T.C.
YILDIZ TEKNiK UNiVERSITESI
FEN BILIMLERIi ENSTITUSU

HASSAS BUGDAY (Triticum aestivum L.) SERiI82 CESIDINDE SARI PAS
(Puccinia striiformis f. sp. tritici) ENFEKSIYONU GELiSIMINDE ROL ALAN
PROTEINLERIN PROTEOMIK YAKLASIMLA iNCELENMESI

YAHYA EMiN DEMIRCi

YUKSEK LiSANS TEZi
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK PROGRAMI

DANISMAN
YRD. DOC. DR. SENAY VURAL KORKUT

ISTANBUL, 2013



T.C.

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

HASSAS BUGDAY (Triticum aestivum L.) SERiI82 CESIDINDE SARI PAS
(Puccinia striiformis f. sp. tritici) ENFEKSIYONU GELiSIMINDE ROL ALAN
PROTEINLERIN PROTEOMIK YAKLASIMLA iNCELENMESI

Yahya Emin DEMIRCI tarafindan hazirlanan tez ¢alismasi 10.04.2013 tarihinde asagidaki
juri tarafindan Yildiz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Anabilim Dal’nda YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Tez Danigmani
Yrd. Dog. Dr. Senay VURAL KORKUT

Yildiz Teknik Universitesi

Es Danisman
Dr. Semra HASANCEBI
TUBITAK MAM Gen Mihendisligi

ve Biyoteknoloji Enstitlisu

Jiiri Oyeleri

Yrd. Dog. Dr. Senay VURAL KORKUT
Yildiz Teknik Universitesi

Dr. Semra HASANGCEBI
TUBITAK MAM Gen Mihendisligi
ve Biyoteknoloji Enstitlisu

Prof. Dr. Nazli ARDA
istanbul Universitesi

Prof. Dr. Dilek KAZAN
Marmara Universitesi

Prof. Dr. Dilek TURGUT BALIK
Yildiz Teknik Universitesi




Bu tez calismasi, TUBITAK, Marmara Arastirma Merkezi, Gen Mihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitlisi, Bitki Gen Teknolojileri Laboratuar'inda ylrutilmekte olan
TUBITAK tarafindan desteklenen 1097293 numarali COST projesi tarafindan

desteklenmistir.



ONSOz

Yiksek lisans egitimimin sonlarina geldigim bu noktada, Oncelikli olarak egitimim
slresince destegini esirgemeyen, bilgi ve deneyimleriyle 6nime sk tutan, tez
¢alismam kapsaminda yardim ve yoénlendirmeleriyle yanimda oldugunu her daim
hissettigim saygideger hocam, danismanim, Yrd. Dog¢. Dr. Senay VURAL KORKUT'a ve
tez calismam sirecindeki her bir an, gerek bilimsel bilgi ve deneyimlerini, gerek sonsuz
sabir ve kolaylastiriciligini, gerekse en icten yardim ve katkilarini hesapsizca dniime
sunan, inancini her daim yani basimda hissettigim pek degerli hocam, es danismanim,
Dr. Semra HASANCEBI'ye sonsuz tesekkiirii 5denmesi giig bir borg bilirim.

Deneysel calismalarimi gerceklestirdigim TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, Gen
Mihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitlisi blinyesinde tez ¢alismam siresince bilgi ve
desteklerini gordiglim arastirmacilarindan Dr. Ahmet Tarik Baykal basta olmak Uizere,
calismalarimi kolaylastiran sevgili Rahmi Biiyiikkeskin’e, tez calismam kapsamindaki
projede benden evvel calismis ve emeklerini her daim hissettigim sevgili ¢alisma
arkadaslarim Cihan inan ile Dilara Maytalman’a ve isimlerini burada teker teker
siralayamasam da dostluk ve samimiyetlerini her zaman hatirlayacagim diger
arkadaslarima tesekkir ederim. Ayrica tez c¢alismam siiresince bilgi ve
deneyimlerindeki paylasimlarindan 6tiri Yrd. Dog. Dr. Aslihan Giinel’e de tesekkiri
bir borg bilirim.

Yildiz Teknik Unversitesi’ndeki yiiksek lisans egitimimin ilk giiniinden itibaren en biiyiik
motivasyonlarimdan olan, gerek bilgi ve destek gerekse dostluk ve muhabbetlerinden
istifade ettigim Molekiler Biyoloji ve Genetik Bolimi’ndeki sevgili yiksek lisans
arkadaslarim Bahar ISIK, Dilek CAGLAR, Gizem CAVUSOGLU DOLMA ve Neslihan
SIMSEK’e de sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Son olarak her daim varliklarini huzurla yani basimda hissettigim, en kiymetli
hazineme, en sevdigime, en deger verdigime, AILEM’e sonsuz sevgi ve siikranlarimla...

Nisan, 2013

Yahya Emin DEMIRCI



ICINDEKILER

Sayfa

SIMIGE LISTESI 1.ttt ettt ettt ettt st st ess et et e ereeteseesestesaensenesaessenssreneas vii
KISALTIMIA LISTESH 1.ttt ettt ettt s et s te sttt eae st enestesteseenestessenesnesaanna viii
Yo LI 15 T X
CIZELGE LISTES ..vvtveteeietetieteteetetee et ettt ste st et sae s sae st ssetese et stessetensstesessstessseenens Xii
(074 =3 TR Xiii
ABSTRACT ...ttt et e e e et e e e e s e e e e e eabaeeesetaeeeeessseeeeaassaseeeastaeeeeansseeaeannsareeeannraneeanns XV
BOLUM Lottt ettt s et s s s et e e s et esesenensssenas 1
GIRIS ettt ettt ettt b bt a e st et n et et e e er et et eb et e et entereete e enesaesteneas 1
g R =Y = (U T 0 72=1 { TS 1

0 A 1= 41 I 2 4 0 = o] PP 31

0 T o 11 o T =22 32
BOLUM 2.ttt ettt sttt et st et st e st ese st e stensetesteseenesaenaanea 33
MATERYAL IMETOD ..ciiiiieeeiiee e ecttee sttt e e s ettt e e et e e e satae e e s eataeesesnnaeaessnnaeeesensaeesannns 33
2.1  Bitki Materyalinin Hazirlanmasi.......cccovveeeeeeeeieciiiieeeeeec e ee s 33

2.1.1  Bitki Materyali cueeeeeeeee e 33

2.1.2  Patojen KayNaBl.ceeeceeeiecciieeeeeee ettt e e 34

2.1.3  Bitkilerin Enfekte EAilMesSi.....c.cccceeiviieiiciiiieecieee e 35

2.1.4  Enfeksiyon Cevabinin Mikroskobik ve Makroskobik incelenmesi..... 36

2.2 Protein Orneklerinin Hazirlanmasi........c.cveeeveeierieeeeeeseeeeececeeeees e 36

2.2.1  Protein Iz0lasyOnU ....c.ccucicueeeieiiieeieieeceeeeee ettt 36

2.2.2  Protein Miktar Tayini ve SDS-PAGE Analizi.........cccccveeeeriicciiiiieeeeennn, 38

2.2.2.1 Jelin HAazIflanmash..uuueeeeee ettt 39

2.2.2.2  EleKtroforez ... 40

2.2.2.3  Jelin BOYANMASI....cccccuiiiiieeeeeeeccctiiteeee e e e e e eevrree e e e e e e e e nrrareeeaaeeeas 41

2.3 Proteinlerin Sivi Kromatografi Sistemi (PF2D) ile iki Boyutlu Ayirimi....... 41

2.3.1 Cam Malzemelerin Hazirlanmasl......cccccceeeeeeeeccciiieeeeee e 42



2.3.2  Solusyonlarin Hazirlanmasi........cccoccveeeiniiieeeeniiiee e esieee e esineee e 42

2.3.3  PF2D Cihazinin Hazirlanmas! ......oocveeeeieiiieeeeniiieeecsiieeeesvnee e svneee e 43

2.3.4  Protein Orneklerinin Hazirlanmasi ........cccoveveveeveeeeveeereeeeeeeevenenns 45

2.3.5 Orneklerin PF2D Sistemine YUKIENMESi .......coeveeveveeereriereeecrererenne 45

2.3.5.1 | BOYUL AYIFIM .citiiiiiiiiiiiiieiieeeetetieeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeseneee 45

2.3.5.2 1. BOYUL AYIFIM .ceiiiiiiiiiiiiiiiiieietetiteeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeseneee 46

2.3.6  Kromatogram Verilerinin Analizi.......cccocoveeerriiiieeiiiiiee e 47

2.4 Proteinlerin TanimIanmash......ccccueeeieiiieeeeiiiieeeerieee e e sreee e ssrreeeeenans 48

2.4.1 Kitle Spektromere (MS) Analizleri igin Ornek Hazirhgi.................... 48

2.4.1.1 Dogrudan TripSiNiZasyON......ccceecueeeeiriiieeesniieeesesireeeesireeeessneees 49

2.4.1.2 1ll. Boyut Ayirim Sonrasi TripSiNiZasyOn ..........eeeeeeeeveeereverereeeeeeeens 50

2.4.1.3 Triptik Peptidlerin Temizlenmesi ......cccceevvecvviieeeeeeeeecccireeeeee, 52

2.4.2  NanoLC-ESI-MS/MS ile MS ANaliZIeri. ... 52

2.4.3  Verilerin Biyoinformatik Analizi.......ccccvveeeeiieicciiieeeee e, 53

BOLUM 3.ttt ettt ettt et ettt et e s et eaeesete s et eas et esensetens 54
SONUGLAR . ettt ettt ettt ettt e e et e e e st e e e sttt e e e s sateeeeanssaeeeeasssaeeesasstaeeeeansaeeeesnseeessnnsrees 54
3.1 inokulasyon Cevabinin Mikroskobik ve Makroskobik Gésterimi.............. 56

