, patojenin gelisimi i¢in olduk¢a uygundur. Bu
patojenlere karsi genellikle kimyasal miicadele onerilmektedir. Kiillemeler ¢cok sayida
spor iretmeleri ve eseyli olarak cogalmalart nedeni ile miicadelede kullanilan
kimyasallara karst da hizli direng gostermektedir (Tarim ve Orman Bakanligi 2018).
Ayrica kullanilan kimyasallarin, g¢evreye ve insan saglifina zarar vermesi gibi
dezavantajlar1 da vardir. Bu nedenle bu patojenlere karsi dayanikli ¢gesitlerin gelistirilmesi
on plana c¢ikmaktadir. Fakat hiyarda, kiillemelere karsi dayanikliligin poligenik
karakterde olmast ve mevcut dayaniklilik markdrlerinin  islahgilara  kolaylik
saglamamaktadir. Bu durum kiillemeye karsi dayanikli hatlarin  gelistirilmesini
zorlagtirmaktadir.

Hiyarda kiillemeye kars1 dayaniklilik, uzun yillardir ¢aligilmasina ragmen halen
tam anlamiyla anlagilmamistir. Dayamiklilik ile ilgili lokuslari haritalamaya yonelik
caligmalar glinimiizde de devam etmektedir (Chen vd. 2020).
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Sekil 1. Kiillemeye dayaniklilik ile ilgili haritalanan bolgelerin,
hiyar kromozomlart {iizerindeki goriiniimii, Zhang vd.
(2021)’nin ¢aligmasindan esinlenilerek olusturulmustur

Son yillarda, farkli hiyar hatlarinda, kiillemeye kars1 dayanikliligin haritalanma
calismalar1 hizlanmistir. Sekil 1’de 2008-2018 yillar1 arasinda belirlenen QTL’lerin hiyar
kromozomlar1 iizerindeki fiziksel konumunu gostermektedir. Haritalanan bolgelerin
siklig1, belirlenen dayaniklilik QTL’lerinin sicakliga bagli olmasi ve kalitimin tam olarak
bilinmemesi gibi nedenler, kiillemeye karsi dayanikli c¢esitlerin gelistirilmesini
zorlastirmaktadir. Dayaniklilikla iligkili bir ¢ok lokus bulunmasina ragmen kiillemeye
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karsi dayaniklilik mekanizmasin net olarak anlagilmamistir. Kiilleme enfeksiyonu
sonrasinda, hiyarda hangi mekanizma veya mekanizmalarin tetiklendigi ve hangi genlerin
bu mekanizma/mekanizmalarda rol oynadigi tam anlamiyla belirlenmemistir. (Chen vd.
2020).

Hiyarda kiillemeye karsi dayaniklilikla ilgili belirsizlikler devam ederken, son
yillarda R genleri aracilig1 ile dayanikliliga alternatif olarak farkli bitkilerde hassaslik (S)
genleri tanimlanmistir (De Almeida vd. 2005). Bu genler konuk¢unun, patojenlere karsi
duyarliligin1 arttirmaktadir. Bu nedenle, S genleri {izerinde gergeklesen mutasyonlar,
konuk¢unun patojene karsi duyarliligini azaltmaktadir. Freisleben ve Lein tarafindan
1942’lerde arpada kesfedilen MLO mutasyonu, arpada kiillemeye karsi dayaniklilik
saglamaktadir. Arpa MLO homologlarinin, farkli bir ¢ok bitkide kesfinin ardindan, MLO
mutasyonlarinin  farkli bitkilerde de kiillemeye karst dayanikliligit sagladigi
kesfedilmistir. Hiyarda ise kiilleme duyarlilig1 ile ilgili oldugu 6ngoriilen 3 farkli MLO
geni bildirilmistir. Bunlar MLO1, MLO8 ve MLO11 genleridir (Berg vd. 2015).

Bu calismada, kiillemeye karst dayaniklilik mekanizmalarinin arastirilmasi
amactyla, hassas (Camlica Yerel) , tolerant (VT18) ve dayanikli (Meltem) olmak iizere 3
farkli hiyar hat ve ¢esidi karsilastirilmistir. Hiicre redoks homeostazi, patojenlere karsi
savunma ile iliskili protein sentezi, bitki patojen interaksiyonu, savunma sinyal yolu
regiilasyonu ve MAPK (Mitogen-Activated Protein  Kinase) sinyal yolu
mekanizmalarinda rol oynayan genlere 6zgii spesifik primerler dizayn edilmistir. Bu
primerler kullanilarak ¢esitler arasindaki genomik farkliligi belirlemek i¢in PCR islemi
yapilmustir. Ayrica RT-PCR iglemi ile bu genlerden bazilarinin inokulasyon sonrasindaki
1 ve 2. giinlerde ifade edilip edilmedigi ve bu agidan ¢esitler arasinda nasil bir farkliligin
oldugu belirlenmeye calisilmistir. Ayrica kiillemeye karsi hassas oldugu belirlenen
ADR27 hattina ait hiyar bitkisi tizerinde CRISPR/Cas9 yontemi ile MLO1, MLOS8 ve
MLO11 genleri lizerinde mutasyon meydana getirilmistir. ADR27 hatt1, kiillemeye karsi
duyarli, saf hat olmasi nedeniyle secilmistir. MLO-mutant hiyarlar, gelecekte kiillemeye
dayaniklilik mekanizmalart ile ilgili calismalarda kullanilmak ve transgen igermeyen
kiillemeye dayanikli hatlarin gelistirilmesi amaciyla elde edilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

Cucurbitaceae familyasi igerisinde yer alan Cucumis cinsindeki hiyar (Cucumis
sativus L.), ekonomik agidan dnemli bir sebze grubudur. Diinya genelinde 2019 yilinda
2.231.402 hektarlik alandan toplam 87.805.086 ton hiyar elde edilmistir. Hiyar yillik
iretiminin %89’u Asya’da yogunlagmistir ve 6zellikle iiretimde birinci sirada olan Cin’de
70.288.130 ton hiyar yetistirilmistir. Uretim miktarinda ikinci sirada ise Tiirkiye yer
almaktadir. 2019 yilinda Tiirkiye’de 38.486 hektarlik iiretim alanindan 1.916.645 ton
hiyar elde edilmistir (FAO 2019). TUIK’de yer alan son verilere gore (2018) hryar
iiretiminde yillik kayip 168.202 tondur. Bu kayiba depolama, tasima ve pazarlama
asamalarindaki kayiplarin yani sira liretim esnasinda abiyotik ve biyotik stres faktorleri
de neden olmaktadir. Hiyarin iklim istegi, genis yapraklari, yiiksek su icerigi ozellikle
yesil aksaminda zarar yapan hastaliklara ve zararlilara kars1 duyarliligini arttirmaktadir.
Ozellikle kiilleme patojenleri, genis bir dagilima sahip, hizli yayilan ve énemli verim
kayiplarina neden olan yikic1 hastaliklardir (Chen vd. 2020).

Hiyardaki kiilleme hastaligina iki farkli patojen neden olmaktadir. Bunlar
Golovinomyces cichoracearum (Erysiphe cichoracearum) ve Podosphaera xanthii
(Sphaerotheca fuliginea) patojenleridir (Block ve Kathleen 2005). Bu patojenler verim
ve kalitede ciddi kayiplara yol agarak diinya capinda hiyar {iretimini etkilemektedir.

Hastalik etmenleri, kok hari¢ tim aksanlarda zarara neden olmaktadirlar.
Kiillemeler, yaprak yiizeylerinde, yaprak saplarinda ve geng siirglinlerde, beyaz toz
halinde goriinen bir fungal kiitlenin varligiyla kolayca taninirlar (Zitter vd. 1996). Tipik
olarak yaprak fotosentez kapasitesinde ve meyve kalitesinde bir azalmaya neden olurlar
(Nail ve Howell 2004). Obligat biyotrofik ektoparazit Podosphaera xanthii'nin neden
oldugu kiilleme, hiyar da dahil olmak iizere kabakgillerde, en yaygin goriilen fungal
hastaliktir (Zitter vd. 1996).

Cogu hiyar iretim alaninda, kiilleme hastaligi yaygin olarak fungisitlerin
uygulanmasiyla kontrol edilmektedir (Xu vd. 2017); Bununla birlikte, ¢evreye ve insan
saglhigina zararli olmasinin yani sira, asiri fungisit kullanimi, P. xanthii popiilasyonlari
tizerindeki fungisit direncini arttirmaktadir (Rubio vd. 2015). Bu yiizden, dayanikli
cesitlerin gelistirilmesi, kiilleme hastaliginin kontroliine yonelik en etkili yaklagimdir ve
hiyar 1slah programlarinin birincil odak noktalarindan biridir. Ciinkii dayanikli ve tolerant
cesitlerin gelistirilmesi, hiyar yetistiriciliginde kiilleme hastaliklar1 ile miicadelede en
ekonomik ve gevre dostu yontemdir. (Chen vd. 2020)

Kiillemeye dayanikli hiyar gesitlerinin gelistirilmesini saglamak icin, bitkilerin
kiillemeye karsi genetik ve molekiiler savunma mekanizmalarin1 anlamak oldukga
onemlidir. Kiillemeye karsi dayanikli hatlarin ve dayanikliligin karakterize edilmesi,
1960'larda 'Porto Riko 37' (Kooistra 1968), PI 197087 (Barnes 1961), Natsufushinari (Pl
279465) (Fugieda ve Akiya 1962) , PI 200815 ve PI 200818 (Kooistra 1968) hatlart ile
baslanmustir. 2000’11 y1illara gelindiginde Sakata vd. (2006) hassas Santou ve dayanikli PI
197088-1 hatlarin1 kullanarak olusturduklar: popiilasyonlar ile kiillemeye karsi
dayaniklilik i¢in sicakliga bagli 6 farkli QTL belirlemistir. Benzer sekilde, S06 hattindan
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elde edilen F2:3 popiilasyonundan, iicii linkage (baglant1) grubunda olan bes kiilleme
dayaniklilik QTL’i tanimlanmistir (Liu vd. 2008). Ayni yil, PI 250147'nin F2
popiilasyonu kullanilarak iki QTL tanimlanmistir (Ruiter vd. 2008). Zhang vd. 2011
yilinda, saf K8 hattinin F2 ve F2:3 popiilasyonlarini kullanarak dért QTL (pm5.1, pm5.2,
pm5.3, ve pm6.1) tanimlamistir. He vd. (2013) WI 2757 F2:3 popiilasyonlarini
kullanarak, kromozom 5 iizerinde iki major QTL (pm5.1 ve pm5.2) olmak iizere, 4
kromozomda 6 farkli QTL tanimlamistir. Fukino vd. (2013) CS-PMR1 ve Santou
hatlarim1 melezleyerek olusturduklari, Rekombinant Saf Hatlar iizerinde kiilleme
dayaniklilig: ile ilgili toplamda 9 farkli QTL tanimlamistir. Bunlardan pm3.1, pm5.1,
pm5.2 ve pm5.3 lokuslarmin kiillemeye kars1 dayaniklilikla iligkili oldugu dogrulanmistir.
Ayrica, Zhang vd. (2015), BK2 ve H136 hiyar hatlarin1 melezleyerek olusturduklar1 F2
popiilasyonlarinda, kromozom 1 ve 6 iizerinde iki farkli kiilleme dayaniklilik lokusu
karakterize etmislerdir. 2018 yilinda ise Wang vd. PI 197088 hattin1 kullanarak
olusturdugu RIL popiilasyonlarinda kiilleme dayanikliligi ile ilgili dort farkli QTL
bulunmustur.

Her ne kadar bu g¢alismalar hiyar bitkilerinde kiillemeye karsi dayaniklilik
hakkinda yeni bilgiler verse de, sorunlar hala devam etmektedir. Ornegin, bu galismalarda
tanimlanan molekiiler markoérler 1slahgilara kayda deger bicimde kolaylik
saglamamaktadir (He vd. 2013). Ayrica kiillemeye karsi dayanikliligin altinda yatan
molekiiler mekanizmalar hala bilinmemektedir (Nie vd. 2015a).

Kiillemeye kars1 dayaniklilik genlerinin ¢ogu, 5. kromozom iizerinde belirtilmis
olmasima ragmen diger kromozomlar iizerinde belitilen lokuslar da mevcuttur. Hiyarda
kiillemeye kars1 dayaniklilik kalitimina iligkin birgok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen,
elde edilen sonuglar tek basina yeterli degildir. Kiillemeye kars1 dayaniklilik saglayan
pm-1, pm-2, pm-3 ve pm-h lokuslari1 dahil olmak tizere, gesitli genetik lokuslar kademeli
olarak tanimlanmistir (Ruiter vd. 2008). Hiyar bitkisinin 5. kromozomunda bulunan
pmS5.2, major QTL olarak belirtilmistir ve bu bdlgede dort farkli dayaniklilik geninin
(Csa009587, Csa009602, Csa009605 ve BGICucGB009775) hiyarda dayaniklilik
sagladigi tahmin edilmistir (Zhang vd. 2011).

Ancak dayanikli hiyar ¢esitlerinin ¢ogu, diisiik sicakliklarda kiillemeye duyarl
hale gelmektedir. Sicakliga bagli QTL dayaniklilig, ilk olarak 'Santou’ ve P1197088-1’in
RIL'lerinde tespit edilmistir (Morishita vd. 2003; Sakata vd. 2006). Daha sonra CSPMR1
ve Santou RIL'lerinde, 4 farkli QTL’nin (pm1.2, pm5.2, pm5.3 ve pm6.1) sicakliga bagh
olarak dayanikliligi sagladigi bulunmustur (Fukino vd. 2013). Farkli hiyar gesitlerinde,
kiilleme dayanikliliginin, genetik kontroliine iligskin artan sayida gen tespit edilmistir.
Ancak bu ¢aligmalarda tanimlanan QTL'ler tutarsizdir ve bu konunun belirsizligi devam
etmektedir (Chen vd. 2020).

Hiyardaki kiilleme dayaniklilig1, genellikle birden fazla gen veya metabolik yolak
(pathway) iceren karmasik bir genetik ozelliktir. Huang vd. (2009) tarafindan, hiyar
genomunun dizilenmesi ile, hiyarda verim kalitesi ve hastaliklara dayaniklilik gibi
onemli tarimsal 6zelliklerle ilgili 20.000'den fazla gen kesfedilmistir (Weng vd. 2010;
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Cavagnaro vd. 2010; Guo vd. 2010; Zhang vd. 2011). Hiyarda, kiilleme hastaligina kars1
dayaniklilik mekanizmasi {izerine yapilan arastirmalar, kademeli olarak molekiiler
diizeyde artmistir (Liu vd. 2017). Meng vd. (2016), Zhang vd. (2016) ve Wang vd. (2018)
gelecekte bu alanda yapilacak ¢alismalarin 6nemine vurgu yaparak;

"transkriptomik ve proteomik caligmalar, kiillemeye ve diger patojenlere yanit
veren genlerin / proteinlerin hizli bir sekilde tanimlanmasinin yani sira, ilgilenilen
savunma yollarinin belirlenmesi i¢in etkili stratejiler olarak onerilmistir".

Patojenin enfeksiyonu icin temel dayaniklilik mekanizmalarini bastirmasi
gerektigi diisiiniildiigiinde, hem konukc¢u dayaniklilik mekanizmalarin1 hem de ilgili
sinyal iletim yollarin1 biyoteknolojik olarak arastirmak, dayanikliligin anlasilmasi
acisindan oldukga onemlidir (Hiickelhoven 2005). Bu nedenle, transkriptomik, proteomik
ve kiitle spektrometrisi dahil olmak iizere genomik ve postgenomik teknolojiler, bitkilerin
patojenlere kars1 verdikleri tepkiyi ve bu tepkinin sinyal yollarinin ile fizyolojik yollarinin
mekanizmasini anlamak i¢in gereklidir (Plett ve Martin 2018).