3.2 Protein izolasyonu, Miktar ve Kalite Tayini ......cccceveeveeeeeeeeeeeeeeereennens 57

3.3 PF2Dile Proteinlerin 2 Boyutlu AYIFIMI c.ccccuvveeeieciiiee e ceieee e 58

3.3.1 iki Boyutlu Sanal Jel Haritalarinin Olusturulmast.........c.ccoceevevervennee. 63

3.3.2 Enfekte ve Kontrol Protein Profillerinin Karsilastirilmasi................... 69

3.4 Proteinlerin TanimIanmash.......ccceeeieiiieeieiiiiee et ssree e sree e eeveeeeeenaes 70
BOLUM ..ottt ettt ettt ettt s e es st enens 87
SONUG VE ONERILER ..ottt ettt ettt eeesessesaeaeesseseseseetessessesessessessssesseneas 87
KAYNAKLAR ..ttt ettt e ettt e e s ettt e e e st e e e s sate e e e asnaaeeeesnsteeessssaeeeeanssaeaessssneesannns 117
OZGECMIS ..ttt ettt ettt et et te st teae et ebe e et ese et eae s esessetenseseseeseteneanen 135

Vi



SIMGE LISTESI

pl
v/v
w/v
w/w
Xg

mL
puL

uM
kg

%

Kutle/yuk
izoelektrik nokta
Hacim/hacim
Agirhk/hacim
Agirlik/agirlik
Rolatif santrifiigal kuvvet
Litre

Mililitre
Mikrolitre
Molar
Mikromolar
Kilogram

Gram

Yizde

Santigrat derece

Vii



KISALTMA LISTESI

APS
ATAE
Avr
BT
CF
CPA
ET
ETI
ETS
FAO

GMBE
HISS
HPCF

HPLC
HPRP
HR
IAA
ITIS

JA

LC
MAS
MAMP
MS
PAGE
PAMP
PEG
PF2D
PLGS
PMSF
PR

Amonyum persilfat

Anadolu Tarimsal Arastirma Enstitlsu

Avirllens

Baslangi¢c tampon

Kromatofokus - Cromatofocusing

Faaliyete goére Uriinlerin Siniflanmasi Classification of Products by Activity
Elisyon tampon

Efektorle Tetiklenmis Bagisikhk - Effector Triggered Immunity

Efektorle Tetiklenmis Hassasiyet - Effector Triggered Susceptibility

Food and Agriculture Organization of the United Nations - BM Gida ve Tarim
Orgiiti

Gen Muhendisligi ve Biyoteknoloji Enstitlsu

Yiiksek iyonik tuz sollisyonu - High ionic salt solution

Yiksek performansh kromatofokus fraksiyonlama - High performance
cromatofocusing fractionation

Yiksek basingli sivi kromatografisi

Yiiksek performansli ters faz - High performance reverse phase

Hipersensitif cevap - Hypersensitive Response

indol asetik asit

Integrated Taxonomic Information System - Bitinlestirilmis Taksonomik Bilgi
Sistemi

Jasmonik asit

Sivi kromatografisi

Belirteg destekli secilim - Marker Assisted Selection

Patojenle iliskili Molekiiler Motifler - Microbe Associated Molecular Patterns
Kltle spektrometrisi - Mass spectrometry

Poliakrilamid jel elektroforezi

Patojen iliskili molekiiler motifler

Polietilen glikol

Protein fractionation 2 dimensional

ProteolLynx Global Server

Fenilmetansilfonil flortr

Patojenez iliskili - Pathogenesis related

viii



PRR Motif Tanima Reseptorleri - Pattern Recognition Receptors

Pst Puccinia striiformis f. sp. tritici

PTI Patojenle tetiklenmis immiunite

PVPP  Poli(vinil poli-pirolidon)

ROS Reaktif oksijen turleri

RuBisCo Rubiloz bifosfat karboksilaz

SA Salisilik asit

SDS Sodyum dodesil siilfat

TAGEM Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi, Tarimsal Arastirmalar Genel Mudurluga

TARM Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlist

TEMED Tetrametiletilendiamin

TFA Trifloroasetik asit

TUIK  Tarkiye istatistik Kurumu

USDA Amerika Birlesik Devletleri Tarim Birimi - United States of Department
Agriculture

uv Ultraviyole

vd Ve digerleri

Yr Sari pas - Yellow rust

2-DE 2 boyutlu jel elektroforezi

2D-LC 2 boyutlu sivi kromatografisi



SEKIL LiSTESI

Sekil 1.1
Sekil 1.2
Sekil 1.3
Sekil 1.4
Sekil 1.5
Sekil 1.6

Sekil 1.7
Sekil 1.8

Sekil 1.9
Sekil 1.10

Sekil 1.11
Sekil 1.12

Sekil 1.13

Sekil 1.14
Sekil 1.15
Sekil 1.16
Sekil 2.1
Sekil 2.2
Sekil 2.3
Sekil 2.4
Sekil 2.5
Sekil 2.6
Sekil 2.7
Sekil 3.1
Sekil 3.2
Sekil 3.3

Sekil 3.4

Sayfa
IVFiZ kaya Kabartmalari.......ccceeeeieeeeceieeceeeee ettt 2
Baslica bugday tlrlerinin @Vrimi .......oeei e 3
Son 10 yilda Diinya ve Tirkiye genelindeki toplam bugday Uretimi ............. 4
Tlrkiye’nin 2009 yilinda ithalat (A) ve ihracat (B) yaptigi tlkelerin dagihmi 5
Bugdayin diinya ¢apinda en 6nemli hastaliklari.......ccccovvvvveeeiiinccciieeeee, 7
P. striiformis’e ait pustil yapisi, bugday tzerinde olusturdugu cizgili goriinti
ve etmenin dane veriming etkisi.......cccvieriiieiiiriiieeieee e 9
Puccinia striiformis f. sp. tritici yasam dONgUSU.........eeeeviveeeeriireeeeiriieeeeenns 10
2000-2009 yillari arasinda bugday Ureten llkelerde sari pas hastaliginin
MEVCUL QUIUMIUL . eiiiiiiiiiieeeciieee e et e et e e e e e e s sre e e e s e ataeeeesabeeeeennsnaeesennn 11
Genel olarak bitki-patojen etkilesiminin 6zeti.........cccceevcveeeiiiiieei e, 14
Pst inokulasyonunun 5. glinlinde patojenin hifsel gelisimi ve stoma
acikliklarindan bitki dokularina girigi .....c.ceeevecuveeeiiiiieeieiiee e 16
Puccinia striiformis’in enfeksiyon esnasinda gergeklestirdigi yapilar.......... 16
Dikaryotik hostoryumun konukguya ait mezofil hiicresi ile etkilesiminin
SEMALIK BOSTEIMI.cciiiiiiiiciiieeie e e e e e e e eeeees 18
Bitki-patojen etkilesimi ve bitkide gelisen savunma cevabini agiklayan
pAT=9= Y= 3 0 o Yo [T | TR U RUTRRRR SR 28
Genom-transkriptom ve proteom arasindaki baglanti.........ccccoveeeeeeennnnnn, 28
Genel bir proteomik calismanin asamalari......cccccceevveeeeeeiieicciiinieeeee e, 29
Beckman Coulter PF2D Sistemi ve Calisma Prensibi ........cccceeeeeeeeieccnnnnnneen. 31
Tez ¢alismasinda kullanilan sari pasa hassas Seri82 cesidi.........ccccvvveeeennnn. 34
Patojen sporlarinin inokulasyon igin hazirlanmasi ........ccccceeeeevecciiviieeneennn. 34
Proteom analizleriicin rnek alimi ........ccccviiiiieiii e, 35
PF2D sistemi ve bilesenlerinin sematik gosterimi .......ccccceeeeeeeiecccivieeeneeennn. 44
Birinci boyut kolonda proteinlerin pl noktalarina gore ayirimi ................... 46
ikinci boyut kolonda proteinlerin hidrofobisitelerine gére ayirimi.............. 47
M analizi icin 6rnek hazirligi asamalari......ccccceeeeeeiieccciiiieee e, 49
Tez calismasindaki is akisinin sematik gosterimi........ccccceeeeeeeriecciiinenenennn. 55
Enfeksiyon cevabinin mikroskobik olarak goriintilenmesi ..........ccceeeee..n. 56
Seri82 cesidine ait kontrol ve enfekte yaprak 6rneklerinin makroskobik
BOTUNTUSU 1vvuieieeeieiiiiiiiie e et e e e e et ea e s e e e e eeeetabaeseeeeeeaaesaaaeeeeeasnanssnnn 56
Tim zaman dilimlerinde g biyolojik tekrarda, kontrol ve enfekte 6rneklerin
total proteinlerinin SDS-PAGE analiz sonuglari........ccccovveeeeeeeiicccciiieeeeeen, 58