Evrimsel siirecte bitkiler, hipersensitif reaksiyon (HR) olarak adlandirilan patojen
saldirisina karsi bir savunma mekanizmasi olusturmuslardir (Jones ve Dangl 2006; Rejeb
vd. 2014). Dayaniklilik (R) genleri aracili dayaniklilik, genellikle HR ile iliskilidir ve
programlanmis hiicre 6liimiinii (PCD) de bu dayanikliliga dahildir (Cui vd. 2015).
Simdiye kadar, klonlanan en yaygin R genleri, reseptor benzeri protein kinazlar veya
niikleotid baglayici ve 16sin bakimindan zengin tekrar reseptdrleri (NB-LRR) gibi hiicre
reseptorlerini kodlamaktadir. Bu tiir reseptorler genellikle patojenlere kars: giiclii ve hizli
bir yanit tiretmektedir (Boutrot ve Zipfel 2017; Kourelis ve van der Hoorn 2018). Yang
vd. (2013) hiyarda 70 NB-LRR tipi proteinin, hastalikla iliskili olabilecegini
Ongormiistiir; bu genler hiyarin 7 kromozomuna dagilmistir. Ancak, R genlerinin, hiyara
transforme edilmesi, bu genlerin profili ve filogenetik analiz yoluyla dogrulanmasi ve
islevsel olarak karakterize edilmesi gerekmektedir (Chen vd. 2020).

Ayrica Xu vd. (2019)’un yaptig1 calismasinin sonucuna gore:

"Hiicrede asir1  ROS  diretimi, programlanmis hiicre Oliimiini de
tetikleyebilmektedir. Tioredoksinler (Trx), ROS akisini diizenleyen kilit aktorlerdir;
Trx'in fonksiyonel kaybi, ROS seviyelerinin degismesine neden olmakadir. Yapilan
calismada 5 Trx arasinda, CsalG651650 ve Csa6G343710°un dayanikli ve hassas hiyar
hatlarinda birikmis oldugu goriilmiistiir. Dayanikli genotip SSL508-28'de, Csa2G346600
ve Csa6G343710'un yiiksek miktarda ekspresyonu, kiilleme enfeksiyonu sirasinda
tiretilen ROS'un detoksifikasyonuna yardimer olabilecegini diisiindtirmiistiir"

Calismada ileri siiriilen diger bir potansiyel mekanizma, Pm5.1 lokusunun
hastalik / savunma ile ilgili proteinleri tetiklemesidir. Bitki hiicre duvari
polisakkaritlerden olusur ve fungal patojenlere karsi ilk mekanik bariyeri temsil
etmektedir. Basarili bir enfeksiyon i¢in, patojenin hiicre duvarinin agsmasi gerekmektedir
(Liu vd. 2017). Poligalakturonazlar (PG), enfeksiyon siirecinin ¢ok erken asamalarinda
fitopatojenik funguslar tarafindan salgilanan en 6nemli enzimlerdir. Fungal patojenler
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sahip olduklari1 bu enzim sayesinde, poligalakturonun (hiicre duvari bileseni)
oligosakaritlere hidrolizi yoluyla bitki hiicre duvarim1 bozmaktadirlar. Boylece fungus
i¢in besin saglanmaktadir. PG enzim aktivitesine karsi koymak i¢in bitkiler, PGs38'in
aktivitesini inhibe ederek fungus enfeksiyonunu smirlandirmak i¢in hiicre duvarina
baglanan poligalakturonaz inhibe edici proteinler (PGIP) kullanmaktadirlar (Kalunke vd.
2015).

Katalaz, okaryotlarda bulunur ve hidrojen peroksiti (H202)'I suya ve oksijene
doniistiirebilmektedir (Mittler 2002). Xu vd. (2019)’un ¢alismasinda;

"katalazin (Csa4G658600) hassas D8 hattinda yiiksek oranda indiiklendigi
bulunmustur. Kiilleme ile enfekteli D8 hattindaki bitki yapraklarinin, DAB ile boyanmasi
sonucu H-O. daha diisiik seviyelerde oldugu gosterilmistir. Bu islem de molekiiler
sonuclar1 dogrulamistir. "

Diger bir ¢aligmada kiilleme inokulasyonundan 12 saat sonra kiillemeye dayanikli
S1003 ve hassas yakin izogenik hattin (NIL; Pm5.1) karsilagtirmali transkriptomik
analizi, dayanikliligin altinda yatan mekanizmanin bitki hiicre duvar1 kalinlagmas: ile
iligkili olabilecegini gostermistir (Nie vd. 2015b). S1003'te bulunan bu kiilleme
dayanikliligi ¢ekinik karakterdedir (Xu vd. 2016;Nie vd. 2015a). Xu vd. (2015), pm5.1
lokusu araciligr ile saglanan dayanikliligin hiicre duvar1 kalinlagmasi ile ilgili oldugunu
ve hiicre duvart modifikasyonlarinda salisilik asit sinyal yolunun rol oynadigim
belirtmistir.

Bununla birlikte, hiyarda kiillemeye karsi dayaniklilik, genetik olarak karmasik
bir ozelliktir. Cok fazla gen ve sinyal iletim yollarimi icermektedir. Ancak kalitimi ve
dayaniklilik mekanizmalar1 hala tam olarak anlagilamamistir. Bu bilinen dayaniklilik
genlerinin Gtesinde, genetik haritalama ve RNA-Seq yontemleri ile kiilleme
dayanikliligina iliskin onemli etkiye sahip ek genler bulunabilir. Bu aday genler,
kiillemeye karsi dayaniklilik mekanizmalarinin tam olarak anlasilmasi i¢in diger
arastirmalarda kullanilabilir. Dahasi, ilgilenilen bu genlerin incelenmesi i¢in, bir referans
genomu olan herhangi bir bagka tiir ile beraber de genisletilebilir (Chen vd. 2020).

Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK), bitki biiylimesinde, gelismesinde
ve stres faktorlerine karsi tepkilerde 6nemli rol oynar ve MAPK, MAPK kinaz (MAPKK
/| MEK) ve MAPK kinaz kinaz (MAPKKK / MEKK) olmak iizere {i¢ kinazdan
olusmaktadir. MAPK genleri, Arabidopsis, piring ve domateste ayrintili olarak
arastirilmistir. Ancak ¢evresel stres ve patojene karsi oldukea hassas olan Cucurbitaceae
bitkilerinden, hiyarda (Cucumis sativus L.) tam olarak karakterize edilmemistir. Bu
kinazlar, stres faktorleri ile ilgili sinyalleri hiicresel ortamdan fosforilasyon yoluyla
transkripsiyonel ve metabolik tepki merkezlerine yonlendiren, entegre eden ve yiikselten
sirali sinyal tastyicilart olarak ¢alismaktadirlar (Tena vd. 2001).

Yiiceson vd. (2020)’nin ¢alismasinda, farkli kabakgil ¢esit ve hatlarina kiilleme
inokule ederek, bitkileri Adam ve Somerville (1996) skalasina gore skorlamistir. Bu
skalaya gore; 0-1, hi¢ ya da ¢ok sinirli sporulasyon, 1-2, diisiik sporulasyon, 2-3, orta
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derece ya da gecikmis sporulasyon, yaprak yiizeyinin %10-30 u kiilleme ile kapli, 3-4,
neredeyse tiim yaprak yilizeyi kiilleme ile kapli, anlamina gelmektedir. Yiiceson vd.
(2020)’in galisma sonucunda, inokulasyondan sonra 7, 14 ve 21 giin sonra, bu skalaya
gore hiyar bitkilerinin ortalamalart alinmistir. Bu ortalamaya gére Meltem; 0.66, VT18;
1.00 ve Camlica Yerel; 2.75 olarak skorlanmustir.

Bitki R genleri ile kazandirilan dayanikliliga alternatif olarak hassaslik (S) genleri
tanimlanmistir (De Almeida vd. 2005). Cogu patojen konuk¢uda uyumlu bir etkilesim
saglamak icin bazi bitki proteinlerine ihtiyag duymaktadirlar. Ozellikle kiilleme gibi
obligat biyotrof patojenler igin bu durum olduk¢a 6nemlidir. Cilinkii patojenin canliligi,
konukc¢usu ile aralarindaki etkilesime baghdir. Bitkide bulunan bu genlerin ifade
edilmesi, patojen i¢in gereklidir. Bu genler patojenin konukguyu tanimasini,
penetrasyonun kolaylastirilmasini, bitki savunma sisteminin negatif yonde diizenlenmesi,
patojenin metabolik ve yapisal ihtiyaclarinin karsilanmasin1 saglayan proteinleri
kodlamaktadir. Bu nedenle de S genleri olarak adlandirilirlar (Van Schie ve Takken
2014). Bitkilerdeli S geninin ifade edilmesinin engellenmesi yolu ile bitkilerde genis
spektrumlu, uzun siireli ve c¢ekinik karakterde dayanikliligin saglanabilecegi
diisiiniilmektedir (Pavan vd. 2011; Eckardt 2002). Bu yolla kazandirilan dayanikliliga en
iyl Ornek ise arpada 1940’larda MLO geni lizerinde gergceklesen mutasyon araciligi ile
arpada kiillemeye karsi1 kazandirilan dayanikliliktir (Freisleben ve Lein 1942). Bu
dayaniklilik, Blumeria graminis f. sp. hordei’nin bazi izolatlar1 hari¢ kullanilmaktadir
(Jorgensen 1992). Bu 6rnek de S genleri ile kazandirilan dayanikliligin ne kadar uzun
stireli ve genis spektrumlu olabilecegini gostermektedir.

Arpa MLO geni klonlandiktan sonra, bu genin diger bitki tiirlerindeki
homologlarindaki mutasyonlarin da, farkli bitkilerde kiillemelere de ¢ekinik karakterde
dayanikliligi sagladigi bulunmustur. Model Arabidopsis thaliana’da i¢ MLO
homologundaki T-DNA araciligi ile gerceklestirilen mutasyonlarin, kiillemeye karsi
dayaniklilig1 arttirdig:r gosterilmistir (Consonni vd. 2006). Diger calismalarda, domates
(Bai vd. 2008) bezelye (Humphry vd. 2011), hiyar (Berg vd. 2015) ve tiitiin (Fujimura
vd. 2016) gibi bazi tiirlerde, arpa MLO dayanikliligina benzer 6zelliklere sahip, ¢ekinik
kaliima sahip kiilleme dayanikliliginin, MLO iizerinde dogal olarak meydana gelen
mutasyonlardan kaynaklandigi bulunmustur. Diger tiirlerde, 6rnegin; biber, bugday, elma
ve asma, MLO homologlarinin Viriis Kaynakli Gen Susturma (VIGS) veya RNA
interferans (RNAI) ile susturulmasi kiillemeye karsi dayanikliligi saglamistir (Zheng vd.
2013; Hiickelhoven vd. 2003).

MLO genleri ile kiilleme arasindaki etkilesimin 6zel bir mekanizmasi oldugu 6ne
stirilmektedir. Bununla birlikte, MLO proteinlerinin kesin etki mekanizmasina iliskin
bilgiler smirlidir. MLO proteinleri kalmodulin baglayict proteinlerdir ve kalmodulin
baglanmasi arpanin kiillemeye duyarliligini arttirmaktadir (Kim vd. 2002a).

Kim vd. (2002b), Jabs vd. (1997) ve Xu ve Heath (1998) MLO fonksiyonu
hakkinda:
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"Ca?* iyonlarinin akisinin MLO fonksiyonu i¢in énemli oldugunu ve bu nedenle,
Ca2* iyonunun bir aday sinyal olabilecegi bildirilmektedir. Ciinkii bitki hiicreleri patojen
saldirisina yanit olarak gegcici bir Ca?* sinyali {iretmektedir"

Hiyarda, V. grup icerisinde yer alan MLO genleri ile ilgili ¢calismalar yapilmistir.
Berg vd. 2015 yilinda yaptig1 bir ¢alismada MLO8 genini, TE (Transposable Element
Insertion) yolu ile ifade edilmesini engelleyerek kiillemeye karst hassasligin azaldigini
gostermistir. Berg vd. 2017 yilinda yaptigi diger bir ¢alismada MLO1 ve MLO11
genleriyle asint ifade edilme (overexpression) calismalart yaparak, MLO1 ve MLOS8
genlerinin kiillemeye hassashigi daha fazla arttirdigini, MLO11 geninin ise hassaslikta
diger iki genden daha az rol oynadigini ortaya koymuslardir.

Tarimsal {irlinlerin genetik olarak iistiin 6zellikler kazandirilmasi ve bitkilerdeki
genlerin fonksiyonlarinin karakterizasyonu igin spesifik olarak niikleaz enzimleri ile
genom lizerinde hedeflenen gen dizilimi saglayan teknolojiler giiniimiizde 6n plana
cikmaktadir. Bu spesifik niikleaz temelli teknolojilerin baginda genomun diizenlenmesini
(genome editing) saglayan CRISPR gelmektedir. CRISPR sistemindeki rehber RNA
(gRNA), protein 9 ile birlikte oldugu i¢in Cas9 (CRISPR associated protein 9) denilmekte
olup bitki tiirlerindeki istenen genetik materyalin hizli degistirilmesini sagladigi i¢in genis
kullanim alanlart  bulunmaktadir. Ozellikle bu teknik, bitkilerdeki genlerin
fonksiyonlarini kaybetmesi ve/veya genlerin fonksiyonlarinin kazandirilmast, bu genlerin
tanimlanmasi, kodladiklari protein yapilarinin ortaya konulmasi bakimindan vazgegilmez
bir genetik ara¢ olarak goriilmekte ve transgen icermeyen bitkilerin elde edilebilmesini
saglamaktadir (Ma ve Yao-Guang 2016). Bitki genomunda, hedef bolgedeki ¢ift sarmalli
genetik yapi, Cas9 tarafindan kesilmektedir. Bitki genomu homolog olmayan uglarin
birlesmesi ile tamir edilmektedir (Brooks vd. 2014).

Bu yap1 icerisinde Cas9-subgenomic RNA (sgRNA) bitkideki ¢ift sarmal olan
DNA’nin birbirinden ayrilmasini ve kirilmasini saglamaktadir (Sternberg vd. 2014).
Birbirine benzer olmayan homologlar {izerinde DNA ilavesi (insertion/In) yada DNA
silinmesi (deletion/Del) olusturulabilmektedir. Bu olusumlar protein okuma bolgesi
(ORF) yapisinda degisimlere neden olmakta ya da beklenmedik bir durma kodonu (stop
codon) olusumuna neden olmaktadir. 2017 yilinda ise domateste bulunan ve hassaslik
tizerine en etkili olan MLO1 geni CRISPR/Cas9 ile mutasyona ugratilmis ve
transformasyondan sonra sadece 11 ayda kiillemeye dayanikli Tomelo c¢esidi
gelistirilmistir (Nekrasov vd. 2017).
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3. MATERYAL METOT
3.1. inokulum Kaynag ve Molekiiler Tanis1

Kiilleme hastalik etmenleri, Aksu (Antalya) hiyar iiretim alanlarindan temin
edilmistir. Enfekteli yapraklar, Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Molekiiler Mikoloji
laboratuvarina getirilmistir. Kiilleme etmeni, hassas Camlica hiyar bitkisine inokule
edilmistir. Belirti gosteren Camlica yapraklarindan firga ile ayristirilan hastalik etmenleri
santrifiij tiiplerine aktarilmistir. Kalan 6rnekler etmenin tanisindan sonra inokulasyon igin
kullanilmistir. CTAB DNA izolasyonu i¢in, Cizelge 3.1°de verilen yontem kullanilmistir.

Cizelge 3.1. CTAB yontemi ile kiilleme hastalik etmeninden DNA izolasyonu agsamalar1

Sira Yapilan islem

1 Yiizeyden Toplanan sporlar ve miseller 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarild.

2 %?3’liik CTAB buffer sollisyonundan 100 pl tiipiin icerisine eklendi.

3 Sporlar ve misellerden olusan materyal, tiipiin i¢erisinde steril ezme ¢ubugu ile
ezildi.

4 Uzerine 500 ul %3’liikk CTAB buffer soliisyonu eklenip vorteks yapildi.

5 65 °C’de 1 saat inkiibasyona birakildi.

6 600 ul Chloroform eklenir ve 12 dakika 13.000 rpm de santrifiij yapildi.

7 Ust kistm alinarak yeni 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

8 1 ml isopropanol tiiplere eklenerek vorteks yapilir.

9 -20 °C’de bir gece bekletildi

10 | 15 dakika 13.000 rpm de santrifiij yapildi.

11 | Ust kisim dikkatlice bosaltildi.