Sekil 3.5
Sekil 3.6
Sekil 3.7
Sekil 3.8
Sekil 3.9

Sekil 3.10

Sekil 3.11
Sekil 3.12
Sekil 3.13
Sekil 3.14
Sekil 3.15
Sekil 3.16
Sekil 3.17

Sekil 3.18

Kontrol/enfekte 6rneklerin 1. boyut ayirimlarinda olusturulan pH

F={ = [ LAY L= oY d 1T o U UPPPRN 59
Kontrol/Enfekte 6rneklerinin 1. Boyut ayirimlarindan elde edilen UV1
KroOMAtOZramMIArT ..cci e e e e e sbae e e e eaes 60
pH ve UV-1 kromatogramlarinin gakistirilmasi sonucu ikinci boyut ayirimi
yapilacak fraksiyonlarin belirlenmesi........cccoeeeeeieiieccciiiiieee e, 61
Tim zaman dilimlerine ait birer 6rnekte 1. Boyut- pH ve UV-1 kromatogram
{0 1114 L=] o I UPPRPN 62
Kontrol ve enfekte d6rneklerde 2. Boyut ayirima ait UV-2
kromatogramlarinin ¢cakistirilarak degerlendirilmesi........cccccceeeeeeeinnnnnneen. 63

a) Birinci ve ikinci boyut verileri kullanilarak olusturulan iki boyutlu sanal jel
haritasi b) UV-2 kromatogramlarinin 3 biyolojik tekrarda ve kontrol/enfekte
orneklerde cakistirilarak degerlendirilmesi ve 2. Boyut ayirimin

tekrarlanabilirliliZi ........ceeeeeii e 64
Seri82 24. Saat 6rneklerin biyolojik tekrarlari arasinda 2 boyutlu sanal jel
haritalarinin karsilastirimasi. ..., 65
Seri82 48. Saat 6rneklerin biyolojik tekrarlari arasinda 2 boyutlu sanal jel
haritalarinin karsilastirimasi........cccvveeeeeee e, 66
Seri82 72. Saat 6rneklerin biyolojik tekrarlari arasinda 2 boyutlu sanal jel
haritalarinin karsiastirimasi........cccvveeeeee e, 67
Seri82 96. Saat 6rneklerin biyolojik tekrarlari arasinda 2 boyutlu sanal jel
haritalarinin karsilastirimasi.......ccccvveeeeeee e 68
DeltaVue yazilimi ile enfekte/kontrol sanal jel haritalari cakistirilarak
anlatim diizeyi farkli proteinlerin segilimi.......ccccccvveeeeiiricciie e, 69
Enfekte/kontrol sanal jel haritalari gakistirilarak anlatim diizeyinde anlamli
farklilik gosteren proteinlerin secilimi.....cccoveveeeeeiieiiiiiiieeee e, 70
Birden fazla protein piki icerdigi gorilen fraksiyonlarda yapilan SDS-PAGE
ANANIZI et 71
Tanimlanan bitkisel ve fungal proteinlerin her bir zaman dilimindeki
dagilimlari ve fonksiyonlarina gore siniflandirilmasi .......cccooveeeeeeeviecnnnneen. 86

Xi



CIZELGE LISTESI

Cizelge 1.1
Cizelge 1.2
Cizelge 1.3

Cizelge 1.4
Cizelge 2.1
Cizelge 2.2
Cizelge 2.3
Cizelge 2.4

Cizelge 2.5
Cizelge 2.6
Cizelge 2.7
Cizelge 2.8
Cizelge 2.9
Cizelge 3.1
Cizelge 3.2
Cizelge 3.3
Cizelge 3.4
Cizelge 4.1

Cizelge 4.2
Cizelge 4.3
Cizelge 4.4
Cizelge 4.5
Cizelge 4.6
Cizelge 4.7

Cizelge 4.8

Cizelge 4.9

Sayfa

Tirkiye’deki bazi kazilardan gikarilan bitki kalintilari ve ait olduklar

(o FoT oY= 0 1 =T O PP PP PPPPRROPPPPPRRN 2
USDA verilerine gore bugday (Triticum aestivum) bitkisinin bilimsel

S 0111 ETa Lo [T s o - T R 3
Tirkiye’nin son bes yila ait toplam tahil ve toplam bugday ekim alanlari
(dekar), Giretim (ton) ve verim (kg/dekar) miktarlari ........ccccceeevvveeeveeennenn. 4
Puccinia striiformis’in taksonomik siniflandirmasi ..........ccccccoveeeeeiiieeeennee. 8
Trypan Blue boyama yonteminde kullanilan sollsyonlar.........ccccccceennnees 36
Protein izolasyonu icin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlanislari ..........cooooee.n.ee. 37
BSA standartlarinin hazirlanmasi.........cccoeeeiiiiieieinciiee e 39
Protein 6rneklerinin jele ylklenmesi ve yiritme islemi igin gerekli
1=10 07 o o] ] - | PR 41
Jelin boyanmasi igin gerekli sollisyonlarin igerigi ve hazirlanisi ................ 41
1. boyut ayirim igin solUsyonlarin igerigi ve hazirlanisi .......ccccceveevciveennnnns 42
2. boyut ayirim igin sollisyonlarin igerigi ve hazirlanigi .......cccceevveeeeenneennn. 43
Dogrudan tripsinizasyon igin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlanislari................. 49
Jel analizi sonrasi tripsinizasyon igin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlanislari ..... 51
Yirmidordinci saat 6rneklerde tanimlanan proteinler .........coccevvvveeeeennn. 72
Kirksekizinci saat 6rneklerde tanimlanan proteinler........ccocceeeeeeviicnnnneen.. 74
Yetmisikinci saat 6rneklerde tanimlanan proteinler........ccccocovvveevvciieennns 76
Doksanaltinci saat 6rneklerde tanimlanan proteinler.......coccceeeeveeicnnneee.. 81
Tanimlanan saldiri ve savunma grubu proteinler ve ekspresyon farliliklari

................................................................................................................... 92
Tanimlanan stres grubu proteinleri ve ekspresyon farliliklari.................. 101
Tanimlanan sinyal iletimi grubu proteinleri ve ekspresyon farhliklari ..... 103
Tanimlanan transporter grubu proteinleri ve ekspresyon farhliklari ....... 106

Tanimlanan transkripsiyon grubu proteinleri ve ekspresyon farliliklari... 107
Tanimlanan metabolizma grubu proteinleri ve ekspresyon farliliklari..... 109
Tanimlanan enerji metabolizmasi grubu proteinler ve ekspresyon

L L LT T PP PUPPRUPTPPRN 111
Tanimlanan protein metabolizmasi grubu proteinler ve ekspresyon

L L LT T PP PUPPRUPTPPRN 114
Tanimlanan yapi grubu proteinler ve ekspresyon farliliklari.................... 114

Xii



OZET

HASSAS BUGDAY (Triticum aestivum L.) SERiI82 CESIDINDE SARI PAS
(Puccinia striiformis f. sp. tritici) ENFEKSIYONU GELiSIMINDE ROL ALAN
PROTEINLERIN PROTEOMIK YAKLASIMLA iNCELENMESI

Yahya Emin DEMIRCI

Molekdler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Senay VURAL KORKUT
Es Danisman: Dr. Semra HASANCEBI

Bugdayda (Triticum aestivum L.) Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst)’'nin etmeni oldugu
sarl pas hastaligl, diinya ¢apinda en tahripkar hastaliklardan birisidir. Pst oldukca kisa
zamanda vyeni 1irklar gelistirme, rizgar etkisiyle de kolaylikla ve hizlica yayillim
gosterebilme konusunda yliksek bir potansiyele sahiptir. Dayanikh bugday cesidi
kullanimi ve fungusit uygulamalari ile sari pas hastaligi kontrol edilmeye calisiimaktadir.
Bununla birlikte yeni virllent irklar ve gevresel kosullarin etkisiyle diinyanin farkh
yerlerinde son derece tahripkar epidemiler meydana gelebilmektedir. Bu ylizden
hastalikla miicadelede daha etkin ve hizli yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
baglamda bugday/Pst etkilesiminin molekiiler mekanizmalarini ve bu sureglerde
islevsel olan gen ve gen Urilnlerinin aydinlatiimasi dGnem tasimaktadir. Tez kapsaminda
proteomik yaklasim kullanilanilarak virlilent fungal saldiriya karsi bitki incelenmistir.
Calisma, bugday-Pst etkilesiminde hastalik cevabinin incelendigi ilk proteomik
calismalardan biridir. Elde edilen veriler, bu konuda yapilmis genomik ve islevsel
genomik calismalari da tamamlayici niteliktedir.

Tez calismasi kapsaminda sari pasa hassas bugday cesidi Seri82 kullanildi. Patojenle
inokule edilmis (enfekte) ve bos inokulasyon yapilmis (kontrol) bitkilerin 24, 48, 72 ve
96. saat yaprak érneklerinden hazirlanan total protein ekstraktlari, PF2D (iki boyutlu
protein fraksiyonlama) sisteminde iki boyutlu ayrilarak fraksiyonlandi. Her bir zaman
dilimine ait enfekte/kontrol érneklerin protein profilleri bire bir karsilastirildi. Pst ile
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inoklile edilen 6rneklerde kontrole gore farkli eksprese olan proteinler secildi ve
nanolLC-ESI-MS/MS sistemi kullanilarak tanimlandi.

Tim zaman dilimlerinde, farkli eksprese olan toplam 193 protein tanimlandi.
Tanimlanan proteinlerin %30’u fungal kaynakl, %70’inin ise konukgu kaynakli oldugu
bulundu. Hem fungal hem de bitkisel proteinler temel biyolojik fonksiyonlarina gére
farkli gruplar altinda siniflandirildi. Bu gruplar patojen saldirisi, bitki savunmasi, stres
cevabi, sinyal iletimi, transport, transkripsiyon, metabolizma, enerji metabolizmasi
(fotosentez ve elektron transportu), protein metabolizmasi ve yapisali icermektedir.
Ayrica fungal proteinlerin %70’i bilinen proteinlerden hig birisi ile homoloji géstermedi
ve hipotetik grup olarak siniflandirildi. Her bir fonksiyonel grup ve icerdigi protein
oranlari farkl zaman dilimlerinde gesitlilik gosterdi.

inokulasyon sonrasi 24. saatte tanimlanan fungal proteinlerden biri konukgu hiicre
ylzeyine tutunmada rol aldigi bilinen Metil alimi kemotaksis proteini (Methyl-
accepting chemotaxis protein-MCP) ile homoloji gbstermistir. Diger bir fungal protein
ise bitki hiicresine giris icin Pst sporlarindan gelisen flagella biyosentezinde rol alan
FIiO/Fliz ile homoloji gdstemistir. iki bitkisel protein ise bitki savunmasinin ilk
asamalarinda 6nemli rollere sahip sliperoksit dismutazlar (Superoxide dismutases-SOD)
ve Flavanon 3 hidroksilaz (Flavanone 3 hydroxylase-F3H) ile homoloji gbstermistir.