12 | 1 ml soguk %70’lik EtOH tiiplere eklendi.

13 | 2 dakika 13.000 rpm de santrifiij yapildi.

14 | Tim EtOH bosaltildi.

15 | DNA’nin EtOH dan iyice uzaklagsmasi i¢in 30 dakika kurumaya birakildi.
16 | DNA’nin 100 pl su eklenerek DNA ¢oziildii -20 °C’de muhafaza edildi
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PCR ile kiilleme hastalik etmeninin tanisi i¢in White vd. (1990)’1n ¢aligmasinda
belritilen iki farkli primer ¢ifti kullanilmistir. Bu primer giftleri, PCR sonrasi agaroz jelde
P. xanthii’de ~550 bp bant veren ITS1-4 ve ~300 bp bant veren ITS2-5 primer giftleridir.

PCR islemi i¢in; 25 pl DreamTaq Green PCR Master Mix (2x) (Thermo), 10 mM
Forward ve Reverse Primer, 100 ug DNA, 50 ul’ye kadar Nuclease-free saf su ile
tamamlanmistir. 3 dakika 95 °C’de 6n denatiirasyon, 30 saniye 95 °C’de denatiirasyon,
45 saniye 58°C’de primer baglanma ve 1 dakika 72 °C’de uzama ve 5 dakika son uzama
asamalari olacak sekilde PCR iglemi tamamlanmistir. Elde edilen iiriin, %1.5 agaroz jelde
60 V’da yiiriitiildiikten sonra goriintiilenmistir.

3.2. Bitki Materyali ve Kiilleme inokulasyonu

Caligmada, kiillemeye kars1 reaksiyonlari daha onceden belirlenmis ve literatiir
Ozetinde (Yiiceson vd. 2020) verilmis olan Camlica, VT18 ve Meltem hiyar bitkileri
kullanilmigtir. Yapraklar iizerindeki kiilleme konidiosporlari, Zhang vd. (2021)’nin
caligmasinda belirttigi konsantrasyonda (10° spor/ml ™) olacak sekilde saf su ile siispanse
edilmistir. Siispansiyon hiyar yapraklarina piiskiirtiilerek inokiile edilmistir.

Sekil 3.2. a) Kiilleme ile enfekteli hiyar yapraklari; b) Kiilleme inokulasyonu
3.3. Mikroskobik Gozlem (Trypan Blue ve DAB Boyama)

Kiilleme sporlarinin yapraklarda kolonizasyonunin ve inokulasyon sonrasi olusan
stiperoksitlerin gézlemlenmesi i¢in Trypan Blue ve DAB boyama yapilmistir. Trypan
blue boyasi ile konidiospor yapilar1 bitki dokusunda mavi bir renk alarak 11k
mikroskobunda goriiniir hale getirilmistir. Bu sayede bitki dokusunda ¢imlenmis veya
cimlenmemis kiilleme spor yapilari mikroskop altinda gozlemlenmistir. DAB ve Typan
Blue boyama Thordal-Christensen vd. (1997)’nin ¢alismasinda belirttigi gibi yapilmustir.

Trypan Blue boyama islemi i¢in inokulasyondan 2 giin sonra enfekteli yapraklar
%096°1ik etanol igerisinde kaynatilmistir. Klorofil temizlendikten sonra iizerine ~1 ml
Trypan Blue damlatilmistir ve 151k mikroskobu altinda yapraklar gériintiilenmistir.

10
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MELTEM

a

Sekil 3.3. Mikroskobik gézlemler i¢in hazirlanan 6rnekler a) %96°1ik etanol
icerisinde kaynatilan enfekteli yapraklar; b) Camlica, VT18 ve Meltem
yapraklarinin Trypan Blue ile boyanmasi; ¢) DAB soliisyonunda bekletilen
ornekler; d) DAB+Trypan ile boyanmis 6rnekler

Diamino Benzidin (DAB) ise dayanikli bitki hiicrelerinde olusan kararsiz
bilesikler olan siiperoksitler ile reaksiyona girerek kararli bilesikleri olusturlar. Bu
nedenle siiperoksit olusumu var ise mikroskop altinda bu alanlar koyu kirmizi-kahverengi
olarak goriiliir. DAB boyama icin, inokulasyondan 7 giin sonra, enfekteli yapraklar,
icerisinde 1 ml DAB soliisyonu bulunan santrifiij tiipleri icerisinde 1 gece bekletilmistir.
Daha sonrasinda bu yapraklar, %96’lik etanolde kaynatilarak tizerine ~1 ml Trypan Blue
damlatilmistir.

3.4. Hedef Genlerin Se¢cimi

Dayanikliligin altinda yatan mekanizmalarda rol oynayan potansiyel genler ile
beraber KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) iizerinden hiyarda bitki-
patojen interaksiyonu ve MAPK sinyal yolaklarinda rol oynayan genler se¢ilmistir.

Cizelge 3.4. Hedef genler ve bu genlere spesifik olarak dizayn edilmis primerlerin
isimleri, erisim numaralar1 ve ilgili olduklar1 mekanizmalar (LOC: NCBI erisim
numarasi, Cusca:Phytozome)

Gen Primer Erisim Numarasi iliskili Mekanizma
Thioredoxin F1 ThioF1 Cucsa.356300.1

Thioredoxin Thio Cucsa.077150.1 Hiicre Redoks Homeostazi
Catalase peroxidase Catalase Cucsa.272120.1

Polygalacturonase Inhibitor LRR-PGIP1 Cucsa.038100.1

DNA-DAMAGE- DRT-100 Cucsa.065390.1

REPAIR/TOLERATION

11
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Cizelge 3.4’lin devami

pathogenesis-related protein 1 PR1.5 Cucsa.218940.1
pathogen-related  protein,  transcript PRXVar LOC101202865
variant X4
pathogen-related protein Ch4PR LOC101211488
basic form of pathogenesis-related protein  BasicFormPR1 LOC105436021 Patojene Karsi Savunma iligkili
1 Proteinler
glucan endo-1,3-beta-glucosidase 8 gluendo1-3 LOC101206143
cinnamyl alcohol CADLP Cucsa.219440.1
dehydrogenase-like protein
callose synthase Callose Cucsa.249900.1
pathogen-associated molecular patterns-
induced protein A70
PampA70 LOC101211488
serine/threonine-protein kinase D6PKL1 ~ D6PKL1 LOC101210027
Serine/threonine-protein kinase STE7 STE7 Cucsa.339990.1
LRR  receptor-like  serine/threonine- LRRSTPKRPK2 LOC101202920 Bitki-Patojen Interaksiyonlari
protein kinase RPK2
proline-rich receptor-like protein kinase PERK10 LOC101203399
PERK10
serine/threonine-protein kinase STN7 STN7 LOC101207504
leucine-rich repeat receptor-like protein  At1g35710 LOC101208963
kinase At1935710
serine/threonine receptor-like kinase NFP STRLK-NFP LOC101203481
ethylene-responsive transcription factor ERF024 LOC101206867
calmodulin binding protein PICBP CBP-PICBP LOC101218934
WRKY transcription factor 10 WRKY10 Cucsa.356720.1
WRKY transcription factor 2 WRKY2 Cucsa.041700.1 Savunma Sinyal Yolu
Regiilasyonu
WRKY transcription factor 33 WRKY33 Cucsa.000200.1
WRKY transcription factor 22-like WRKY22 Cucsa.106960.1
WRKY transcription factor WRKY1 Cucsa.100440.1
glycerol kinase glycerol kinase Cucsa.105620.1
MAP KINASE KINASE KINASE SSK2 ~ MAPKKKSSK Cucsa.091500.1
mitogen-activated protein kinase kinase 1 ~ MAPKK1 Cucsa.155460.1
mitogen-activated protein kinase kinase 1 ~ MAPKK1P Cucsa.034370.1
MEKK1P
mitogen-activated protein kinase 5 MAPK5 Cucsa.303420.1 MAPK Sinyal Yolu
Mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1 Cucsa.231940.1
mitogen-activated protein kinase 14 MAPK14 Cucsa.106400.1
AGC Kinase (CAMP Dependent Protein ~ AGC-CAMPPKC Cucsa.077920.1

Kinase C)
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3.5. Hedef Genlere Ozgii Primerlerin Dizayni

Primer dizayni i¢in hedef genlerin genomik sekans ve CDS (Coding Sequence)
verileri  Phytozome  (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html)  ve  NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) tizerinden indirilmistir. NCBI Primer Blast iizerinden
primer dizayn edilmistir (Sekil 3.5). Primerlerin, gDNA ve cDNA kullanilarak yapilacak
PCR ve RT-PCR islemlerinde, hedef bolgeye baglanacak sekilde dizayn edilmistir.
Dizayn edilen primerler Cizelge 3.5 te lizerinde verilmistir.

Genomik Sekans

B 1230-1250

(=]
&
5 2 "
: | — I I | _’
CcDS
4
o (=]
5 2 g 3
- -
PCR ve RT-PCR Jel Goriiniimii
100 bp PCR RT-PCR
Ladder  Oriini Oriind
——
90—
200
ol
600 — —
ool ——
a—
—
200
100 —
== UTR Ekzon mss= |ntron === Forward Primer ==== Reverse Primer

Sekil 3.5 Tlgili genlere 6zgii primerlerin dizayn edilmesinin temsili gdsterimi

Cizelge 3.5. Hedef genlere 6zgii dizayn edilen primerlerin dizilimleri ve {irlin boyutlar1

PCR RT-PCR

) Uriin Uriin

Primer Forward 5°-3’ Reverse 5°-3° Boyutu Boyutu

(bp) (bp)
ThioF1 TCGAAGAGTGGCTGCTTCAG GGGTGTACATGTCGAGCACA 211 211
Thio AAATCTCCCACGCCCACTTT AGGCACAGCCCCAATAACAC 452 345
Catalase GCCCTGAAACGCTCAGAGAT GCAAGATATCCTCGGGCCAA 847 303
LRR-PGIP1 CAATCCCACCCTTTGTGGGT GGTTGGCAAGAGAGCTAGGG 243 243
DRT-100 CGGTTTTGAACGTTGCGGAT TGCTCCGTTTGGTATCGGAC 554 554
PR1.5 CACAAAAGAACACATACCACAT CAGCTGCTCCACTAAACCCA 656 248
PRX4Var CAAAAACCATGCCCCCACTG AGACAGGGCAGCTTGACATC 260 185
Ch4PR ACACCCCTAAATGGGCTCCT TTGAGAGTGGCCATGCCATA 1032 699
BasicFormPR1 AACACATGCCCAAAACTCCCC AGGTTCGCCACACCACTTGT 320 320

13
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Cizelge 3.5’in devami

gluendo1-3
CADLP
Callose
PampA70
D6PKL1
LRRSTPKRPK2
PERK10
STN7
At1g35710
STRLK-NFP
ERF024
CBP-PICBP
WRKY10
WRKY2
WRKY33
WRKY22
WRKY1
glycerol kinase
MAPKKKSSK
MAPKK1
MAPKK1P
MAPK5
MAPK1
STE7
MAPK14

AGC-CAMPPKC

CGGATGCATGGACTGTGAGT
CACATGGGGGTGAAATTGGC
ATAGAGCTACCGGTCGTGGT
TTCTCAACCTCGTGATCGGC
TTGCAGCATGGGGTCCTTAG
AACCTTCCTTCCCAGCTTCG
TCCGAGACTGGCTCTTCTGA
AATCCCTGGTGCCATTCTGG
GGGAGGAGTTCCATCACAGC
GGGCAGCTTCTGTTCATTCC
ACTGGTTTCCACCCTTTCCA
GGGGAGAAGAGAGTTGCGAG
GACATTGACACGCAGCATCC
GGTCACCATCCTCAAGTGGG
ACATTCCCAAATTGCCCTGT
TAGCCTCTCCGATCCCGAAG
CACAAATGCACAGGGGCTTC
CGAGAAATTGGCATCGCAGG
TTGCACCTGGAAGCTGTTCT
GAGTCTCACCGCAAGCAGAT
CGGATGGCTACTGCTACTGG
GTCCTGCACCGTGATCTCAA
CTGGTATCGAGCCCCAGAAC
ATTGGCAGATGTCCTGCGTT
GAGAATCGTACGGACGCCAT

AATCCGATCAGCAGGCTACG

GTGTGTCGTAATTGGCGTCG

GGATGACCATGGGAGAGACG

TGGTTGCAGGCACACCAATA

CTCGTTTCGACTCGTCCTCC

CAGGTAGAAACCTGGGGCTG

GGAAGTCCAGCAGGGGAATC

CAAACGAGGGCTCATGGAGT

GCTATTAGCACAAGCACGCC

TTCACACCTTGCCGAAATGC

AAACCAACACCCAAAGCCAC

CTGGCACAGGTAGCGAAGAT

CAGCACGATCTCCACTCGTT

GGTTTCCACCACCTTCACCA

TCCTCGTCGGTTTGGTGAAG

GGCGTGGTTACAGAGTGAGA

CTTCCCCATCTGTCACACCT

CACCATGCAAGTAGGATGCG

CCAAGGGCAGTTGTCTCGAT

AGTGCCAAAAGCATCAAGCG

TTGCCCGGGTGGAGAATAAG

CCCTATGAGCGATGCGTTCT

TGCCAGGGAAGAGAGGTTCT

CGCTCGGATAAAGACGGGAA

AAGCCCAAGGCTCCAAATGT

GCTTCAAGTCCCGGTGAAGA

GGCGTTTTCGTCAGAATCCG

675

289

318

672

1528

950

1444

1268

823

509

333

928

331

408

212

218

297

451

443

755

261

247

272

536

706

256

564

289

318

672

631

950

477

310

228

509

333

928

331

408

212

218

297

363

323

498

261

247

272

510

280

256

3.6. Bitkilerden DNA izolasyonu

Camlica, VT18 ve Meltem hiyar tohumlar viyollere ekilmigtir. Tohumlar
¢imlendikten sonra 100 mg doku Ornegi alinarak sivi azot igerisinde ezilmistir. Ezilen
dokudan DNA izole etmek i¢in GeneJET Plant Genomic DNA Purification Kit (Thermo)

kullanilmistir. Izolasyon kit protokoliine uygun bir sekilde gerceklestirilmistir.

14
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Sekil 3.6. Alinan doku orneklerinin sivi azot ile havan
icerisinde ezilmesi

3.7. Hiyar Cesitleri Arasindaki Farkliliklarin PCR ile Belirlenmesi

Cizelge 3.4°te gosterilen primerler ve Meltem, VT18 ve Camlica Yerel ¢esitleri
kullanilarak PCR islemi yapilmistir. PCR islemi i¢in DreamTaq Green MasterMix (2x)
kullanilmistir. PCR islemi, 95 °C’de 45 saniye denatiirasyon, 58 °C de 50 saniye primer
baglanma sicakligl ve 72 °C’de 50 saniye uzama olmak iizere 36 dongiide yapilmistir.
Daha sonra agaroz jel hazirlanmistir ve PCR iiriinii elektroforezde yiiriitiilmiistiir

3.8. Bitkilerden RNA izolasyonu

Laboratuvarda bulunan Camlica Yerel, VT18 hatti ve Meltem c¢esidi hiyar
tohumlar1 viyollere ekilmistir. Kotiledon yapraklari c¢iktiktan sonra hiyar fideleri,
igerisinde steril torf (0.8 V) ve perlit (0.2 V) bulunan saksilar igerisine dikilmistir. Her bir
hiyar ¢esidi i¢in 1 bitki kontrol olmak {izere 5 bitki dikilmistir (Sekil 3.8).

is1 B
is16

is2G

issG

.
is76 |
is76

) 4 & Z
Camlica Meltem VT18

Sekil 3.8. Camlica, VT18 ve Meltem hiyar bitkilerinin saksilar
icerisine dikilmesi, RNA izolasyonu ve inokulasyon sonrasi DAB
ve Trypan Blue boyama igin kullanilan bitkilerin dikimi, IS:
inokulasyondan sonra, G: giin

15
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Inokule edilmeyen hryar bitkilerinden ve inokulasyondan 1 ve 2 giin sonra her
bitkinin inokule edilen yapragindan RNA izolasyonu i¢in Ornekler alinmigtir. Her
izolasyon i¢in ~100 mg yaprak ornegi alinarak dogrudan sivi azot igerisinde ezilmistir.
Iyice ezilen drnekler 15 ml’lik falcon tiipler icerisine aktarilmistir. RNA izolasyonu igin,
GenelJET Plant RNA Purification Kit (Thermo) kullanilmistir. izolasyon kit protokoliine
gore yapilmstir.