48. saat Orneklerde ekspresyon artisi gozlenen fungal Endoksilanaz (Endoxylanase
Precursor) proteini ise bitki hlcresine giris icin patojen saldirisinin devam ettigini
gostermektedir. Ayni zaman diliminde tanimlanan Metakaspaz 4 (Metacaspase 4-
MCAA4), pas dayanikh kinaz Lr10 (Rust resistance kinase Lr10-LRK10), Agmatin kumaril
transferaz (Agmatine Coumaroyl Transferase-ACT) ve Lipid transfer proteini (Lipid
Transfer Protein-LTP) ise bitki savunmasinin dnemli proteinlerindendir.

72 ve 96. saatlerde goézlenen fungal izokorismataz hidrolaz (Isochorismatase
hydrolase)’in ekspresyonunun arttigi goériildii. izokorismataz hidrolaz, salisilik asit
Uretiminin inhibitéri ve en dnemli bitki savunma baskilayicilardan biridir. Ayni zaman
diliminde bitkisel Kitinaz (Citinase) ve Endokitinaz (Endocitinase) enzimlerinin de
anlatimi artmistir.  Bunlar patojen hilicre duvarini yikma ve diger antifungal
Ozelliklerinden dolayi bitki savunmasinda énemli proteinlerdir.

Sonug olarak; sunulan tez ¢alismasi literatiirde karsilastigimiz, bugday-Pst etkilesiminde
hassasiyet cevabinin incelendigi en kapsamli proteomik ¢alismadir ve son derece 6zgiin
bulgular icermektedir. Bu sonuglarin hastaligin kontrolii icin daha hizli ve etkin
miicadele yontemlerinin gelistiriimesine katki saglayacagi distinilmektedir.

Anahtar Kelimeler: 2D-LC, Bitki-patojen etkilesimi, ESI-MS/MS, PAMP, MAMP
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ABSTRACT

PROTEOMIC ANALYSIS OF PROTEINS IN SUSCEPTIBLE WHEAT CULTIVAR
(Triticum aestivum L.) Seri82 UPON DEVELOPMENT OF YELLOW RUST
(Puccinia striiformis f. sp. tritici) INFECTION

Yahya Emin DEMIRCi

Molecular Biology and Genetic Department

MSc. Thesis

Advisor: Assist. Prof. Dr. Senay VURAL KORKUT
Co-Advisor: Dr. Semra HASANCEBI

Wheat (Triticum aestivum L.) yellow rust, caused by Puccinia striiformis f. sp. tritici
(Pst), is one of the most destructive diseases of wheat worldwide. Pst has high
potential to develop new pathotypes in very short time intervals and spreading easily
and rapidly by the effect of wind. There has been attempts to control yellow rust
disease by the usage of resistant wheat cultivars and the application of fungicides.
However devastating outbreaks of epidemies occur in different parts of world by the
effect of environmental conditions and new pathotypes. Therefore development of
more effective and rapid disease control strategies are required. It is important to
elucidate the molecular mechanisms of wheat-Pst interaction and genes and gene
products which are functional in this processes. In the thesis, plant defence responses
against virulent yellow rust attack were invastigated by using proteomic approach. This
study is one of the first proteomic studies about disease responses in wheat-Pst
interaction. Obtained data will be supplementary for the similar genomic and funtional
genomic studies.
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In the scope of this study, yellow rust-susceptible wheat cultivar Seri82 was used. Total
protein extracts from pathogen-inoculated (infected) and mock-inoculated (control)
plant leaves at 24, 48, 72 and 96th following infection were fractionated with PF2D
(Protein Fractionation 2 Dimensional) system. Protein profiles of infected and control
samples were compared for each time point. Differentially expressed proteins were
selected and identified in Pst-inoculated samples as compared with mock-inoculated
controls by nanoLC-ESI-MS/MS system.

Totally 193 differentially expressed proteins were identified for all the time point
samples. Thirty percent of identified proteins were found to have fungal origin,
meanwhile, 70% of proteins were found to have host origin. Both fungal and plant
proteins were categorized into different groups based on their basic biological
functions. These groups include pathogen attack, plant defence, stress responses,
signal transduction, transport, transcription, metabolism, energy metabolism
(photosynthesis and electron transport), protein metabolism and structure. In
addition, 70% of fungal proteins do not show homology with any known proteins and
they were classified as hypotetical group. Relative representation of each group and
percentages of proteins showed variations between different time points.

One of the fungal proteins identified at 24th hour post inoculation that showed
homology to “Methyl-accepting chemotaxis protein” (MCP) that were found to be
functional in adsorption of pathogen to the host cell surfaces. Another fungal protein
showed homology to “FliO/Fliz” that is found to be expressed for biosynthesis of
flagella which germinate from Pst spores for penetration to the plant cell. Two wheat
proteins showed homology to “Superoxide dismutases” (SODs) and “Flavanone 3
hydroxylase” (F3H) proteins which have significant roles in early stages of plant
defence responses.

There was increased expression of “Endoxylanase Precursor” fungal protein at 48th
hour and this may indicate that pathogenicity is going on for the penetration to the
plant cell. Important plant defensive proteins such as “Metacaspase 4” (MCA4), “Rust
resistance kinase Lr10” (LRK10), “Agmatine Coumaroyl Transferase” (ACT) and “Lipid
Transfer Protein” (LTP) proteins were also identified at the same time point.

Up-regulation of fungal “Isochorismatase hydrolase” protein were observed at 72 and
96th hours. Isochorismatase hydrolase is inhibitor of salicylic acid production and one
of the most important plant defence suppressor. In the same time points, plant
“Citinase” and “Endocitinase” enzymes were found to be up-regulated. These are
important for plant defence due to their effect on pathogen cell wall degradation and
other antifungal features.

As a result; presented thesis is the most extensive proteomic study that can be find in
the screened literatures about wheat-Pst interaction and results contain unique
findings. We expect that our findings will contribute to development of more rapid and
effective disease control methods.

Keywords: 2D-LC, Plant-pathogen interaction, ESI-MS/MS, PAMP, MAMP
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BOLUM 1

GIRIS
1.1 Literatiir Ozeti

1.1.1 Bugday

insanoglu 2.000.000 yildan bu yana diinya iizerinde yasamaktadir. Bu siirenin oldukca
uzun bir kisminda toplayici ve avcl konumunda yasamislardir. Son 11.500 yildan bu
yana ise bitkileri ve hayvanlari kontrolli kosullarda vyetistirmeye baslamislardir.
Ulkemizin Gizerinde bulundugu topraklar, insanlarin ilk yerlesim sahalari arasinda yer
almaktadir [1]. Bu durum Glkemizdeki kazi alanlarindan ¢ikarilan bitki kalintilarindan da
anlasilmaktadir [2] (Cizelge 1.1). Ayrica bu kalintilar tGlkemiz topraklarinin bugdayin
anavatani oldugunu ortaya koymaktadir. Ornegin Konya’da yer alan ve en eski tarim
aniti olarak bilinen ivriz kaya kabartmalarinda Kral Warpalavas'in Firtina Tanrisi
Tarhundas'a sundugu bugday basaklarinin da glinimiiz bugdayinin atasi olan Siyez

bugdayina ait oldugu dislintlmektedir (Sekil 1.1).

Bugday, taksonomik olarak Cyperales takimina ait Poaceae familyasindan Triticum cinsi
ile tanimlanmaktadir (Cizelge 1.2) [4]. Kiltlre alinmis bitin bugdaylar Triticum cinsine
aittir [5] ve Buitlnlestirilmis Taksonomik Bilgi Sistemi (Integrated Taxonomic
Information System-ITIS) verilerine gore kabul edilmis 25 tiir ile temsil edilmesine
ragmen [6] ginimuzde genellikle kiltlirt yapilan bugday cesitleri tetraploid Triticum
durum (2n=4x=28, A"A"BB) ve heksaploid Triticum aestivum (2n=6x=42, A"A"BBDD)’dur
(Sekil 1.2) [7].