Izolasyon sonrasinda, elde edilen RNA 6rneklerini kontrol etmek amaci ile Verso
1-Step RT-PCR ReddyMix Kit (Thermo Scientific) ve Miao vd. (2019)’un ¢alismasinda
referans olarak tanimlanan CACS (Clathrin adaptor complex subunit) genine 6zgii
primerler kullanilarak RT-PCR islemi yapilmistir. Her bir reaksiyon i¢in; 0.25 ul Enzyme
Mix, 7.5 ul PCR Reddy Mix, 0.75 ul RT-Enhancer, 1 pl Forward ve Reverse CACS
primeri (10 pM) ve 2 ul RNA 6rnegi eklenerek hacim 15 pl’ye kadar nuclease-free saf
su ile tamamlanmistir. Hazirlanan reaksiyon PCR cihazina (BioRad) yerlestirilerek; 50
°C’de 15 dakika cDNA sentezi, 95 °C 2 dakika RT inaktivasyonu ve 95 °C 45 saniye
denatiirasyon, 58 °C 50 saniye baglanma, 72 °C 50 saniye uzama asamasi olmak tizere 36
dongiide islem tamamlanmigtir. Elde edilen iirlin %1.5’luk agaroz jelde yiiriitiildiikten
sonra goriintiilenmistir.

3.9. Farkh Cesitler Arasindaki Transkriptomik Farkhhklarin RT-PCR ile
Belirlenmesi

CACS genine 6zgii prinerler ile dogrulanan RNA’lar kullanilarak ayn1 islem farkl
genlere 6zgii primerler ve 20 ng RNA kullanilarak tekrar edilmistir. Calismada kullanilan
cesitlerin inokulasyon dncesi ve inokulasyon sonrasi 1 ve 2 giin sonrasinda izole edilen
RNA’lar kullanilmistir. Arastirilan genlerin inokulasyon dncesi ve sonrasinda ekspresyon
seviyeleri karsilastirilmistir. RT-PCR sonrasi elde edilen iiriin, agaroz jelde yiirtitiildiikten
sonra goriintiiler GelAnalyzer 19.1 ile analiz edilmistir.

S ex

Sekil 3.9. Elde edilen RT-PCR jel sonuglarinun GelAnalyzer
19.2 ile analiz edilmesi. a) Jel lizerinde bantlarin oldugu bolgenin
secilmesi; b) Raw Volume i¢in bant intsensity pik noktalarinin
secilmesi; ¢) Bantlara ait Raw Volume degeri

16
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Gen ifadesinin incelenmesi i¢in Gel Analyzer iizerinden her bir irilinlin jel
gorintiisiindeki Intensity degerine gére Raw Volume elde edilmistir.

a
Kalibre Deger = 5

Her deger (a), CACS primeri ve ayni gruptaki cDNA kullanilarak yapilan RT-
PCR islemi sonucu (b) elde edilen degere boliinmiistiir. Boylece her bir genin RT-PCR
sonucu i¢in Kalibre Deger hesaplanmistir. Daha sonrasinda CACS geni i¢in kalibre
edilmis deger 1 kabul edilerek ¢izgi grafikleri ¢izilmistir.

3.10. MLO-mutant Hiyarlarinin Elde Edilmesi
3.10.1. gRNA dizaym ve plazmit yapisi

Hiyarda, kiillemeye kars1 duyarlilikla iliskili oldugu bildirilen MLO1, MLOS8 ve
MLOI11 genlerinin, Cas9 tarafindan spesifik olarak bulunmasi amaci ile her gene 6zgii
gRNA’lar dizayn edilmistir. gRNA’lar, http://crispor.tefor.net iizerinden dizayn
edilmistir. Dizayn edilen her bir gRNA sekansi, hedef dis1 etkisini 6nlemek amaci ile
Phytozome iizerinden BLAST edilmistir. Plazmitin lineer yapisi asagida
gosterilmektedir.

4 site,
GRESeErRk) | PSR! (10047

MLOS gRNA MLO11 gRMA)
[Csy4 site) GRNA scaffold

|GAF binding site MLO1 gRNA (Csyd site
CaMV poly(A) signal lac operator, Csy4 site| 13 Fwd
LE T-DNA repeat) IM13 rev| (9733) PmIT Pmel (10,578)
|
50001 10,0007 15,000
Fenh ] [ E<EER] il T > il | my EEy 0
P2a SV40 NLS RB T-DNA repeat pVS1 Stal bom
CaMV 355 pramoter (enhanced) lac promoter  Cab/ 355 promoter gRINA sesffold CaMiv poly(A) signal pYS1 aniv

23C MLO CRISPR

Sekil 3.10.1. MLO-mutant bitkiler elde edilmek i¢in kullanilan plazmit yapisi, KanR:
Kanamycin Resistance, BlpR: Bialaphos phosphinotricin Resistance, plazmit iizerinde
yalnizca kesim islemi yapilan restriksiyon enzim bolgeleri verilmistir

3.10.2. Plazmitin ¢ogaltilmasi, izolasyonu ve kontrolii

Plazmitin ¢ogaltilmas: amaci ile Escherichia coli DHS5a kullanilmigtir. Saf
plazmit, transformasyona hazir (kompotent) E. coli hiicrelerine Heat-shock yontemi
(Froger ve Hall 2007) ile aktarilmistir. Kompotent E. coli hiicreleri buz {izerinde
¢oziilmeye birakilmistir. Santrifiij tiiplerine 100 pl hiicre kiiltiirti aktarilmistir. Daha
sonrasinda 50 ng plazmit {lizerine eklenmistir. Santrifiij tiipii 10 dakika buz {izerinde
bekletildikten sonra 45-50 saniye boyunca 42 °C’ye ayarli su banyosu igerisinde
bekletilmistir. Hemen sonrasinda tekrar buz igerisine koyulup 2 dakika bekletilmistir.
Hiicrelerin iizerine soguk LB Broth eklenip 37 °C’de 1 saat 225 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonrasinda antibiyotikli LBA igeren, Petri kaplarina hiicreler
yayilarak ekilmistir. Petriler 37 °C’de gelismeye birakilmis 16-24 saat sonra transformant
koloniler goriilmeye baglamistir. Plazmit izolasyonu i¢in segilen kolonileri kontrol etmek
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icin ayn1 zamanda PCR islemi yapilmistir. Segilen koloniler, steril 6ze ile alinarak, 8.5
uL Dreamtaq Master Mix 2x, 8.5 uL nuclease free saf su, 1 ul AgrolnsCont (Forward 5’
TGGAACAGAGCAGCGTACTT 3’-Reverse 5° ATGTCGGCGTCTCTTCCAAG 3’-
136bp) kullanilarak PCR islemi yapilmistir. PCR; 95 °C denatiirasyon 1 dakika, 58 °C’de
primer baglanma sicaklig1 45 saniye ve 72 °C’de uzama sicaklig1 45 saniye olmak iizere
35 dongii yapilmistir. Daha sonrasinda iirlin %2’°lik agaroz jelde yiiriitiilmiistiir ve {iriin
boyutu kontrol edilmistir.

Plazmit izolasyonu i¢in GeneJet Plazmit Miniprep Kit (Thermo) kullanilmistir.
Petri kaplarinda gelisen tek kolonilerden alinan E. coli hiicreleri, igerisinde 5 ml LBB
bulunan tiiplere aktarilmistir. Falcon tiipleri 12-16 saat boyunca 37 °C’de 200-250 rpm
calkalayicida inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 8000 rpm’de 2 dakika
santriflij yapildiktan sonra iist kisim bosaltilmistir. Altta kalan kismi sadece transformant
bakterileri icermektedir. Izole edilen plazmit DNA’s1 Pmel, Pm1l ve BsmBI (Esp3l)
enzimleri ile (37 °C’de 2 saat) kesim islemi gerceklestirilmistir. Kesim islemi sonrasi
reaksiyon igerisine 3 pl Loading Dye eklenerek ve kesim islemi yapilmamis plazmit ile
beraber %]1’lik agaroz jele yiiklenmistir Elde edilen iriinler UV 11k altinda
goriintiilenmistir.

3.10.3. Plazmitin Agrobacterium tumefaciens’e aktarilmasi ve kontrolii

Elektrokompotent Agrobacterium tumefaciens EHA105 bakterileri -80°C’den
cikarilmigtir. 1000 pl LB igerisinde bulunan Agrobacterium tumefaciens EHA105
icerisine, 75 ng plazmit eklenmistir. Pipet ile karistirildiktan sonra Gene Pulser Cuvette
2 ml (Biorad) igerisine aktarilmistir. Elektroporasyon islemi 2500 Volt, 25 uF ve 400 Q
sartlarinda gerceklestirilmistir. Daha sonrasinda elektroporasyon kiiveti igerisinde
bulunan LBB ortamindan 50-100 pl alinarak Rifamisin ve Kanamisin iceren LBA besi
ortamlarina aktarilarak, baget ile yayilmistir. 2 giin 28 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

Elektroporasyon islemi sonrasinda A. tumefaciens 50 ng/ml Kanamisin+Rifamisin
iceren LBA ortamina ekilmistir. LBA ortaminda bakterilerin ¢ogalmalar1 gozlemlenmis
olup igerisinde basarili bir sekilde plazmiti igeren A. tumefaciens bakterilerinin besi
ortaminda gelistigi goriilmiistiir. A. tumefaciens’in gRNA yapilarini igeren plazmiti igerip
igcermedigini kontrol etmek amaci ile koloni PCR yapilmistir. Koloni PCR islemi i¢in 1
ul tek koloni, 8.5 uL Dreamtaq MasterMix 2X, 8.5 ul nuclease free saf su, 1 uL. Forward
ve Reverse Primer kullanilmistir. 95 °C denatiirasyon 1 dakika, 58 °C’ de primer
baglanma sicaklig1 45 saniye ve 72 °C’de uzama sicakligi 45 saniyede 35 dongii olmak
tizere PCR islemi yapilmistir. Daha sonrasinda elde edilen {iriin %?2’lik agaroz jelde
yiirlitiilmis ve UV 151k altinda goriintiilenmistir.

3.10.4. Transformasyon, bitki rejenerasyonu ve T-DNA kontrolii

Transformasyon ve rejenerasyon islemlerinde Zhang vd. (2017) calismasinda
belirtilen protokol kullanilmistir. Kiillemeye karsi hassas ve ticari saf hat olmasindan
dolayt ADR27 hatti transformasyon igin bitki materyali olarak kullanilmustir. ik olarak
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hassas ADR27 tohumlari, %75’lik alkol ve sonrasinda %3’likk sodyum hipoklorit
kullanilarak sterilize edilmistir. Sonrasinda steril kabin igerisinde tohumlarin kabuklari
soyulmustur. Tohumlar %8 sakaroz iceren MS (Murashige Skoog) Agar besi ortamina
ekilmistir. 2 glin 28 °C’de karanlikta bekletilmistir.

Transformasyona hazir Agrobacterium, Kanamisin ve Rifamisin i¢eren LBA
(Luria-Bertani Agar) besiyerine ekildikten sonra 2 giin 28 °C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda, besiyerinden tek koloni segilerek sivi LB ortami
icerisinde aktarilmistir. Bakteri kiiltiirii, 28 °C’de 200 rpm’de 24 saat inkiibe edilmistir.
ODesoo degeri 0.6-0.8 arasina geldiginde kiiltiir alinarak 4000g’de santrifiij yapildiktan
sonra bakteri s1tvi MS ortami igerisinde siispanse edilmistir.

Cimlenen hiyar kotiledonlarindan eksplantlar alinmistir ve sonrasinda,
Agrobacterium siispansiyonu igerisinde 15 dakika bekletilmistir. Steril filtre kagidi
tizerinde kurutulduktan sonra, eksplantlar ikili kiiltirde (MS, 1.5 mg/ml BAP, 1 mg/ml
ABA, 100 uM acetosyringone, %0.8 agar, %3 sakaroz) besi ortamina aktarilmistir.
Eksplantlar 2 giin 28 °C’de karanlikta bekletilmistir.

Sekil 3.10.4. MLO-mutant bitkilerin elde edilme asamalari. @) Tohum kabuklarinin
soyulmasi; b) Tohumlarin ¢imlendirilmesi; ¢) Eksplantlarin transformasyon sonrast ikili
kiltir ortamina yerlestirilmesi; d) Transformasyon sonrasi gelisen eksplantlar; €)
Eksplantlardan siirgiinlerin alinmasi; f) Bitki doku kiiltiirli kaplarinda gelisen siirgiinler;
g, h, i) Gelisime devam eden siirgiinler; j) Koklenen bitkiler

2 giiniin sonunda ikili kiiltiir ortaminda canliligini koruyan eksplantlar, seleksiyon
ortamina (MS, 1.5 mg/ml BAP, 1 mg/ml ABA, 100 uM acetosyringone, %0.8 agar, %3
sakaroz, 100 mg/ml Timentin, 1 mg/ml glufosinate-ammonium) aktarilmistir. 25 °C ve
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16 saat 1siklanma siiresinde, 4 hafta boyunca eksplantlar bu besi yeri {izerinde
gbzlemlenmistir. Her 1.5 haftada bir besi ortam1 yenilenmistir.

Stirglin gelisimi gozlemlenen petrilerden segilen eksplantlar, steril filtre kagidi {izerine
alinmistir. Siirgiinler, eksplantlardan bistiiri ile ayrilarak icerisinde koklendirme ortami
(MS, %3 sakaroz, %0.8 agar) bulunan bitki doku kiiltiirii kab1 igerisine aktarilmistir.

Koklendirme ortaminda, kokleri iyi gelisen bitkiler se¢ilmistir. Bu bitkiler
icerisinde 1 V torf ve 1 V perlit iceren 180 ml hacimdeki potlar igerisine aktarilmistir.
Nemin uzaklagsmamasi amaci ile potlarin iizerleri, 15181 geciren saydam ortii ile
kaplanmistir. Bitkiler 4 glinde bir sulanmistir. Her iki giinde bir, saydam ortii lizerine 10
mm ¢apinda delikler acilmistir. Iki hafta sonunda ortii, kademeli olarak ¢ikarilmstir.
Bitkilerden, GeneJET Plant Genomic DNA Purification Kit (Thermo) kullanilarak DNA
izole edilmistir. Bu islem kit protokoliine uygun sekilde gergeklestirilmistir. T-DNA’ya
Ozgl Cas9F (5’-GGAAACACCGATAGGCACT-3’) ve Cas9R (5°-
ATCATGTGAGCGAGAGCGA-3’) primerleriyle PCR islemi yapilmistir. Agaroz jelde
(%1.5), hedeflenen bolgenin (382 bp) ¢ogaltilip gogaltilmadigr kontrol edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kiilleme Patojeninin Tanis1

Kiilleme etmeninden izole edilen DNA ve ITS1-4 (~550 bp) ve ITS2-5 (~300 bp)
primer g¢iftleri kullanilarak yapilan PCR islemi sonucu, patojenin P. xanthii oldugunu
gostermektedir.

. — e

Ladder ITS1-4 ITS2-5 Ladder

1000
900
800
700
600
500
400
300

200
100

Sekil 4.1. Kiilleme etmeninden izole edilen DNA ile
yapitlan PCR islemi sonucu, Ladder: Thermo
GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder

4.2. inokulasyon Sonrasinda Bitki Reaksiyonlarimin Belirlenmesi
4.2.1. inokulasyon sonras1 Camlica genel durum
Inokulasyondan 7 giin sonra Camlica hiyar cesidinde, P. xanthii sporlarinin

yaprak yilizeyini kapladigr goriilmektedir. Sekil 4.2.1°de Camlica Yerel ¢esidine ait,
inokulasyondan 7 giin sonra ve inokule edilmeyen bitkiler goriilmektedir (Sekil 4.2.1).

inokulasyondan 7 giin sonra Negatif Kontrol

Sekil 4.2.1. Camlica Yerel ¢esidin inokulasyondan 7 giin sonraki durumu, negatif
kontrol; inokulasyon yapilmayan Camlica Yerel hiyar bitkilerini gostermektedir
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4.2.2. Camlica yapraklarinin Trypan Blue ile boyanmasi

Inokulasyondan 2 giin sonra yapilan Trypan Blue boyama yontemi ile mikroskop
altinda Camlica Yerel hiyar yapraklarinda, P. xanthii sporlarinin ¢ogunun ¢imlendigi
goriilmektedir (Sekik 4.2.2).