Cizelge 1.1 Turkiye’deki bazi kazilardan ¢ikarilan bitki kalintilari ve ait olduklar

dénemler [2]

Yaklasik tarih (MO)  Kazi yerleri Bitki kalintilar

7500 Asikl Hoyiik Siyez, gernik, makarnalik bugday, arpa, mercimek, burgak, bezelye,
nohut

7200-6500 Cayonii Yabal.'n 5|yez.,~gern|k ve arpa; kiltiire alinmis siyez, gernik, bezelye,
mercimek, fig ve keten

6750 Hacilar Yabani siyez; kiilttre alinmis gernik

6500 Can Hasan Yabar'1| 5|yez';vkulture alinmis siyez, gernik, bugday, arpa (2 sirali),
mercimek, fig

6000-5000 Catal Hoytik  KaltGre alinmis siyez, gernik, bugday, arpa (¢iplak), bezelye, fig

6000-5000 Erbaba Kaltire ahinmis siyez, gernik, bugday, arpa (2 sirali ve ¢iplak), bezelye,

mercimek, fig

Sekil 1.1 ivriz kaya kabartmalari [3]



Cizelge 1.2 USDA verilerine gore bugday (Triticum aestivum) bitkisinin bilimsel
siniflandirmasi [4]

Alem Plantae Bitkiler
Alt alem Tracheobionta Damarli Bitkiler
Ust béliim  Spermatophyta Tohumlu Bitkiler
Boluim Magnoliophyta Cicekli Bitkiler
e Tek Cenekli
Sinif Liliopsida (Monokotiledon)
Alt sinif Commelinidae
Takim Cyperales
Familya Poaceae Bugdaygiller
Cins Triticum L. Bugday
Tir Triticum aestivum L. Ekmeklik Bugday
Yabani Bugday Kabuklu (Primitif) Bugday Kabuksuz (Modern) Bugday
Aegilops tauschii (DD) T. aestivum (AABBDD)
T. turgidum subsp. T. turgidum subsp. i
dicoccoides(AABB) — dicoccum (AABB) T. turgidum subsp. durum (AABB)

Ae. speltoides (GG/BB)

T. timopheevii subsp. T. timopheevii subsp.
araraticum (AAGG) timopheevii (AAGG)

Triticum urartu (AA) T. zhukovskyi (A™ A"GGAA)

Bilinmiyor (AA)

“\\ T.monococcumsubsp. T. monococcum subsp.
boeoticum (A™ A™) monococcum (A™ A™)

Sekil 1.2 Baslica bugday turlerinin evrimi [8]

Ulkemizdeki toplam ekim alanlarinin yildan yila degismekle birlikte ortalama %70’ini
tahillar olusturmaktadir [9]. Diinyanin en dnemli besin kaynaklarindan olan tahillar
icerisinde de bugday, tarimi en fazla yapilan Griinddr [10]. 2010 FAO verilerine gore
diinyadaki toplam tahil iretiminin % 26,76’sini bugday olusturmaktadir. Ulkemizde ise
yine 2010 verilerine gore toplam tahil Gretiminin % 60,04 ini bugday olusturmaktadir
[11]. Sekil 1.3‘de son 10 yildaki bugday Uretim miktarlarinin diinya ve Ulkemiz

capindaki miktarlari gdsterilmistir.


http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Plantae
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Tracheobionta
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Spermatophyta
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Magnoliophyta
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Liliopsida
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Commelinidae
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Cyperales
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=Poaceae
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=TRITI
http://plants.usda.gov/java/ClassificationServlet?source=display&classid=TRAE

Sekil 1.3 Son 10 yilda Diinya ve Tiirkiye genelindeki toplam bugday tretimi (Uretim
miktari ile renk yogunlugu dogru orantili verilmistir) [12]

Ulkemiz icin son bes yila ait toplam bugday ve tahil ekim alanlari, (iretim miktarlari ve

verim degerleri Cizelge 1.3’de detayli bir sekilde verilmistir. Buna gore Turkiye yillik

yaklasik 20.000.000 ton bugday lretim miktari ile diinyanin 9. blyuk bugday Ureticisi

konumundadir [14].

Cizelge 1.3 Turkiye’nin son bes yila ait toplam tahil ve toplam bugday ekim alanlari
(dekar), Giretim (ton) ve verim (kg/dekar) miktarlari [13]

Ekilen alan (Dekar)

Uretim (Ton)

Yillar - - Verim (Kg/Dekar)
Bugday (Toplam) Tahil (Toplam) Bugday (Toplam) Tahil (Toplam)

2011 80960 000 119034 352 21 800 000 35202073 269

2010 81034000 121002 714 19 674 000 32772 550 243

2009 81 000 000 120 677 087 20 600 000 33577151 254

2008 80900 000 119 899 739 17 782 000 29287 281 220

2007 80977000 124 030 395 17 234 000 29 256 990 213

Ulkemizdeki artan niifusa paralel olarak bugday talebi de artmaktadir. Nitekim 2010 yili

Turkiye istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore kisi basina tiiketilen tahil miktarinin %

91.40"1 bugdaydan karsilanmistir. Bugday llkemiz agisindan bu denli énemli bir besin

O0gesi iken ve bugday Uretiminde kendine yeterli sayilabilecek ulkelerden biri olmasina

ragmen az miktarda da olsa ithalat yapilmaktadir. Bunun en 6nemli sebeplerinden biri

yildan yila degismekle birlikte, Uretilen miktarin yaklasik % 5’ inin c¢esitli nedenlerden

dolay! Uretim kaybina ugramasidir. Bir diger 6nemli sebep ise ekmegin yaninda,

makarna, bulgur, irmik, nisasta ve bisklvi gibi bazi islenmis yiyecekler icin gereken kalite ve

standarttaki bugdayin dizenli ve istenilen miktarda yurt icinden temin edilememesidir.

Ornegin TUIK en son verilerine gére 2010 yilinda bu gibi i¢c piyasa taleplerinin
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karsilanabilmesi igin yaklasik dért milyon ton bugday ithal edilmistir [15], [16]. Bunun
yaninda Suriye basta olmak (izere italya, Misir, Libnan, Libya, israil gibi bircok ilkeye
toplam Uretimimizin yaklasik % 16 kadari da ihrag edilmektedir (Sekil 1.4) [15],[17]. Bu

acidan bakildiginda bugday tlke ekonomisinde katma degeri ylksek bir Grinddr.

Detailed World Agricultural Trade Flows (",_/f\\

() \ e Detailed World Agricultural Trade Flows {[ A
.IIFAOSTAT‘ < \\'.'j -IIFAOSTAT- = )

s 2
P T

S P
.

(A) . (8)

Copyright

Sekil 1.4 Turkiye’nin 2009 yilinda ithalat (A) ve ihracat (B) yaptigi tlkelerin dagihmi [17]

Copyright © Food and Agricolture Organizstion of the United Natioss, 201

Bugdayda verim ve kalite kayiplarina yol acan en 6nemli etmenlerden birisi de stres
faktorleridir. Stres faktorleri abiyotik stres faktorleri (kurakhk, tuzluluk, yiksek veya
disiak sicakhk, 1stk miktarinin azligi veya fazlaligi, gelisim icin gerekli olan maddelerin
yetersizligi, pestisitler ve agir metaller) ve biyotik stres faktorleri (virus, bakteri, mantar
gibi patojenler, bocek gibi zararlilar ve diger organizmalar) olarak siniflandirilmaktadir
[18]. Biyotik ve abiyotik stresler, ekonomik énemi olan tahillar dahil, tim bitkilerin
normal fizyolojik islevlerinde degisikliklere yol agmakta, bitkilerin biyosentetik
kapasitelerini azaltmakta, normal fonksiyonlarini degistirmekte ve bitkinin 6limtne yol
acabilecek zararlara neden olabilmektedir [19]. Sadece biyotik stres faktorlerinden
virus, bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklar sebebiyle,

tarim Grtnlerinde yaklasik %12’lere varan kayiplar meydana gelebilmektedir.

1.1.2 Bugday Hastaliklar

Tahillarda hastalik olusturan ve dinyada en yaygin gorilen patojenik etmenler;
Puccinia (pas), Ustilago (rastik), Tilletia (sirme), Erysiphe (killeme), Septoria
(septorya), Alternaria (alternarya), Fusarium (fusaryum), Helminthosporium

(helmintosporyum), Xanthomanas ve Pseudomanas (bakteriyel yanikliklar) ve Barley



Yellow Dwarf Virus (Arpa sari clicelik virGst)'dir. Bugdaya bakildiginda ise diinya

capindaki en 6nemli hastaliklari Sekil 1.5‘da gosterilmistir.

Turkiye’de ise bu hastaliklarin hemen hepsi gorilmekle birlikte bugdayda verim ve
kaliteyi dusliren en 6nemli hastaliklarin basinda pas hastaliklari gelmektedir [21].
Ornegin lilkemizde 2009/2010 yilinda kaydedilen iklimsel kosullar, asiri yagis ve yiiksek
nemden kaynaklanan o6zellikle pas, septorya, kok ve kok bogazi c¢uriklGgl gibi
hastaliklarin da etkisiyle, Tiirkiye genelinde bugday verimi ve Uretimi % 20 diizeyinde
kayba ugramistir. Ozellikle pas hastaliklari acisindan Ureticinin zamaninda uyarilmamasi
ve gerekli miicadelenin yapilmamasi nedeniyle ortaya ¢ikan ekonomik zararin 200

milyon TL diizeyinde oldugu hesap edilmektedir [22].

Bugdayda etkili olan 3 6nemli pas turd vardir. Bunlar sari pas (veya ¢izgi pasi; etmen:
Puccinia striiformis f.sp. tritici West), kahverengi pas (veya yaprak pasi; etmen: Puccinia
recondita tritici Rob. et Desm.) ve kara pas (veya gévde pasi; etmen: Puccinia graminis
tritici Eriks. et Henn.) hastaligidir [23]. Ulkemizde sari pas hastaligi daha cok ic ve Dogu
Anadolu bdlgelerinde gorilirken; kahverengi pas sahil bolgelerinde; kara pas ise
Giiney, Bati ve i¢ Anadolu’da yaygindir. Sari pas hastaligi sadece ilkemizde degil,
benzer iklim Ozelliklerine sahip bugday (retimi yapan bircok ilkede yaygin olarak
gorilmekte ve yliksek oranlarda verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir [24],

[25].
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Rhizoctonia spp. barley yellow dwarf luteovirus  Xanthomonas translucens pv. undulosa
(Rhizoctonia kék cuirtikligi) (Arpa Sari Clicelik Virtisi) (Bakteriyel yaprak ¢izgi hastalig)

Sekil 1.5 Bugdayin diinya ¢apinda en 6nemli hastaliklari [20]



1.1.3 Sari Pas Hastaligi

1.1.3.1 Hastalik Etmeni Puccinia striiformis f. sp. tritici

Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst)’nin sebep oldugu sari pas hastaligl tim diinyada en
onemli ve en tahripkar bugday hastaliklarindan biridir [26]. Sari pas, muhtemelen ¢ok
onceleri mevcut iken, ilk kez 1777‘de Avrupa’da Gadd tarafindan tanimlanmigtir [27].
Bunun ardindan 1725’de ingiltere’de ve 1794’de isve¢’te kaydedilen epidemilerin de
sari pas oldugu distniilmektedir [28] ve bugline kadar ki slirecte diinya ¢apinda 60’dan

fazla tlkede etkilidir [26].

Pst tahil Griinlerinde ve ¢imlerde sari pas enfeksiyonunu gercgeklestiren Basidiomycota
subesinden Uredinales takimina ait, sadece canl konukgu dokuda parazit olarak
yasamini stirdirebilen obligat biyotrofik bir patojendir (Cizelge 1.4) [29], [30]. Patojen,
1953 yilinda suan ki tir ismi ortaya cikarilmadan o6nce Uredo glumarum (1827),
Puccinia striaeformis (1854), Puccinia straminis (1860), Puccinia glumarum (1894) gibi

birkag isim degisikligi gecirmistir [27].

Cizelge 1.4 Puccinia striiformis’in taksonomik siniflandirmasi

Alem : Fungi
Sube : Basidiomycota
Sinif : Urediniomycetes

Alt Sinif : Incertae sedis

Takim  : Uredinales

Familya : Pucciniastraceae

Cins : Puccinia

Tiir + D ctriifnrmic unr ctriifnrmic

Pst ‘in konukgulari arasinda bugday, arpa, tritikale, cavdar gibi tahillar ve ¢cimenler yer
almaktadir [31]. Etmenin bugday, arpa ve c¢avdar gibi kicik taneli tahil konukgularina
gore Ozellesmis formlari ve virllensligi farkh irklari vardir [27], [29]. Patojenin 2010
yilhina kadar alternatif konukcusu bilinmezken, Jin [32] hassas Berberis spp. tirlerinin

patojenin alternatif konukcusu oldugunu ortaya cikarmis ve patojenin yeni irklarinin


http://en.wikipedia.org/wiki/Fungi
http://en.wikipedia.org/wiki/Basidiomycota
http://en.wikipedia.org/wiki/Urediniomycetes
http://en.wikipedia.org/wiki/Incertae_sedis
http://en.wikipedia.org/wiki/Uredinales
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Pucciniastraceae&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Puccinia

gelismesinde buyuk rol oynadigini géstermistir. Dolayisi ile patojen, Berberis tirleri
Uzerinde eseyli Ureme, mutasyonlar veya somatik hibridizasyonlar gecirerek dayanikli

olarak bilinen bugday genotiplerini hastalandirabilen yeni irklar olusturmaktadir.

Bugdayda sari pas etmeni olan Pst, bitkilerin yesil aksamini enfekte etmektedir.
Enfeksiyon bitkilerin tek yaprakli doneminden yesil aksamini korudugu olgunluk
dénemine kadar ki siireg icerisinde her zaman gerceklesebilmektedir. Ulkemizde bu
donem genellikle mevsimsel ve yoresel iklim kosullarina goére degismekle birlikte
ilkbaharda patojen igin optimum hava sicakligi olan 10-15 derece ve nemin yulksek
oldugu zamana denk gelmektedir. Bitkideki ilk semptomlar enfeksiyonun haftasinda
yapraklarda sari cizgiler halinde (pre-pustules) goriilmeye baslar ve bunu yapraklarin
Ust ylzeylerinde, ilerleyen donemlerde yaprak kininda ve hastaligin siddetli gectigi
yillarda kavuz veya kilciklar tGzerinde [33] makine dikisine benzer pistillerin olusumu
izler (Sekil 1.6). Bu pdustdller limon veya portakal rengindedir. Bitki olgunlastik¢a
enfekteli dokular kahverengimsi ve kuru bir gériiniim kazanabilir. Bu plstillerin icinde
enfeksiyonun 2. haftasi itibari ile 20-30 um c¢apindaki, tek htcreli, dikaryotik (n+n)
yazlik sporlar (iirediospor) olusur. ilkbaharda pustillerden piskirtiilen milyonlarca
yazlik spor genellikle riizgarla ve diger tasiyicilarla Glkeler hatta kitalar arasi uzaga
tasinir. Uygun kosullarda tasindigi bugday bitkilerini enfekte eder ve yeni tGrediosporlar

Uretir [35].

Piistuil

Sekil 1.6 P. striiformis’e ait pUstil yapisi, bugday lizerinde olusturdugu cizgili gérinti
ve etmenin dane verimine etkisi [34]



Pst obligat biyotrofik bir patojendir. Bu nedenle hayat déngilsini (Sekil 1.7) konukgu
bitkiler Gzerinde tamamlar. Etmenin Urettigi yeni irediosporlarin ¢imlenip konukguya
giris yapabilmesi icin %100’e yakin nisbi neme ve yagisa ihtiya¢ duyulur. Urediospor
olusumunu telialar igerisinde olusan ve etmenin kislik sporu olan iki hicreli, diploid
(2n) teliospor olusumu izler. ilkbaharda bu teliosporlar ¢imlenerek tek hiicreli, haploid
(n) basidiosporlari olustururlar [35]. Berberis tiirlerinin, etmenin alternatif konukgusu
oldugu ortaya cikarildiktan sonra [27], basidiosporlarin Berberis bitkisi yapraklarinda
cimlenerek enfeksiyon yaptigl ve bir slire sonra yapragin Ust ylzeyinde piknia, alt
ylzinde aesia adli yapilari olusturduklari disintilmektedir. Aesialardan meydana gelen
aesiasporlar riizgarla tasinarak yeni konukculari Gzerinde uygun kosullarda cimlenip
Uredinialari ve bunlarda yazlik Grediosporlari meydana getirirler. Bu sporlarda riizgarla

tasinarak diger bitkileri enfekte etmek lzere yayilir.
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Sekil 1.7 Puccinia striiformis f. sp. tritici yasam donglsi
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1.1.3.2 Hastahigin Yayilisi ve Verim Kayiplari

Etmen konukgu bitkide blylylp c¢ogalirken konukgu bitkinin su ve besin
elementlerinden faydalanir. Enfekte ettigi yapraklarda, ozellikle basaktaki tanelerin
gelisimini saglayan bayrak yaprakta fotosentezi baskilayarak kuru ve kalitesiz tane
olusumuna neden olur. Bu sekilde bitkinin gelisimini kisitlar, verim ve kalite kayiplarina

neden olur (Sekil 1.6) [36], [34], [27], [35].

Elverisli iklim kosullari ve 6zellikle hassas gesit kullaniminda verim ve kalite kayiplari
%30-100 oranlari arasinda olabilmektedir [37], [38]. Diinya gapindaki bugday uretim
alanlarinda farkl dénemlerde farkli siddette epidemiler gériilmeye devam etmektedir.
2000-2009 vyillari arasinda bugday Ureten ulkelerdeki hastaligin goriilme orani ve

zararin blyukluga Sekil 1.8’de 6zetlenmistir.

KOD [GORULME ORANI |ZARARIN BUYUKLUGU

Nadir Gobz ard: edilebilir

1 4
Lokalize olmus %1-5 rin kayiplart /

Yaygin % 5-10 Grin kayiplari

Sekil 1.8 2000-2009 yillari arasinda bugday lireten Ulkelerde sari pas hastaliginin
mevcut durumu [28]

(Lokalize olmus; 5 yilin 2 yilinda %25’in Uzerindeki tarim alanlarinda. Yaygin; 5 yilin 2-3 yilinda tim
retim bolgesinde)

Haritada gorildigl tzere, Morgounov vd. [39], 5 orta Asya ve 3 Kafkasya Ulkesinde
yaptiklari calismada sari pasin bolgede bugday tretimini kisitlayan baslica biyotik faktor
oldugunu ve son 5 yildir bolgeyi etkisi altina aldigini bildirmislerdir. Yine 1996’dan beri
hemen her sene glineybati Cin’de yaygin sari pas epidemileri gorilmektedir [40].

Amerika Birlesik Devletleri’'nde de hastaligin zarar boyutunun arttig yakin zamanda
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bildirilmistir [34]. Bu haritaya gore Tirkiye orta siddette risk tagimaktadir. Ancak bu
durum, patojenin sik mutasyon gegirmesi, kisa sirede virlilent 6zellikte yeni patotipler
olusturmasi, ve bu yeni patotiplerin riizgarla lilkeler ve kitalar arasi tasinmasi nedeniyle
son derece degiskendir. Ornegin, sari pas Yr9 dayaniklihk geni tizerinde etkili olan bir
sarl pas patotipi, 1986 yilinda Dogu Afrika’da ortaya cikip hava akimlariyla tasinarak
Kuzey Afrika, Bati Asya ve Giiney Asya’ya yayllmistir [23]. Bunun sonucunda Etiyopya,
Tirkiye, iran, Afganistan ve Pakistan’da biyiik kayiplarin ortaya ¢cikmasina neden
olmustur. 1990’ larda Ulkemizin giliney bolgelerinde yogun olarak ekilen ve Yr9
dayanikhlik genini iceren Seri82 cesidi bu epidemiden ¢ok etkilenmistir, %50-60"lik
verim kaybi nedeniyle de (buglink(i degeri yaklasik 7 trilyon) tretimden kaldirilmistir
[41]. Yine 1998 yilinda uzun siren serin ve yagish hava kosullarinin etkisi ile Orta
Anadolu’da kontrol edilen alanlarin %98’inin enfeksiyona maruz kaldigi gorilmustir
[42]. Siddetli epidemiler llkemizde son vyillarda da goérilmeye devam etmektedir.
Ozellikle 2009-2010 yillarinda Suriye’de ortaya cikan yeni bir patotip nedeniyle Orta
Anadolu ve gegit bolgelerinde enfeksiyon siddetleri artarak Glkemizin Ankara, Konya,
Eskisehir, Cukurova, Samsun, Amasya, Usak gibi énemli bugday Uretim alanlarinda

yuksek verim ve kalite kayiplarina yol agmigtir [43].