Sekil 4.2.2. Camlica hiyar yapraklar tizerinde gelisen P.
xanthii'nin, Trypan Blue ile boyama sonrasi 1sik mikroskobu
altinda goriintiilenmesi; a): 4x objektif; b) 10x objektif; c) 40x
objektif biiylitmede goriiniimii

4.2.3. Camlica yapraklarinin DAB+Trypan Blue ile boyanmasi
Inokulasyondan 7 giin sonra DAB+Trypan Blue kombinasyonunda herhangi bir

siiperoksit olusmadig1 ve patojenin ¢ok daha fazla kolonize oldugu goriilmektedir (Sekil
4.2.3).

Sekil 4.2.3. Camlica hiyar yapraklar iizerinde gelisen P.
xanthii'nin Trypan BluetDAB ile boyama sonrasi 1sik
mikroskobu altinda goriintiilenmesi; @) 4x objektif; b) 10x
objektif; c) 40x objektif

22



BULGULAR M.I. TEK

4.2.4. Iinokulasyon sonras1 VT18 genel durum

VT18 hattinda ise, inokulasyondan 7 giin sonra yapraklarda P. xanthii’nin,
Camlica Yerel ¢esidine gore ¢ok daha az kolonize oldugu ve bazi1 bolgelerde HR olustugu
goriilmektedir (Sekil 4.2.4).

.
B o aammm D

inokulasyondan 7 giin sonra = Negatif K;mtrol

Sekil 4.2.4. VTI18 hattinin, inokulasyondan 7 giin sonraki durumu, negatif kontrol;
inokulasyonu yapilmayan VT18 hatti hiyarlarin1 gostermektedir

4.2.5. VT18 yapraklarinin Trypan Blue ile boyanmasi

Inokulasyondan 2 giin sonra yapilan Trypan Blue boyama sonrasinda mikroskop altinda,
VT18 yapraklarinda kiilleme sporlariin ¢imlendigi goriilmektedir. Ancak Camlica’ya
gore daha az ¢cimlenme ve spor olusumu goriilmektedir (Sekil 4.2.5).

Sekil 4.2.5. VT18 hiyar yapraklari {izerinde gelisen P. xanthii'nin
Trypan Blue ile boyama sonrasi 1sik mikroskobu altinda
goriintiilenmesi; a) 4x objektif; b) 10x objektif; ¢) 40x objektif
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4.2.6. VT18 yapraklarinin DAB+Trypan Blue ile boyanmasi

Inokulasyondan 7 giin sonra DAB+Trypan Blue boyama sonrasinda ise VT18
yapraklarinda sporlarin ¢imlendigi bolgelerde kahverengimsi renkte boyanan siiperoksit
olusumlari goriilmektedir (Sekil 4.2.6).

Sekil 4.2.6. VT18 hiyar yapraklari tizerinde gelisen P. xanthii'nin
Trypan Blue+DAB ile boyama sonrasi 151k mikroskobu altinda
goriintiilenmesi; a) 4x objektif; b) 10x objektif; c) 40x objektif

4.2.7. Iinokulasyon sonras1 Meltem genel durum

Meltem’de ise kiilleme inokulasyonu sonrasinda hastaligin genel simptomlari
gozlemlenmemistir (Sekil 4.2.7).

inokulasyondan 7 giin sonra Negatif Kontrol

Sekil 4.2.7. Meltem ¢esidinin, inokulasyondan 7 giin sonraki durumu, negatif kontrol;
inokulasyon yapilmayan Meltem c¢esidini géstermektedir
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4.2.8. Meltem yapraklarimin Trypan Blue ile boyanmasi

Inokulasyon sonrasinda, Meltem yapraklarinda P. xanthii sporlarmin nadiren
cimlendigi goriilmektedir (Sekil 4.2.8).

Sekil 4.2.8. Meltem hiyar yapraklar1 tizerinde gelisen P.
xanthii'nin Trypan Blue ile boyama sonrasi 1s1k mikroskobu
altinda goriintiilenmesi; a) 4x Objektif; b) 10x objektif; c¢) 40x
objektif

4.2.9. Meltem yapraklarinin DAB+Trypan Blue ile boyanmasi

Inokulasyondan 7 giin sonra DAB+Trypan Blue boyama sonrasinda mikroskop
altinda goriintiilenen yapraklarda konidospor ¢imlenmesinin ¢ok diisiik olmasina ragmen
stiperoksit olusumu goriilmemistir (Sekil 4.2.9).

Sekil 4.2.9. Meltem hiyar yapraklar1 {izerinde gelisen P.
xanthii'min Trypan BluetDAB ile boyama sonrasi 1s1k
mikroskobu altinda goriintiilenmesi; a) 4x Objektif; b) 10x
objektif; c) 40x Objektif
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4.3. PCR Sonuglar:

i PampA70 LB gluendol3 L) & ERFO24 LI Atlg35710 1

I PRXA4Var ) T STRLK-NFP 1 M Basickormpr1_ 1 i LRRSTPKRPK2 1

f LRR-PGIP1 1 r Tatalase Y

Mhior:s ' I Thic | Fcapip )| I Gailose ) Niwrkyio ) MNwriy2 ) Niwrkyss )

-— s s e emo =D
L e - - - D GED GED wee S —— =
MuRky22l MWRkyi ) APKKKSSKE Iviapkkil Maapkikapl MviAapks 1 FiAapkil M siez 0

e - S

T glycerol kinase 1

I ChePR 1 F<sreicer ) FERKIO T ST~7 ]

Sekil 4.3. Hedef genlere 6zgii primerler ve bitkilerden izole edilen DNA’lar kullanilarak
yapilan PCR islemi sonucu
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Hiicre redoks homeostazinda rol oynayan ve bu ¢aligmada arastirilan, Thioredoxin
F1, Thioredoxin ve Catalase peroxidase genlerine 6zgii primerler sirasiyla; ThioF1 (211
bp), Thio (452 bp) ve Catalase (847 bp) primerleridir. Bu primer c¢iftleri kullanilarak
yapilan PCR iglemi sonucu, dayanikli Meltem ¢esidi, hassas Camlica ¢esidi ve tolerant
VT18 hattinda bu genlerin oldugu belirlenmistir.

Hiyarda, MAPK sinyal yolunda rol oynayan ve bu ¢alismada arastirtlan genler
MAPK kinase kinase SSK2, MAPKK1, MAPKK1-MEKK1P, MAPK5, MAPK1, MAPK14
ve AGC kinase genleridir. Bu genlere 6zgii primerler sirasiyla; MAPKKKSSK (443 bp),
MAPKKZ1 (755 bp), MAPKK1P (261 bp), MAPKS5 (247 bp), MAPK1 (272 bp), MAPK14
(706 bp) ve AGC-CAMPPKC (256 bp) primerleridir. MAPK sinyal yolunda rol oynayan
genlerin, dayanikli, hassas ve tolerant hiyar bitkilerinde oldugu goriilmektedir.

Hiyarda patojenlere karsi savunma ile iligkili proteinlerini kodlayan ve bu
calismada arastirilan genler; Polygalacturonase Inhibitor, DNA-
Damage/Repair/Toleration DRT-100, pathogenesis-related 1, pathogen-related X4,
pathogen-related, basic form of pathogenesis related 1, glucan endo-1,3-beta-
glucosidase 8, cinnamyl alcohol dehydrogenase ve callose synthase genleridir. Bu
genlere 6zgii primerler sirasiyla; LRR-PGIP1 (243 bp), DRT-100-F (554 bp), PR1.5 (656
bp), PRXVar (260 bp), Ch4PR (1032 bp), BasicFormPR1 (320 bp), gluendo 1-3 (675 bp),
CADLP (289 bp) ve Callose (318 bp) primerleridir. Sekil 4.3’te verilen PCR islemi
sonucu bu mekanizmayla iliskili genlerin dayanikli, hassas ve tolerant ¢esitlerde, oldugu
belirlenmistir.

Pathogen-associated molecular patterns-induced A70, serine/threonine-protein
kinase D6PKL1, serine/threonine-protein kinase STE7, LRR receptor-like
serine/threonine-protein kinase RPK2, proline-rich receptor-like protein Kkinase
PERKZ10, serine/threonine-protein kinase STN7, leucine-rich repeat receptor-like protein
kinase At1g35710 ve serine/threonine receptor-like kinase NFP genleri, bitki-patojen
interaksiyonlarinda rol oynamaktadir. Bu genlere 6zgii primerler sirasiyla; PampA70
(672 bp), D6PKL1 (1528 bp), STE7 (536 bp), LRRSTPKRPK2 (950 bp), PERK10 (1444
bp), STN7 (1268 bp), At1g35710 (823 bp) ve STRLK-NFP (509 bp ) primerleridir. Sekil
4.3’te bu genlerin hassas, tolerant ve dayanikli hiyar bitkilerinde oldugu goriilmektedir.

Savunma sinyal yolunun diizenlenmesinde rol oynayan genler; ethylene-
responsive transcription factor ERF024, calmodulin binding PICBP, WRKY
transkripsiyon faktorleri (10, 2, 33, 22, 1) ve glycerol kinase genleridir. Bu genlere 6zgii
primerler sirastyla ERF024 (333 bp), CBP-PICBP (928 bp), WRKY10 (331 bp), WRKY2
(408 bp), WRKY33 (212 bp), WRKY22 (218 bp), WRKY1 (297 bp) ve glycerol kinase
(451 bp) primerleridir. PICBP primeri ile yapilan PCR islemi sonucunda, dayanikli ¢esit
Meltem’de hedeflenen bdlgenin ¢ogaltilmadig: goriilmektedir. Hassas ve tolerant cesitte
ise calmodulin binding PICBP geninde hedeflenen bdlge cogaltilmistir. Bu da calmodulin
binding PICBP geninin dayanikli Meltem’de olmadigini gostermektedir.
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4.4. izole Edilen RNA’larin CACS Primeri ile Kontrolii

Sekil 4.4. izole edilen RNA’lar (4 ul) ve CACS
primer ¢ifti kullanilarak yapilan RT-PCR
sonuglari, a, b) Meltem i6; ¢, d) Meltem is 1.
giin; €) Meltem is 2. giin; f, g) VT18i6; h) VT18
is 1. giin; i, j) VT18 is 2. giin; k, 1) Camlica i0;
m, n) Camlica is 1. giin; 0) Camlica is 2. giin, i6:
inokulasyon 6ncesi, is: inokulasyon sonrasi

Izole edilen her RNA &rneginin, miktar1 belirlenmeden énce yapilan RT-PCR
sonucu Sekil 4.4’te verilmistir. CACS primerleri ile yapilan RT-PCR sonucunda cDNA
tizerinden elde edilmesi beklenen bant boyutu (171 bp) jelde goriilmektedir. CACS
primer ¢ifti ve gJDNA kullanilarak yapilan PCR isleminde 748 bp’de vermektedir. Ancak
bu biiyiikliikte bi bant jelde goriilmemektedir (Sekil 4.4). Bu da yapilan RT-PCR
islemlerinde, primerlerin yalnizca sentezlenen cDNA’ya baglandigin1 géstermektedir.

4.5. RT-PCR Sonugclari

Her bir RNA 6rneginin miktari belirlendikten sonra, her drnekten 20 ng RNA
kullanilarak yapilan RT-PCR islemlerinin sonucu Sekil 4.5.1’de verilmistir. CACS
geninin, inokulasyon dncesi ve sonrasinda farkli ¢esitler arasinda ekspresyon seviyesinin
degismedigi goriilmektedir (Sekil 4.5 CACS).

WRKY?22 genine 6zgii primer ve VT18’den inokulasyon oncesi, inokulasyon
sonrast 1 ve 2. gilinlerde izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-PCR islemi
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soncunda, agaroz jelde bant goriilmektedir. Ayrica Meltem’den inokulasyondan 1 giin
sonra izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-PCR iglemi sonucunda da, agaroz
jelde bant goriilmektedir (Sekil 4.5 WRKY?22).

Thioredoxin F1 genine 6zgii ThioF1 primeri ve Camlica ve Meltem’den
inokulasyon 6ncesi ve sonrasindaki 1 ve 2. gilinlerde izole edilen RNA’lar kullanilarak
yapilan RT-PCR islemi sonucunda, agaroz jelde bant goriilmektedir. Sadece VT18’de
inokulasyondan sonraki 2. giinde izole edilen RNA kullanilarak yapilan RT-PCR islemi
sonucunda, agaroz jelde bant goriilmemektedir (Sekil 4.5 ThioF1).
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Sekil 4.5. Izole edilen RNAlar (20 ng) kullanilarak yapilan RT-PCR islemi sonucu elde
edilen tirtinlerin jelde goriintiilenmesi, 16: inokulasyon dncesi, is 1: inokulasyondan 1 giin
sonra, is 2: inokulasyondan 2 giin sonra

Serine/threonine-protein kinase STN7, genine 6zgii STN7 primeri ve Meltem’den
inokulasyon oncesinde izole edilen RNA kullanilarak yapilan RT-PCR iglemi sonucunda,
agaroz jelde bant goriilmemektedir. Diger ¢esitlerde ve inokulasyon sonrasinda ise farkl
yogunluklarda bantlar elde edilmistir (Sekil 4.5 STN7).

Cinnamyl alcohol dehydrogenase, genine 6zgii CADLP primeri ile yapilan RT-
PCR sonucunda, dayanikli ¢esit Meltem’den inokulasyon Oncesi izole edilen RNA ile
yapilan RT-PCR islemi sonrasinda, agaroz jelde bant goriilmemektedir. Camlica’da
inokulasyon oncesi izole edilen RNA ile yapilan RT-PCR islemi sonrasinda diger
bantlara gore daha diisiik yogunlukta bant goriilmektedir (Sekil 4.5 CADLP).

Callose synthase genine 6zgii primer ve inokulasyon sonrasindaki 2. giinde izole
edilen Camlica ve VT18 RNA’lar1 kullanilarak yapilan RT-PCR iglemi sonucunda elde
edilen iiriin, agaroz jelde goriilmemektedir. Ayrica inokulasyon sonrasindaki 1. ve 2.
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giinde izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-PCR islemi sonrasinda, diger
bantlardan daha yiiksek yogunluga sahip bantlar elde edilmistir (Sekil 4.5 Callose).

Glycerol kinase, genine 6zgii primer ve Meltemden inokulasyon dncesinde izole
edilerek yapilan RT-PCR iglemi sonrasinda elde edilen iiriinlin agaroz jelde
goriilmemektedir. VT18 ve Camlica’da inokulasyon Oncesi ve sonrasindaki 1 ve 2.
giinlerde ise bant goriilmektedir. Ayrica Meltem’de inokulasyon sonrasindaki 1 ve 2.
giinde de bant goriilmektedir (Sekil 4.5 Glycerol kinase).

Pathogen-related X4, genine 6zgii PRX4 primerleri kullanilarak yapilan RT-PCR
islemi sonucunda, inokulasyon Oncesi Meltem’den izole edilen RNA’lar harig, diger
zamanlarda (inokulasyon sonrasi 1 ve 2. giin) Meltem’den ve diger hassas ve tolerant
bitkilerden izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-PCR islemi sonucunda agaroz
jelde bant goriilmektedir (Sekil 4.5 PRX4).

Serine/threonine receptor-like kinase NFP genine 6zgii STRLKNFP primeri ve
Meltem inokulasyon sonrasi 1 ve 2. giinde izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-
PCR islemi sonrasinda elde edilen iiriin agaroz jelde goriilmektedir. Ayrica VT18’de
inokulasyondan 2 giin sonra izole edilen RNA’lar ile yapilan RT-PCR isleminde de bant
goriilmektedir. Hassas Camlica’dan izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-PCR
islemi sonrasinda ise agaroz jelde bant goriilmemektedir (Sekil 4.5 STRLKNFP).

Serine/threonine-protein kinase D6PKL1 genine 6zgii D6PKLI1 primeri ve
inokulasyon sonrasinda 1. ve 2. giinlerde, Meltem ve VT18’den izole edilen RNA’lar
kullanilarak yapilan RT-PCR islemi sonucunda, agaroz jelde bant goriilmektedir. Ayrica
Camlica’da inokulasyon sonrasindaki 2. giinde izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan
RT-PCR islemi sonrasinda da bant goriilmektedir (Sekil 4.5 D6PKLI).

Catalase peroxidase, genine 6zgii primer ve VT18’den inokulasyon Oncesi,
inokulasyon sonrast 1 ve 2. giinde izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-PCR
islemi sonucu, agaroz jelde bant olarak goriilmektedir. Ayrica Camlica’dan ve
Meltem’den inokulasyon sonra 1. giinde izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-
PCR islemi sonucunda da, agaroz jelde bant goriilmektedir (Sekil 4.5 Catalase).

Polygalacturonase inhibitor, genine 6zgii LRRPGIP primeri ve VTI18’den
inokulasyon Oncesi, inokulasyon sonrasindaki 1 ve 2. giinlerde izole edilen RNA’lar
kullanilarak yapilan RT-PCR islemi sonrasinda, agaroz jelde bant goriilmektedir. Ayrica
dayanikli Meltem’den inokulasyon sonrasinda 1 ve 2. giinlerde izole edilen RNA’lar
kullanilarak yapilan RT-PCR islemi sonucunda da agaroz jelde bant gortilmektedir (Sekil
4.5 LRRPGIP) .

Elde edilen jel goriintiileri (Sekil 4.5) GelAnalyzer 19.2 ile analiz edilmistir ve
elde edilen Raw VVolume degerleri kullanilarak kalibre degerleri hesaplanmistir. Yapilan
analiz sonuglar1 ve kalibre degerler ¢izelge halinde EK 1°de verilmistir.
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4.6. Kalibre deger ile cizgi grafiklerinin cizilmesi

EK 1°de, hesaplanan kalibre degerler kullanilarak ¢izgi grafik olusturulmustur.
Bu grafikler Sekil 4.6’da verilmis olup ilgili genin ismi grafiklerin iistiinde belirtilmistir.
Dayaniklilik ile iliskili genlerin inokulasyon dncesi ve sonrasindaki 1 ve 2. giinlerde farkl
cesitler arasinda ekspresyon seviyeleri arasindaki farkliliklar: gosterilmistir.

Glveerol kinase Serine/threonine-protein kinase STN7 Cinnamyl alcohol dehydrogenase

WRKY22 Pathogen-related X4 Catalase peroxidase

Meltem VT8 Camhca Referans Melterr VT18 Camhca Referans Meltem vT18 Camiica Referans

Serine/threonine-protein kinase Thioredoxin F1 Polygalacturonase inhibitor
D6PKL1

Meltem VT18 Camlica Referans Meltem VT18 Camhca Referans Meltemn vT18 Cambica

Callose synthase Serine/threonine receptor-like
12 kinase NFP

Sekil 4.6. Verilere gore olusturulan, farkli genlerin farkli cesit ve zamanlarda
ekspresyon seviyelerini gosteren ¢izgi grafigi (i6: inokulasyon oncesi, is 1:
inokulasyondan 1 giin sonra, is 2: inokulasyondan 2 giin sonra)

Glycerol kinase’in, dayanikli Meltem ¢esidinde, inokulasyon sonrasinda,
oncesine gore yliksek seviyede ifade oldugu goriilmektedir. Ayrica inokulasyon
sonrasinda 1 ve 2. giinlerde, VT18 ve Meltem’de bu genin ekspresyon seviyesinin
Camlica’dan daha yiiksek seviyede oldugu Sekil 4.6’da gosterilmistir.

Serine/threonine-protein kinase STN7 geninin inokulasyon sonrasinda, dayanikli
cesit Meltem’de inokulasyon Oncesine gore arttig1 goriilmektedir. Bu genin VT18’de
ekspresyon seviyesi daha yiiksek olmasina ragmen inokulasyon oOncesinde veya
sonrasinda, ekspresyon seviyesinde farklilik bulunmamaktadir. Ayrica Serine/threonine-
protein kinase STN7’nin inokulasyon sonrasinda 1 ve 2. giinde ekspresyon seviyesinin en
diisiik oldugu bitki Camlica hiyar ¢esididir (Sekil 4.6).
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Cinnamyl alcohol dehydrogenase’in, inokulasyon 6ncesi ve sonrasinda dayanikli
Meltem ve hassas Camlica’da ekspresyon seviyesinin arttigi goriilmektedir. inokulasyon
Oncesi ve sonrasinda bu genin ekspresyon seviyesinin en yiliksek VT18’de oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.6).

Pathogen-related X4 geninin inokulasyondan sonra tolerant VTI18’de,
inokulasyon dncesine gore ekspresyon seviyesinde farklilik bulunmamaktadir. Dayanikli
Meltem’de ise inokulasyon sonrasindaki 1. glinde artmis olmasina ragmen hassas ¢esit
Camlica’daki ayn1 genin ekspresyon seviyeleri arasinda ¢ok farklilik bulunmamaktadir
(Sekil 4.6).

WRKY?22’nin inokulasyondan sonra 1. giinde dayanikli Meltem ve tolerant
VTI18’de ekspresyon seviyesinin arttigi, 2. glinde diistiigii tespit edilmistir. Hassas
Camlica’da ise inokulasyon sonrasindaki 1. ve 2. giinlerde ekspresyon seviyesinde artig
goriilmemistir ve en diisiik seviyededir (Sekil 4.6).

Catalase peroxidase’mn inokulasyon sonrasindaki 1. giinde hassas Camlica’da
ekspresyon seviyesinin arttigi goriilmektedir. En yiiksek ekspresyon seviyesi VT18’de
olmasima karsin, inokulasyon dncesinde ve sonrasindaki 1 ve 2. Giinlerde ekspresyon
seviyeleri arasinda arti§ ya da azalma goriilmemektedir (Sekil 4.6).

Serine/threonine-protein kinase D6PKL1’in inokulasyondan sonra 1. giinde,
dayanikli Meltem ve tolerant VT18’de ekspresyon seviyesinin arttigr goriilmiistiir.
Camlica’da ise aynm1 genin ekspresyon seviyesi, inokulasyondan 2 giin sonra arttigi
gorilmektedir. Ancak ekspresyon seviyesi, artmis olmasina ragmen dayanikli ve tolerant
hiyar bitkilerine gore daha diisiik seviyededir (Sekil 4.6).

Thioredoxin F1 geninin dayanikli ve hassas hiyar bitkilerinde inokulasyon dncesi
ve sonrasinda ekspresyon seviyeleri ¢ok fazla degismemistir. Ancak tolerant VT18’de,
bu genin ekspresyon seviyesi, inokulasyondan 2 giin sonra birden diistiigli goriilmiistiir
(Sekil 4.6).

Polygalacturonase inhibitor, geninin dayanikli Meltem’de inokulasyondan 1 giin
sonra, tolerant VT18’de ise 2 giin sonra ekspresyon seviyesinin arttig1 goriilmektedir.

Ayni genin ekspresyon seviyesinin, hassas Camlica’da artmadigi gosterilmistir (Sekil
4.6).

Callose synthase geninin ekspresyon seviyesinin, inokulasyondan 1 giin sonra
yalnizca dayanikl ¢esit Meltem’de arttig1 tespit edilmistir. Tolerant ve hassas bitkilerde,
bu genin ekspresyon seviyesi, inokulasyondan sonra artmamistir (Sekil 4.6).

Serine/threonine receptor-like kinase NFP’nin inokulasyondan sonra dayanikli
Meltem’de ekspresyon seviyesi inokulasyondan 1 giin sonra diisiik miktarda artmistir.
Ayni1 genin ekspresyon seviyesi tolerant VT 18’de inokulasyondan 2 giin sonra artmistir.

Hassas Camlica’da ise bu genin ekspresyon seviyesinde bir artis tespit edilmemistir (Sekil
4.6).
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4.7. Plazmitin Kontrolii

Heatshock sonrasinda, E. coli bakterilerinin antibiyotik icermeyen ortamda yogun
olarak cogaldig1r (Sekil 4.7a) ve Spektinomisin igeren besi ortaminda c¢ogalmadigi
goriilmiistiir (Sekil 4.7¢). Plazmiti tasiyan E. coli hiicrelerinin, Kanamisin i¢eren LBA
ortaminda ¢ogaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.7b).

Sekil 4.7. LBA besiyerindeki E. coli hiicreleri; a) Antibiyotik i¢cermeyen LBA; b)
Kanamisin igeren LBA; ¢) Spektinomisin iceren LBA

4.8. Plazmitin PCR ile Kontrolii

Kanamisin i¢eren besi ortamindan segilen koloniler ile yapilan PCR islemi sonucu
plazmitin E. coli’ye basarili bir sekilde aktarildigi gorilmektedir (Sekil 4.5.2).
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Sekil 4.8. AgrolnsCont primer ¢ifti kullanilarak yapilan PCR sonucu

4.9. Plazmitin Restriksiyon Enzimleri ile Kontroli

Plazmit, yeniden izole edildikten sonra restriksiyon enzimleri ile yapilan kesim
sonucu, plazmitin basarili bir sekilde izole edildigini gostermektedir (Sekil 4.9). Sekil
4.5.3’te restriksiyon enzimlerinin plazmit haritasinda belirtilen yerdeki gibi, plazmiti
fragmentlere ayirdig1 goriilmektedir.
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Pmel+Pmill BsmBl  Uncut Plasmid 1KB LADDER

10.000
8.000
6.000
5.000
4.000
3.500
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2.500
2.000

Sekil 4.9. E. coli’den izole edilen plazmitin farkli kesim
enzimleri ile kesilmesinin ardindan %]1’lik jelde
goriintiilenmesi, Uncut Plasmid, sirkiilar yapida dogrudan
jele yiiklenen plazmiti gdstermektedir. BsmBI; yalnizca
BsmBI ile kesilerek lineer hale getirilen plazmiti ve
Pmel+Pmll; her iki kesim enzimi ile kesilen plazmiti
gostermektedir.

4.10. Agrobacterium tumefaciens EHA105 LBA’da Cogalmasi

Elektroporasyon sonrasinda, Agrobacterium tumefaciens EHA105 hiicrelerinin,
Rifamisin ve Kanamisin igeren besi ortaminda ¢ogaldigi goriilmektedir. EHA105 straini,
Rifamisin antibiyotigine dayanikli olmasinin yanisira plazmiti de tasidigindan dolay1
Kanamisin ve Rifamisin igeren LBA ortaminda basarili bir sekilde ¢ogalmistir (Sekil
4.10).
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Sekil 4.10. Elektroporasyon sonrasinda Rifamisin ve
Kanamisin  igceren = LBA  iizerine  ekilen
Agrobacterium tumefaciens EHA105 hiicrelerinin 2
giinliik inkiibasyon sonrasinda goriiniimii

4.11. MLO-mutant Hiyar Bitkilerinin Elde Edilmesi

MS bazli seleksiyon ortamina yerlestirilen siirglinlerin gelisimi gézlemnlenmistir.
T-DNA araciligi ile aktarilan BIpR transgenini tasiyan bitkilerin, glufosinate-ammonium
igeren seleksiyon ortaminda gelismeye devam ettigi goriilmistiir (Sekil 4.11a). Ancak
transformasyonun basarili olmadigi bitkilerin, bu seleksiyon ortaminda canliliginit devam
ettiremedigi goriilmiistiir (Sekil 4.11b). Bu da seleksiyonun ve transformasyonun basarili
bir sekilde yapildigini gostermektedir.

Sekil 4.11. Siirgiinlerin bitki doku kiiltiirii kaplarina aktarildiktan 3 hafta sonraki
goriiniimii; a) Transforme olan eksplantlardan gelisen siirgiin; b) Transforme olmayan ve
seleksiyon ortamindaki glufosinate-ammonium’dan dolay1 sararan siirgiin

36



BULGULAR M.I. TEK

4.12. MLO-mutant Hiyar Bitkilerinde T-DNA’nin PCR ile Kontrolii

Seleksiyon ve aklimatizasyon sonrasinda elde edilen bitkilerden izole edilen DNA
ve Cas9F/Cas9R primerleri kullanilarak yapilan PCR islemi sonucu Sekil 4.12°de
gosterilmektedir. Elde edilen 6 bitkinin, 3 tanesinin (Sekil 4.12 b, d, ) T-DNA’y1 tagidigi
goriilmektedir.

Sekil 4.12. Elde edilen 6 bitkinin Cas9F ve Cas9R primerleri ile kontrolii a, b, c, d, €, f)
Elde edilen bitkiler
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5. TARTISMA

Hiyardaki kiilleme hastaligina iki farkli patojen neden olmaktadir. Bunlar
Golovinomyces cichoracearum (Erysiphe cichoracearum) ve Podosphaera xanthii
(Sphaerotheca fuliginea) patojenleridir (Block ve Kathleen 2005). Bu patojenler verim
ve kalitede ciddi kayiplara yol agarak diinya ¢apinda hiyar iiretimini etkilemektedir.
Obligat biyotrofik ektoparazit Podosphaera xanthii'nin neden oldugu kiilleme, hiyar da
dahil olmak tizere kabakgillerde, gdze ¢arpan ve en yaygin fungal hastaliktir. Bu hastalik
ile miicadelede yaygin olarak fungusitler kullanilmaktadir (Xu vd. 2016). Bununla
birlikte, ¢evreye ve insan sagligina zararli olmasinin yani sira, asir1 fungisit kullanimi, P.
xanthii poptilasyonlar1 tizerindeki fungisit direncini arttirabilir (Rubio vd. 2015). Ayrica
kiilleme etmenleri, son donemlerde kiiresel 1sinmanin etkisiyle tarimsal {iretimde daha da
onemli bir konumda yer almakta ve zarar diizeyi artan fungal etmen olarak anilmaktadir
(Tiimay ve Ozkaya 2020). Bu nedenle kiilleme hastalik etmenlerini kontrol etmek igin
alternatif yollar bulunmalidir.

Bu alternatif yontemlerden en dénemlisi kiillemeye kars1 dayanikli veya tolerant
cesitlerin gelistirilmesidir. Ciinkii dayanikli ve tolerant cesitlerin gelistirilmesi, hiyar
yetistiriciliginde kiilleme hastaliklar1 ile miicadelede en ekonomik ve cevre dostu
yontemdir. Ancak kiillemeye kars1 dayanikli hiyar cesitlerinin gelistirilmesi i¢in,
bitkilerin kiillemeye kars1 genetik ve molekiiler savunma mekanizmalarinin anlagilmasi
cok oOnemlidir. Kiillemeye karsi dayanikliligin karakterizasyonu 1960’11 yillarda
baglamistir. Gliniimiizde bu alanda, dayaniklilik karakterizasyonu ve genetik haritalama
calismalar1 devam etmektedir.

Ancak bu ¢aligmalarda tanimlanan QTL’lerin sicakliga bagli olarak degismesi,
bazilarinin tutarsiz olmasi ve 7. Kromozom hari¢ geriye kalan 6 kromozom {izerinde bir
cok bolgede dayaniklilik ile ilgili QTL bulunmasi gibi nedenlerden dolayi, kiillemeye
kars1 dayaniklilik mekanizmalart ile ilgili bilgiler belirsizligini stirdiirmektedir.

Calismamizda kiilleme dayanmiklilik mekanizmalarinin arastirilmasi amaciyla,
kiillemeye kars1 verdikleri tepkileri bilinen 3 farkli hiyar ¢esit ve hatti1 kullanilmistir.
Bunlar dayanikli Meltem cesidi, hassas Camlica Yerel ¢esidi ve tolerant VT18 hattidir
(Yiiceson vd. 2020).