1.1.3.3 Etmene Karsi Miicadele

Sari pas hastaligi %30-100 oranlari arasinda verim kayiplarina yol actigi icin bugday
Uretiminde global bir tehdit olusturmaktadir. Bu nedenle, patojene karsi koruma

onlemlerinin alinmasi gida glivenligi bakimindan da 6nem tagimaktadir [38].

Hastaligin kontroliinde, erken donemden itibaren ekili alalarin periyodik olarak
izlenmesi blylk 6nem tasimaktadir [34]. Bu sayede diger pas tirlerine gére daha erken
dénemde gorilen sari pas hastaligini dnlemek hem daha kolay hem de daha ekonomik
bir miicadele yontemi olmaktadir. Bunun yani sira sik ekim yapilmamasi, yabanci
otlarla micadelenin zamaninda vyapilmasi ve gereginden fazla glibrelemeden
kacinilmasi koruma amacgh vyapilan diger uygulamalardir. Tarla icerisinde veya
cevresinde paslarda yeni irklarin olusumunda onemli bir etken olan ara konukgular
(Berberis spp., vs.) imha edilmesi, 6zellikle de dayanikh bugday cesitlerinin yaygin

olarak kullanilmasi da son derece 6nemli uygulamalardir [33].
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Kimyasal miicadelede, hastaligin gorildigl yerlerde ve hassas bugday cesitlerinin
ekildigi alanlarda yesil aksam ilaglamasi uygulanmaktadir. ilk ilaglama, ilk pas
pustillerinin gorinmeye basladi zaman yapilmaktadir. Genellikle iki ilaglama pas
hastaliklari icin yeterli olmakla birlikte epidemi yapma ihtimaline karsi tGgtinci ilaglama
da vyapilabilmektedir [33]. Fungusit uygulamalarinin bugday Uretimindeki girdi
maliyetini arttirmasinin yani sira insan ve ¢evre saghgi agisindan olusturdugu riskler ve
fungusite direncli patojen irklarinin ortaya cikisi gibi 6nemli olumsuz etkileri vardir. Bu
nedenle dayanikh cesit kullanimi hem daha ekonomik hem de insan saghgini tehdit
etmeyen, cevreci bir miicadele yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir [34]. Fakat
bugday gibi bliyik ve karmasik genoma sahip bitkilerde klasik yontemlerle dayanikli
cesit gelistirmek 13-14 yil siren ve yogun emek gerektiren bir slregtir. Oysa patojen
kisa slirede (1-3 yil) yeni virlilens 6zellige sahip irklar gelistirebilme potansiyeline
sahiptir. Bu nedenle miicadele igin yeni stratejilerin gelistiriimesinde bitkide direng ve
hassasiyet cevabini yoneten molekiiler mekanizmanin aydinlatiimasi bliyik 6nem

tasimaktadir.

1.1.4 Bitki-Patojen Etkilesimi

Bitkilerdeki dogal savunma mekanizmalari genellikle patojenlerin goguna karsi direngli
olmasini gerektirir. Dolayislyla bir patojenin konukcuda hastalik olusturmasi aslinda sira
disi bir durumdur. Clnki bitkiler kalitsal olarak saldirgan patojeni tanima potansiyeline
ve basarili bir savunma gelistirme yetenegine sahiptirler. Fakat tam tersi de basarili
patojenler icin gecerlidir ve patojenler konukcunun tanima mekanizmasindan
kurtulmak ya da konukcunun savunma mekanizmasini baskilamak gibi o6zelliklere

sahiptirler [44].

Patojenin bitkiye saldirmasiyla bitkide harekete gecen bazal metabolizma uyumlu
etkilesim (hassasiyet) veya uyumsuz etkilesim (dayaniklilik) yaniti ile sonuclanir. Her iki
etkilesimde de savunmayla iliskili ve biyotik stresden sorumlu bircok protein indiiklenir.

Bitki-patojen etkilesiminin genel 6zeti Sekil 1.9’da sunulmustur.
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HUCRE DUVARI YIKIM ENZIMLERI (seliilaz, pektatliyaz, lipaz)
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Sekil 1.9 Genel olarak bitki-patojen etkilesiminin 6zeti [45]

1.1.4.1 Patojendeki Reaksiyonlar

Bitki-patojen etkilesimleri patojenin saldirisi, yayllma yollari ve bitkinin savunma
mekanizmasi arasindaki ¢cok ince bir denge ile yonetilmektedir [46]. Bu etkilesim
Uzerinde yapilan ¢alismalarda kimi arastirmacilar bitki cephesine yogunlasirken kimileri
de patojene odaklanmistir [47]. Her patojen konukcusunu ele gecirmek icin kendine
0zgl bir yol gelistirmistir. Bazi tlrler mekanik basin¢ uygulayarak ya da enzimatik
saldiriyla direkt ylzeyden giris yaparken, bazilari dogal acikliklardan (stoma, lentisel,
vs.), bazilari da yalnizca dokuda agilmis yaralardan giris yapmaktadir. Konukcuya giris
yapan patojen, konukcudan faydalanirken bitki ile girdigi etkilesime gore nekrotrofik,

biyotrofik ve hemibiyotrofik olmak lzere (i¢ grupta incelenir [48].

Nekrotrofik patojenler konukcuya Ozellesmemis, firsatgi patojenlerdir. Dokuya yara
veya dogal acikhklardan (6zellesmemis) giris yaparlar. Nekrotrofikler toksin ve litik
enzimler salgilayarak hticre 6limine ve doku maserasyonuna sebep olur. Sonrasinda

ise patojen besin kaynagi olarak hiicrelerin yikilmasiyla olusan Griinleri kullanir [48].

Biyotrofik patojenler ise konukgularina 6zellesmislerdir. Dokuya direkt mekanik yolla ya
da dogal acikhiklardan (Pas etmenlerinde oldugu gibi) 6zellesmis yapilar araciligiyla giris

yaparlar (Orn., hostorya olusumu). Bazilari ¢cok az sayida litik enzim ve toksin salgilarlar.
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Konukgu hiicreden istifade ettigi sirece yasamasina izin verir [49]. Konukgu aralig
nekrotrofiklere nisbeten daha dardir ve saghkli bitkilere tim donemlerinde

saldirabilmektedir.

Hemibiyotrofik patojenlerde ise bitki hicreleri enfeksiyonun ilk asamalarinda canh
kalirken, enfeksiyonun son donemlerinde konukguyu o6ldirir [50]. Hemibiyotrofikler ilk
gelisimlerini biyotrofikler gibi slirdlirlip sonraki asamalarinda nekrotrofik gibi hareket
ederler. Hlcreler arasi hifler konuk¢u doku icerisinde dallanarak gelisim gosterir ve
sonucta hicrelerin olimiine sebep olur [51]. Fakat patojen 0Ol doku lizerinde de

hayatini sirdirebilmektedir [52].

Teze konu olan sari pas hastalik etmeni Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst) biyotrofik
bir fungustur. Bu nedenle patojen saldirisi ve hastalik gelisimine dair gergeklesen
olaylar oncelikle Pst olmak Uzere genel biyotrofik fungal patojenler temel alinarak

actklanmistir.

Biyotrofik etkilesimde patojen uzunca bir slire konukgusundan canh olarak istifade
edecegi icin konukguya giris yaparken azami derecede zarar vermeye 6zen gdsterir. Bu
baglamda konukguya giris yaparken mekanik basingla ya da enzimatik yolla giris
yapmak yerine stomalar araciligiyla dogal agikliklardan giris yaparlar. Konukguya ilk
tutunma ylzeydeki hidrofobik etkilesimler sayesinde olur. Konukcu ile ilk temas,
sporun gimlenme goézeneklerinin lizizinden meydana gelen diisik molekiler agirlikh
karbohidrat ve glukozile polipeptitlerden olusmus bir ekstraselller matriksin Gretimini
harekete gecirir. Bu matriks, fungal kitinaz ve esteraz enzimlerinin de etkisi ile bir
tutunma vyulzeyinin olusumuna katki saglar. Etmenin hastalik yapan Urediosporlari
(Urediniospore-U) tek hiicrelidir ve dis ceperleri dikenli, hidrofobik bir ylizeyle kaplidir.
Bitki dis yuzeyindeki stomalara yerlesen urediosporlar doku icerisine dogru bir
cimlenme borusu (Germ Tube-GT) olusturur. Oldukga hassas bir ylizey tanima sistemi
olan cimlenme borusu, yaprak Ust zarinin topografik ozelliklerine gore ilerleyerek

stoma acikliklarina ulasmaya calisir (Sekil 1.10) [53].
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Sekil 1.10 Pst inokulasyonunun 5. glinlinde patojenin hifsel gelisimi ve stoma
acikliklarindan bitki dokularina girisi (Hf: Hif, St: Stoma, Sp: Spor) [Tez calismasindan]

Cimlenme borusu farkhlasarak apresoryum (Appressorium-A) yapisini olusturur.
Apresoryum bitki ile patojenin siki bicimde baglanmasini saglayarak patojenin konak
hiicre ve dokulari icine dogru blylimesine dnclilliik eder. Fungal sitoplazma ¢imlenme
borusu icerisine dogru tasinarak yapiskan ekstraselller matriksle bitisik bir sekilde
ylzeyde kivrilarak ilerler ve apresoryuma aktarihr. Apresoryum da stoma
bosluklarindan yapragin icerisine penetrasyonu saglayan giris uzantilar (Penetration

Peg-PP) meydana getirir (Sekil 1.11).