R genleri aracilig1 ile kazandirilan dayaniklilik genellikle programli hiicre 6liimii
ve HR ile iliskilendirilir (Cui vd. 2015). Kiilleme inokulasyonu sonrasinda tolerant VT18
hattinda siiperoksitlerin olustugu ve HR gerceklestigi goriilmektedir. Ancak kiilleme
etmeninin gelisiminin yavas da olsa devam ettigi goriilmektedir. Yapilan mikroskobik
gozlemlerde, inokulasyondan sonra P. xanthii konidiosporlarinin ¢imlendigi ve fungal
yapilarinin gelistigi bulunmustur.

Dayniklilik genellikle HR ile iliskilendirilmesine ragmen, dayanikli Meltem
cesidinde kiilleme inokulasyonu sonrasinda siiperoksit olusumu ve HR goriilmemistir.
Ancak inokule edilen P. xanthii konidiosporlarinin, yeni konidiosporlar1 olusturmadigi
goriilmektedir. Hasssas ¢esit olan Camlica Yerel yapraklarinda ise P. xanthii
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konidiosporlarinin ¢ok sayida ¢imlendigi ve fungal kitlenin yaprak yiizeyini kapladig
goriilmektedir.

VT18 ve Meltem’de yapilan mikroskobik goézlemler (Trypan Blue ve DAB
boyama), konuk¢unun kiillemeye karsi savunmada farkli mekanizmalarin rol oynadigini
gostermektedir. VT18’de gergeklesen ROS birikimi ve HR, P. xanthii enfeksiyonun
yayilmasini engellemektedir.

Meltem’de ise ROS ve HR goriilmemesine ragmen, kiillemenin tipik belirtileri
goriilmemistir. Ayrica P. xanthii yaprak yiizeyinde gelisememis ve konidiosporlarinin
cogu c¢imlenmemistir. Meltem’deki dayanikliligin, konuk¢unun sahip oldugu farkli
savunma mekanizmalar ile iligkili oldugunu veya farkli savunma mekanizmalarinin
aktive olmasit ile iligkili oldugunu géstermektedir.

Her ¢esitten izole edilen DNA’lar kullanilarak yapilan PCR isleminde 35 farkli
gene Ozgll primerler kullanilmistir. PCR sonucunda, Csa_5G451650 (LOC101218934)
genine 6zgii primerlerin, Meltem’de hedeflenen bdlgeyi cogaltmadigi goriilmektedir.
Ancak tolerant VT18 ve hassas Camlica’da ise hedeflenen bolgenin primerler tarafindan
cogaltildig1 ve genin bu cesitlerde mevcut oldugu belirlenmistir. Diger primerler ile
yapilan PCR islemlerinin sonuglarinda, farkli cesitler arasinda baska farkliliklar
bulunmamaktadir. Csa_5G451650 (LOC101218934) geni, calmodulin binding protein
PICBP (Kalmodulin baglayan protein PICBP)’yi kodlamaktadir. Bu gen hiyarda 5.
kromozom tizerinde 19651486-19654822 niikleotitler arasinda bulunmaktadir.

Daha onceki ¢aligmalarda MLO proteinlerinin kalmodulin baglayici proteinler
oldugu ve kalmodulin baglanmasinin arpanin kiillemeye duyarliligini arttirdigi
bildirilmistir. Ayrica in-vivo kosullarda, MLO proteinindeki kalmodulin baglanma
domaininin fonksiyonel kaybi, MLO genlerinin neden oldugu duyarliligi %50 oraninda
azaltmistir (Kim vd. 2002a).

Savunma sinyal yolu regiilasyonlarinda rol oynayan bu genin, dayanikli ¢esit
Meltem’de varligi tespit edilmemistir. Bu nedenle Csa_5G451650’in savunma sinyal
yolu regiilasyonlarinda, arpada oldugu gibi hiyarda dakiillemeye karsi dayaniklilikta
negatif rol oynadigini diistindliirmektedir.

Farkli ¢esitlerden, inokulasyon oncesi ve inokulasyon sonrasi 1 ve 2. gilinlerde
izole edilen RNA’lar kullanilarak RT-PCR islemi yapilmistir. CACS referans genine
Ozgl primer cifti kullanilarak yapilan RT-PCR sonucu, GelAnalyzer 19.2 programi
kullanilarak analiz edildiginde, ekspresyon seviyelerinin farkli ¢esitlerde ve zamanlarda
degismedigi tespit edilmistir. Bu da yapilan RT-PCR isleminin giivenilirligini
gostermektedir.

Serine/Threonine-protein Kinase D6PKL1 geninin, Meltem ve VTI18’de
inokulasyon sonrasinda 1. giinde ekspresyon seviyesinin arttii belirlemistir.
Inokulasyondan 1 giin sonra, hassas gesitte ekspresyon seviyesinde kayda deger bir artis
goriilmemistir. Camlica’da 2. giinde bu genin ekspresyon seviyesinde artig goriilmesine
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ragmen, dayanikli ve tolerant gesitlere gore bu seviye disiiktiir. Haynaldia villosa’da
bulunan, Serine/Threonine-protein Kinase gen ailesinden, Stpk-V (Serine/Threonine-
protein Kinase V) geninin, Blumeria graminis f. sp. tritici enfeksiyonu sonrasi
indiiklendigi bilinmektedir (Cao vd. 2011). Dayanikli ve tolerant hiyar bitkilerinde,
Csa_6G450970 (LOC101210027) geninin, enfeksiyondan 1 giin sonra ekspresyon
seviyesinin artmasi, bu genin patojenin penetrasyon asamasinda konukcu tarafindan
taninmasini sagladigini akla getirmektedir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, hiyar-P.
xanthii interaksiyonunda aday bir reseptor olabilir.

Calisma kapsaminda ekspresyon seviyeleri belirlenen, KEGG Pathway Database
igerisinde, bitki patojen interaksiyonlarinda rol oynayan diger bir gen ise serine/threonine
receptor-like kinase NFP’dir. NFP’nin inokulasyon sonrasinda VT18 ve Meltem’de
ekspresyon seviyelerinin arttigi goriilmektedir. Ayrica ekspresyon seviyesinin hassas
Camlica’da degismedigi ve diisiik seviyede oldugu goriilmektedir. VT18’de bu genin,
inokulasyon sonrasinda ekspresyon seviyesi, Serine/Threonine-protein Kinase
D6PKL1’den daha diisiiktlir. Ancak Meltem’de NFP’nin inokulasyondan 1 giin sonraki
ekspresyon seviyesi VT18’den daha yiiksek oldugu goriiliirken, inokulasyondan 2 giin
sonra ise VT18’de daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. NFP’nin inolulasyon sonrasinda
dayanikli ve tolerant gesitlerde ekspresyonunun artmasi, kiilleme etmeninin konukc¢u
tarafindan taninmasinda baska bir aday reseptdr olabilecegini gostermektedir.

KEGG Pathway Database icerisinde, bitki patojen interaksiyon yolaginda yer alan
diger bir gen, Serine/threonine STN7’in , inokulasyondan 1 ve 2 giin sonra ekspresyon
seviyesindeki en yiiksek artisin Meltem’de oldugu belirlenmistir. Ayrica ayni genin VT18
ve Meltem ekspresyon seviyesinin, hassas Camlica ¢esidine gore daha yiiksek miktarda
ifade edildigi goriilmektedir. Ancak STN7’in VTI18’de ekspresyon seviyesinin
inokulasyon Oncesi ve sonrasinda degismedigi tespit edilmistir. Meltem’de bu genin
yiiksek oranda indiiklenmesi, STN7’in dayanikli Meltem ¢esidi i¢in, tolerant VT18’e gore
daha 6nemli bir rol oynadigi anlamina gelebilir.

PG’ler (Polygalacturonase) fungal patojenite faktorleridir. Enfeksiyonun ilk
asamalarinda iretilen ve bitki hiicre duvari bileseni olan poligalakturonu parcalarlar.
Fungal PG enzim aktivitesine karsi, bitkiler de fungus enfeksiyonunu sinirlandirmak igin
hiicre duvarina baglanan poligalakturonaz inhibe edici proteinler (PGIP) kullanirlar (De
Lorenzo ve Ferrari 2002). Polygalacturonase inhibitor genlerinden Cucsa.038100.1’in
hassas Camlica’da bulunmasma ragmen ifade olmadigi goriilmektedir. Dayanikli ve
tolerant hiyarlarda ise inokulasyondan sonra ekspresyon seviyesinin, hassas ¢eside gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Camlica’da, enfeksiyonun c¢ok hizli bir sekilde
gerceklesmesinin nedeni, bu genin ifade olmamasiyla iliskili olabilir. PG ile hiicre
duvarini parcalayan diger funguslara karsi dayaniklilikta etkili oldugu gibi, hiyarda
kiilleme hastaligina karsi dayaniklilikta da polygalacturonase inhibitor geni rol
oynamaktadir.

Hiyarda bulunan PR genlerinden Csa_6G338110, PR proteinlerinden X4
varyantin1 kodlamaktadir. KEGG bitki patojen interaksiyonu yolaginda, hiyar bitkisinde
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fungal patojenlere kars1 dayaniklilikta rol oynayan gen olarak belirtilmistir. inokulasyon
sonrasinda dayanikli bitkide, ekspresyon seviyesi artarken, hassas olan Camica’da
ekspresyon seviyesi diismiistiir. VT18’de en yiiksek ekspresyon seviyesi olmasina
ragmen, bu genin P. xanthii ile indiiklenmedigi gorilmektedir. Bu nedenle,
Csa_6G338110 dogrudan kiillemeye karsi savunmada rol oynadigi diisiiniilmemektedir.

Patojenlere kars1 savunma ile iligkili proteinlerden, Cucsa.219440.1 geni, hiyarda
cinnamyl alcohol dehydrogenase proteinini kodlamaktadir. Bu protein hiicre duvarinin
fiziksel olarak gii¢lendirilmesi ve patojenin penetrasyonunun engellenmesi amaci ile bitki
tarafindan sentezlenir. Ozellikle bitki hiicre duvarmin gii¢lendirilmesinde kilit rolde yer
alirlar, ¢iinkii lignin biyosentezi i¢in kaynak olan monolignol sentezinde rol oynarlar
(Kim vd. 2004). Ayrica bakteriyel ve fungal patojenlere karsi savunmada rol oynarlar
(Rong vd. 2016). Bu genin dayanikli gesitte, inokulasyon sonrasinda yiiksek oranda
indiiklendigi goriilmektedir. Fakat ayni genin ekspresyon seviyesinin, inokulasyon
sonrasinda hassas cesitte de dogrusal olarak arttigir goriinmektedir. Cucsa.219440.1’in
inokulasyondan sonra ekspresyon seviyesinin VT18 ve Meltem’de yiiksek oldugu
bulunmustur. Ancak VTI18’de bu genin kiilleme enfeksiyonu ile indiiklenmedigi
goriilmektedir. Cucsa.219440.1°in hassas, tolerant ve dayanikli ¢esitlerde de ekspresyon
seviyesinin yiiksek olmasi, Cucsa.219440.1’in hiicre duvar1 kalinlasmasinda tek basina
etkili rol oynamadigim1 gostermektedir. Ayrica bu enzimin bitki tarafindan, diger
patojenlere karsi sentezlendigi gibi, kiillemeye kars1 da sentezlendigi goriilmektedir.

Calismada ekspresyon seviyeleri belirlenen, patojenlere karsi savunma ile iligkili
proteinlerden sonuncusu Callose proteinidir. Callose proteini hiyarda, Cucsa.249900.1
tarafindan kodlanmaktadir. Callose proteini, bitki biiylime,gelisimi ve farkli stres
kosullarina kars1 yanit olarak kodlanmaktadir. Patojenlere karsi savunmada rol oynayan
bu protein, hiicre duvarinda birikir ve hiicre duvarinin kalinlagmasini saglar. Bu sayede
patojen penetrasyonunu yavaslatmak ve engellemek icin fiziksel bariyer gérevi goriir.
Arabidopsis’te callose birikiminin kiillemeye kars1 dayanikliligi sagladigi belirtilmistir
(Nauman vd. 2013). Arabidiopsis’te oldugu gibi, dayanikli Meltem ¢esidinde, Callose
ekspresyonunun kiilleme inokulasyonu sonrast indiiklendigi, tolerant ve hassas
cesitlerden daha yiiksek seviyede ifade oldugu goriilmektedir. Dayanikli ve tolerant
cesitler arasindaki farkliligin nedenlerinden birisi Callose’un ekspresyon seviyesiyle ilgili
oldugu sonucuna varilmaktadir.

Thioredoxin (Trx), ROS akisini diizenler ve ROS seviyesinde degisimlere sebep
olurlar. Dayanikli ve hassas hiyar hatlarind Trx ’lerin birikmis oldugu bildirilmistir (Xu
vd. 2019). Hiyarda bu proteini kodlayan genlerden birisi Cucsa.356300.1 genidir ve T
Thioredoxin F1 proteinini kodlamaktadir. Her gesitte bu genin ekspresyon seviyesi
inokulasyon oncesinde ve 1 giin sonrasinda yiiksektir. Ancak inokulasyondan 2 giin
sonra, VT18 hattinda, Cucsa.356300.1’in ekspresyon seviyesinin diger bitkilere gore
birden diistiigli goriilmektedir. VT18’de HR ger¢eklesmesinin nedenlerinden birisi, bu
genin ekspresyon seviyesindeki bu diismeden kaynakli olabilir.
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Xu vd. (2019)’un c¢aligmasinda, Catalase’in hiyarda, hassas bitkilerde daha
yiikksek oranda indiiklendigi belirtilmistir. Catalase peroxidase (Cucsa.272120.1)’in
ekspresyon seviyesinin hassas ¢esitte, dayanikli Meltem cesidine gore yiiksek oldugu
goriilmektedir. En yiiksek ekspresyon seviyesi VT18’de olmasina ragmen inokulasyon
oncesinde ve sonrasinda ekspresyon seviyesinde bir degisiklik olmamustir. Inokulasyon
Oncesine gore, ekspresyon seviyesi en fazla artan ¢esit ise, hassas Camlica’dir. Katalazin,
H20:-’yi suya ve oksijene doniistiirdiigii (Mittler 2002) diisliniildiigiinde, ekspresyonun
indiiklenmesinin, kiillemeye karst savunmay1 olumsuz etkiledigi diistiniilebilir.

Glycerol kinase, Arabidiopsis’te NHO1 geni tarafindan kodlanmaktadir. Glycerol
kinase, gliserolii fosforilasyon araciligi ile, gliserol-3-fosfata doniistiirmektedir.
Pseudomonas syringae tarafindan bu genin dayanikli ekotipte indiiklendigi ve bu
patojene kars1 dayaniklilikta kilit bir rol oynadigi tespit edilmistir (Kang vd. 2003).
Ayrica NHO1 geni tarafindan kodlanan glycerol kinazin, gliserol-3-fosfata seviyeleri
arttirdigit  ve hemibiyotrofik patojen olan Colletotrichum higginsianum karsi
dayaniklilikta rol oynadigi bildirilmistir (Chanda vd. 2008). Ayrica Li vd. (2020)’nin
calismasinda, bugdayda gliserol uygulamasiin, Blumeria graminis f. sp. tritici’ye karsi
dayaniklilig indiikledigi bildirilmistir. Hiyarda bu proteini kodlayan Cucsa.105620.1’in
kiilleme enfeksiyonu sonrasinda dayanikli ¢esit olan Meltem’de, yiiksek oranda
indiinlendigi bulunmustur. Diger bitkilerde inokulasyon dncesi ve sonrasinda ekspresyon
seviyelerinde degisiklik olmasa da Cucsa.105620.1’in ifade oldugu goriilmektedir.
Bunun nedeni, Cucsa.105620.1’in, hiicre igerisinde farkli goérevlerde de rol
oynamasindan kaynakli olabilecegi dislinlilmiistiir. Bu sebeple Cucsa.105620.1’in
kiillemeye kars1 dayaniklikta, konuk¢u savunma sinyal yolunun diizenlenmesinde 6nemli
bir regiilatér oldugu diisiiniilebilir. Ancak VT18 ve Camlica’da bu genin inokulasyon
sonrasinda, ekspresyon seviyesi degismese de, yiliksek seviyelerde ifade oldugu
gorilmektedir.

WRKY transkripsiyon faktorleri, bitkilerde farkli stres kosullarina karsi verilen
yanitta diizenleyici rolde gorev alirlar (Gao vd. 2020). Bunlardan birisi de hiyarda
bulunan WRKY 22 transkripsiyon faktoriidiir. WRKY 22 nin kiilleme inokulasyondan 1 giin
sonra dayanikli ve tolerant bitkilerde ekspresyon seviyelerinin artti§ini, 2. Glinden sonra
ise yeniden diistiigli goriilmektedir. Ancak hassas Camlica’da WRKY22’nin ifade
olmadigr goriilmektedir. Sonuglar WRKY22’nin kiilleme enfeksiyonun ilk agamalarinda,
savunma sinyal yolunun diizenlenmesinde, aday bir gen oldugunu gdstermektedir.

Kiillemeye kars1 dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesindeki zorluklar, biyoteknolojik
yontemleri 6n plana ¢ikarmaktadir. Transkriptomik ve proteomik yaklagimlar hastaliklara
karst dayaniklilik mekanizmalarinin daha net anlagilmasini saglamaktadir (Plett ve
Martin 2018). Ayrica bitkilerde bulunan hassaslik genleri iizerinde mutasyon meydana
getirilerek S genlerinin fonksiyonlariin kaybetmesi saglanmaktadir. Bu sayede bitkilere
istenilen dayaniklilik kazandirilmaktadir. En etkili gen diizenleme teknigi olan
CRISPR/Cas9 ile bu dayaniklilik, klasik 1slahla karsilastirildiginda bitkilere ¢ok daha kisa
sirede kazandirilmaktadir. Buna en i1yi O6rnek ise, Nekrasov vd. (2017) tarafindan
yalnizca 11 ayda gelistirilmis olan, transgen igermeyen ve kiillemeye dayanikli domates
cesidi Tomelo’dur. Bu oOrnek, dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesinde biyoteknolojik
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yontemlerin gelecek yillarda, bitki 1slahinda ¢ok daha yogun kullanilacagini
gostermektedir.

Hiyarda bulunan MLO1, MLO8 ve MLO11 genlerinin, kiillemeye kars1 duyarlilig
arttirdig1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Berg vd. 2015; Berg vd. 2017). Bu nedenle
calisma kapsaminda, bu genler lizerinde CRISPR/Cas9 yontemi ile mutasyon meydana
getirilerek, MLO-mutant hiyar bitkileri elde edilmistir. Elde edilen MLO-mutant ADR27
bitkileri hem transkriptomik analizler hem de dayanikli ¢esit gelistirmek amact ile
kullanilabilir.
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6. SONUCLAR

P. xanthii’nin hiyarda neden oldugu kiilleme hastaligi, {iretim sirasinda verim ve
kalite kayiplarina neden olmaktadir. Kiillemeye karsi dayaniklilik mekanizmalarinin
bilinmesi, dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesine katkida bulunmaktadir. Bu nedenle ¢caligma
kapsaminda, dayanikli Meltem g¢esidi, tolerant VT18 hatti ve hassas Camlica Yerel
cesitleri arasindaki P. xanthii kars1 savunmada rol oynadigi diisiiniilen genler, PCR ve
RT-PCR ile karsilastirilmistir.

Csa_5G451650 geni, calmodulin binding protein PICBP (Kalmodulin baglayan
protein PICBP)’i kodlamaktadir. Hassas ve tolerant hiyarlarda, Csa_5G451650 geninin
varligi PCR ile dogrulanmistir. Ancak dayanikli Meltem’de bu genin bulunmadigi
goriilmektedir. Bu nedenle Meltem’deki bu farkliligin, kiillemeye karsi duyarliligi
azalttig1 sonucuna varilmaktadir.

(Calismada belirlenen genlerin, hassas, tolerant ve dayanikli hiyarlarda, kiillemeye
kars1 farkli savunma sistemlerinde rol oynadig1 gosterilmistir. Bu mekanizma cesitler
arasinda karsilastirilmistir. Ayrica bazi genlerin, kiillemeye kars1 konuk¢u savunmasini,
negatif yonde diizenledigi ve duyarlilign arttirdigi 6ne siirilmiistiir. Csa_5G451650
geninin, kalmodulin baglayici bir protein olup, kiillemeye kars1 hassasligi arttirdigi 6ne
stirilmustiir. Son yillarda R genlerine alternatif olarak S genlerinin tanimlanmasinin da
Oonemi arttig1 distiniildiigiinde, Csa_5G451650 geni gelecekte yapilan ¢alismalarda
karakterize edilebilir.

RT-PCR ve Trypan Blue+DAB boyama ile yapilan mikroskobik gézlemler, VT18
hattinda, kiilleme enfeksiyonu sonrasinda ROS birikiminin arttigin1 ve HR gerceklestigini
gostermektedir. Bu mekanizma, obligat biyotrof patojen P. xanthii’nin gelisimini
yavaslatmasina ragmen, hastalik belirtilerinin olusmasini onlemekte yeterli olmamistir.
HR goriilmemesine ragmen, P. xanthii’nin neden oldugu belirtiler en az Meltem’de
gorilmistir. Meltem’deki dayanikliligin HR’den ziyade hiicre duvar1 kalinlagmasi ile
iliskili genlerin ifade olmasi ile iligkili oldugu caligmada gdosterilmistir. Bu yolla
gerceklesen dayaniklilik reaksiyonunun, HR’dan daha etkili oldugunu gostermektedir.

Serine/Threonine-protein Kinase D6PKL1 ve receptor-like kinase NFP genlerinin
inokulasyon sonrasinda dayanikli ve tolerant g¢esitlerde ekspresyon seviyelerinin
artmistir. Bu nedenle NFP ve D6PKL1‘in , P. xanthii’nin taninmasinda aday reseptor
genler olabilecegi One siirlilmektedir. Ancak Serine/threonine STN7 nin dayanikli gesitte,
inokulasyon sonrasi ekspresyon seviyesinin D6PKL1 ve NFP’ye gore daha fazla arttig
belirlenmistir. Bu nedenle STN7’in, Meltem tarafindan, P. xanthii’nin taninmasinda, daha
olas1 bir reseptor oldugu diisiiniilmektedir.

Hiyarda poligalakturonaz inhibe edici proteini (PGIP) kodlayan genlerden biri
olan Cucsa.038100.1’in, hassas ¢esit Camlica’da kiilleme inokulasyonu sonrasinda
ekspresyon seviyesinde degisiklik olmadig1 gosterilmistir. Bu da kiilleme etmeninin
Camlica ilizerinde neden ¢ok hizli gelistigini géstermektedir.
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Cinnamyl alcohol dehydrogenase ve Callose synthase genlerinin ekspresyon
seviyelerininin kiilleme inokulasyonu sonrasinda Meltem’de yiiksek oranda indiiklendigi
goriilmistiir. Bu genlerin bitki hiicre duvarmin gii¢clendirilmesi ile iliskili oldugu
diisiiniildiiginde, Meltem’deki dayanikliligin bu mekanizma ile iliskili oldugu 6ne
stirilebilir.

WRKY?22’nin inokulasyondan 1 giin sonra dayanikli ve tolerant hiyarlarda
ekspresyon seviyesinin arttigi bulunmustur. Bu nedenle, WRKY?22’nin enfeksiyonun ilk
asamalarinda savunmanin diizenlenmesinde rol oynadig1 one siiriilmektedir.

Tez sonucunda, kiillemeye kars1 dayaniklilikta model bitki olan Arabidopsis ve
diger bitkilerde kiillemeye kars1 dayaniklilikta rol oynayan genlerden bazilarinin, hiyarda
da kiillemeye kars1 dayaniklilikta rol oynadigi gosterilmistir. Bu genler Callose sythase,
Serine/Threonine-protein Kinase D6PKL1, glycerol kinase ve Cinnamyl alcohol
dehydrogenase genleridir.

Farkli fungal patojenlere karsi savunma mekanizmasinda rol oynayan genlerin,
kiilleme enfeksiyonu sonrasinda da dayanikli ¢esitte indiiklendigi bulunmustur. STN7,
NFP ve WRKY22, KEGG Pathway Database’de bitki patojen interaksiyonu sinyal
yolunda rol oynadigi belirtilen genlerdir. Bu genlerin dayanikli cesitte kiilleme
enfeksiyonu sonrasinda indiiklendigi gosterilmistir. Polygalacturonase inhibitor geninin
de hiyarda inokulasyon sonrasinda dayanikli ve tolerant ¢esitlerde indiiklenmesi, bu genin
diger patojenlere kars1 savunmada rol oynadigi gibi kiilleme hastaligina kars1 savunmada
da rol oynadigini géstermektedir.

RT-PCR ve PCR sonuglari, hiyarda kiilleme dayaniklilik mekanizmalar ile ilgili
bilgiler vermektedir. Calismada kiilleme dayaniklilik mekanizmalarin1 daha anlasilir
kilacak veriler elde edilmistir. Gen ekspresyon seviyesinin ¢esitler arasindaki farkliligin
nedeninin anlasilmasi i¢in farkli ¢esitlerde ifade olan gen sekanslanabilir. Bu sayede
farkliligin gDNA’daki mutasyonlardan kaynaklanip kaynaklanmadig: belirlenebilir.

Ayrica ¢alismada, CRISPR/Cas9 yontemi ile hiyarda hassaslikla ilgili oldugu
daha 6nceki ¢alismalarda belirlenen MLO1, MLO8 ve MLO11 genleri iizerinde mutasyon
meydana getirilmistir. Bunun i¢in dizayn edilen gRNA ve diger bilesenleri i¢eren plazmit,
E. coli hiicrelerine aktarilarak cogaltilmis ve yeniden izole edilmistir. Ardindan
Agrobacterium tumefaciens EHA105 igerisine aktarilan plazmit, her asamada
dogrulanmistir. Daha sonrasinda, kiillemeye hassas ADR27 hiyar hattindan bitkilere
transformasyon gerceklestirilmistir. Yapilan glufosinate-ammonium seleksiyonu ve PCR
islemi sonucunda transforme olan bitkiler seg¢ilmistir. Bu sayede gelecek yillarda
transkriptomik ¢aligmalarda ve dayanikli gesit gelistirilmesinde kullanilmak tizere MLO-
mutant bitkiler elde edilmistir.
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8. EKLER

EK-1, Gelanalyzer 19.2 Kullamlarak Analiz Edilen Her Ornegin RT-PCR
Uriinlerine Ait Raw Volume Degeri ve Formiile Gore Hesaplanan Kalibre Degerler
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Ornek Raw Kalibre Ornek Raw Kalibre
Volume Deger Volume Deger
CACS- Meltem i6 2764 1 PRX4- Meltem i6 1594 0.576700434
CACS- Meltem lis 2749 1 PRX4-Meltem lis 2621 0.953437614
CACS- Meltem 2is 2814 1 PRX4-Meltem 2is 2570 0.913290689
CACS-VT18 i6 2771 1 PRX4-VT18 i6 3570 1.288343558
CACS VT18 lis 2759 1 PRX4-VT18 lis 3902 1.414280536
CACS-VT18 2is 2701 1 PRX4-VT18 2is 3651 1.351721585
CACS-Camlica i6 2758 1 PRX4-Camlica i6 2678 0.970993474
CACS-Camlica 1is 2749 1 PRX4-Camlica lis 2232 0.811931611
CACS-Camlica 2is 2765 1 PRX4-Camlica 2is 1607 0.58119349
STN7- Meltem i6 772 0.279305355 | Catalase- Meltem i 1473 0.5329233
STN7-Meltem 1is 3897 1.417606402 | Catalase-Meltem 1is 1789 0.650782103
STN7-Meltem 2is 3453 1.227078891 | Catalase-Meltem 2is 1380 0.490405117
STN7-VT18 i6 4185 1.510285096 | Catalase-VT18 i 2748 0.991699747
STN7 VT18 1is 4415 1.60021747 Catalase-VT18 1is 2723 0.986951794
STN7-VT18 2is 4317 1.598296927 | Catalase-VT18 2is 2774 1.027027027
STN7-Camlica i6 2619 0.94960116 Catalase-Camlica i6 1794 0.650471356
STN7-Camlica lis 3262 1.186613314 | Catalase-Camlica lis 2612 0.950163696
STN7-Camlica 2is 2203 0.796745027 | Catalase-Camlica 2is 1722 0.62278481
CADLP- Meltem i 1728 0.625180897 | glycerol kinase- Meltem i6 1430 0.517366136
CADLP-Meltem 1is 4556 1.657329938 | glycerol kinase-Meltem 1is 6529 2.375045471
CADLP-Meltem 2is 4048 1.438521677 | glycerol kinase-Meltem 2is 5911 2.100568586
CADLP-VT18 i6 5159 1.86178275 glycerol kinase-VT18 i6 6208 2.240346445
CADLP-VT18 1is 4696 1.702065966 | glycerol kinase-VT18 1is 6831 2.475897064
CADLP-VT18 2is 4429 1.639763051 | glycerol kinase-VT18 2is 6336 2.345797853
CADLP-Camlica i6 2788 1.010877447 | glycerol kinase-Camlica i6 5208 1.888324873
CADLP-Camlica lis 3529 1.283739542 | glycerol kinase-Camlica 1is 4897 1.781375045
CADLP-Camlica 2is 4199 1.518625678 | glycerol kinase-Camlica 2is 5443 1.968535262
WRKY22- Meltem i6 1447 0.523516643 | D6PKL1- Meltem i6 756 0.273516643
WRKY22-Meltem 1is 2704 0.983630411 | D6PKL1-Meltem 1is 2012 0.73190251
WRKY22-Meltem 2is 1841 0.654228856 | D6PKL1-Meltem 2is 2111 0.750177683
WRKY22-VT18 i6 3296 1.189462288 | D6PKL1-VT18i6 988 0.356549982
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Ek 1’in devamu

WRKY22-VT18 lis 3768 1.365712215 | D6PKL1-VT18 lis 2230 0.808263864
WRKY22-VT18 2is 3074 1.138097001 | D6PKL1-VT18 2is 2256 0.835246205
WRKY22-Camlica i6 1805 0.654459753 | D6PKL1-Camlica i 756 0.274111675
WRKY22-Camlica lis 1763 0.641324118 | D6PKL1-Camlica lis 986 0.358675882
WRKY22-Camlica 2is 1799 0.650632911 | D6PKL1-Camlica 2is 1832 0.662567812
ThioF1- Meltem i 4438 1.605643994 | LRRPGIP- Meltem i6 1783 0.645079595
ThioF1-Meltem 1lis 3534 1.285558385 | LRRPGIP-Meltem 1lis 2742 0.997453619
ThioF1-Meltem 2is 4594 1.632551528 | LRRPGIP-Meltem 2is 2155 0.765813788
ThioF1-VT18 i6 5316 1.918440996 | LRRPGIP-VT18 i 3033 1.094550704
ThioF1-VT18 lis 5231 1.895976803 | LRRPGIP-VT18 lis 3254 1.179412831
ThioF1-VT18 2is 1462 0.541281007 | LRRPGIP-VT18 2is 4101 1.518326546
ThioF1-Camlica i6 4121 1.494198695 | LRRPGIP-Camlica io 1374 0.498187092
ThioF1-Camlica lis 4778 1.738086577 | LRRPGIP-Camlica lis 1251 0.455074573
ThioF1-Camlica 2is 4280 1.547920434 | LRRPGIP-Camlica 2is 1766 0.638698011
Callose- Meltem i6 1896 0.685962373 | STRLKNFP- Meltem i6 1210 0.437771346
Callose-Meltem 1is 2760 1.004001455 | STRLKNFP-Meltem 1lis 1815 0.660240087
Callose-Meltem 2is 2371 0.84257285 STRLKNFP-Meltem 2is 1903 0.676261549
Callose-VT18 i6 2706 0.976542764 | STRLKNFP-VT18 i6 874 0.315409599
Callose-VT18 1lis 1353 0.490395071 | STRLKNFP-VT18 lis 878 0.318231243
Callose-VT18 2is 976 0.361347649 | STRLKNFP-VT18 2is 1996 0.738985561
Callose-Camlica i6 2132 0.77302393 STRLKNFP-Camlica i6 1230 0.445975344
Callose-Camlica lis 1830 0.665696617 | STRLKNFP-Camlica lis 805 0.292833758
Callose-Camlica 2is 1434 0.518625678 | STRLKNFP-Camlica 2is 924 0.334177215
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