Zaman
Niifuz etme Pm:a‘lzn.sel Spor
gelisme olusumu

U: Urediospor
A: Apresorya
PP: Giris Uzantisi
SV: Stoma Alti
Kesecik

IH: Enfeksiyon Hifi
HMC: Hostoryum Ana
Hucresi

H: Hostoryum

LK)

Yaprak Kkesiti
Sekil 1.11 Puccinia striiformis’in enfeksiyon esnasinda gerceklestirdigi yapilar [54]

Apresoryumun giris uzantilarina farkhlasmasi esnasinda seliilaz, proteinaz ve kitin
deasetilaz gibi bazi fungal litik enzimlerde etkindir. Apresoryumdan farkhlasan giris

uzantilari stoma oyuklari boyunca uzayarak stoma alti kesecikleri olusturur
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(Substomatal Vesicle-SV) ve sonrasinda bu giris uzantilarindan bir bélme ile ayrilir. Bu
kesecikler daralarak enfeksiyon hiflerini (Infection Hypha-IH) olusturur ve bu esnada
konukgu hiicre duvarinin pargalanmasinda etkin olan pektin esteraz, metilestaraz ve
sellilaz gibi fungal enzimler de ortaya ¢ikar. Stoma alti kesecik ve enfeksiyon hifi
genellikle inokulasyonu takiben 15. saat icerisinde gézlenmektedir [55]. Enfeksiyon hifi
mezofil hlcreleriyle temas ettiginde bir hostoryal ana hiicresine (Haustorial Mother
Cell-HMC) farkhlasir ve enfeksiyon hifinden bir bélme ile ayrilir. Sitoplazma hostoryum
ana hiicresi icerisine tasinir. Sonrasinda hostoryum ana hiicresi de konukcu hiicreye
giris yapmasini saglayacak olan ve plasma membraninin igerisini kaplamasina yardimci

olan hostoryum (Haustorium-H) yapisini olusturur [54], [48].

Hostorya, konukgu ile biyotrofik iliskiyi kuran ve devam ettiren esas yapidir ve besin
aliniminda 6nemli rol oynar [56]. Metabolik aktivite hostorya igerisinde disaridaki
gelisimlere nazaran daha fazladir. Hostorya fungusun konukgu ile temas ettigi genis
ylizeyden organik karbon alimini saglar. Absorbe edilen karbon hemen genellikle dogal
bir disakkarit olan trehaloz (C;,H,,011) olarak fungusun kalan diger viicut hiicrelerine
(thallus) tasinir. Sekerin hicreler arasi bosluga iletimi diflzyon egimine gore
dizenlenir. Hostoryum bazi durumlarda amino asit ve sulfir/fosfat alinnminda da

gereklidir [57].

Uromyces fabae pas etmeni ve konukgusu Vicia faba ile yapilan bir calismada patojen
ve konukgusu arasindaki duvar ve membran yapilari ile detayli hostoryum yapisi Sekil
1.12‘de sematize edilmistir. Seklin buyultilmis halinde ise hostorya icerisinde fungal
ATPaz'lar etkinliginde proton pompalanmasi ve bitki hiicresinden besin elementlerinin

alinimi gosterilmistir [48].

Hostoryum vyapisinin gelistikten sonra farkli yapilara farkhlastigina dair g¢alismalar
mevcuttur. Lee ve Lee [58], Cuscuta australist bitkisiyle yaptiklari calismada hostoryum
hifinin son olarak bitki govdesindeki ksilem ve floem hiflerine farklilastigini rapor

etmislerdir.
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Sekil 1.12 Dikaryotik hostoryumun konukguya ait mezofil hiicresi ile etkilesiminin
sematik gosterimi (fungusa ait yapilar mavi, bitkiye ait yapilar ise yesil renkleriyle
belirtilmistir) [48]

Konukgu hiicre igerisinde hostoryum yapisini gelistiren patojen hayat donglsini
tamamlayabilmek igin gerekli besin elementi ve enerji ihtiyacini konukgudan
karsilarken, konukcuda enfeksiyon siireci baslamis olur. Patojen enfeksiyon sonrasinda
olusturdugu Urediosporlarin yeni bitkilere tasinmasiyla yasam doénglsinii devam

ettirir.

1.1.4.2 Bitkideki Reaksiyonlar

Bitki patojenle karsilastiginda patojenin dokulara girisini ve gelismesini engelleyecek
savunma mekanizmalari ve yapilari gelistirir. Kitikula ile kaplanmis hiicre duvarlar
bitkinin ilk savunma hattini olusturur ve patojenin bitkiye girisini sinirlar. Sari pas gibi
biyotrofik patojenlerde, patojenin yasamini strdirip cogalabilmesi icin mutlaka bitki
hiicreleri icine giris yapmasi ve hiicre igerigini kullanmasi gerekmektedir. Bu nedenle
patojenin ilk hedefi yaprak ylzeyine tutunarak dogrudan stomalar veya yaralar gibi
dogal bosluklardan ya da hidrolitik enzimler ve/veya enfektif yapilar olan
apresoryumlar araciligiyla dolayh olarak bitki hiicresine giris yapmaktir [59]. Patojen
saldirisina karsilik bitkide savunma cevabinin baslayabilmesi igin 6ncelikle patojenin

bitki tarafindan taninmasi ve bu tanima ile savunmada rol alan genlerin ve molekiillerin
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aktiflestiriimesi gerekir. Tanima ile bitki tarafindan gelistirilen savunma cevabi 2 temel

grupta incelenir.

Elisitor Ozelligi gosteren patojen kaynakh lipopolisakkaritler, kitinler, glukanlar ve
flagellinler gibi molekiiller “patojenle iliskili molekiler motifler” (MAMPs - “Microbe
Associated Molecular Patterns veya PAMP- “Pathogen Associated Molecular Patterns”)
olarak tanimlanir. PAMP ve MAMP’lerin bitki ylzeyindeki “patern tanima reseptorleri”
(PRR) tarafindan taninmasi ile bitkide bazal savunma sistemi harekete gegirilir. Bu
sekilde olusan immuinite ise PAMP/MAMP-tetiklenmis imminite (PTI) olarak
tanimlanmaktadir [60], [61]. Ornegin, RLK-FLS2 (Receptor-Like protein Kinases-Flagellin
Sensing 2) Arabidopsis’te en iyi karakterize edilmis patern tanima reseptéridir ve
direk flagellin’in (flg22) epitopunu baglar. FIg22’nin taninmasi lzerine, hiicre igi sinyal
baslar. Hiicresel homeostazis icerisindeki apoplastin alkalinizasyonunu da iceren hizli
degisimlerin sonucunda hiicre igi kalsiyum seviyesi, diger iyon akislari, reaktif oksijen
turlerinin (ROS) gelisimi, kinazlar gibi c¢esitli molekillerin ve genel savunma
reaksiyonlarinin aktivasyonu artar [62]. Erken cevabin ardindan antimikrobiyal
bilesiklerin Uretim ve salgisi, hiicre duvarinin glglenmesi, hormon sentezi ve
enfeksiyon bodlgesinden uzak doku ve hiicreler igin sistemik dayanikhlik sinyallerinin
baslangici vasitasiyla bir savunma cevabi diizenlenir. PTI genel olarak zayif bir immin
yanit olusturmakla birlikte bir¢cok patojen igin ileri kolonizasyonu durdurmasi agisindan

kritiktir [60].

Patojende, Avr (avirilens) genleri tarafindan kodlanan efektor proteinleri PTI
sinyallerini ve bu yondeki cevabi baskilama 6zelligine sahiptir. Glnimize dek
karakterize edilmis bircok fitopatojenik efektor, konuk¢u savunma proteinini ve
sureclerini hedefler. Gram negatif bakterilerdeki T3SS (Type Ill Secretion System)
efektoriiniin virlilens etkisi memelilerde ve bitki patojenlerinde iyi bilinmektedir [168].
Efektor proteinler konukcu hiicresine girdiginde, bagisiklik sisteminde veya patojen
tanimada etkin olan proteinleri patojenin virtlensligini arttirmak tzere dlizenler. Ayrica
bircok patojen kendi yasam dongilsine katki saglamak icin efektor proteinlere ek

olarak kiiclk toksin molekiilleri de salgilar [62].
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Bitkide ise patojenin efektdr proteinlerini taniyarak “efektor-tetiklenmis imminite”
(Effector-triggered immunity-ETI) olarak adlandirilan daha gii¢lii bir savunma cevabinin
gelismesine yol acan ve dayaniklilik genlerince kodlanan R proteinleri bulunur (Sekil
1.13). Bu tanima ve ardindan gelisen dayanikhlik cevabi, gene-karsi-gen modeli olarak
da ifade edilmektedir ve irka 6zglidir. Bir baska deyisle belli patojen irklari ancak o irka
0zgln R geni tasiyan bitkilerce taninabilmekte ve ancak bu kosulda bitkinin savunma
sistemi aktiflestirilebilmektedir. Aksi taktirde bitki patojeni taniyamamakta ve hastalik

gelismektedir [64].

Y(ksek PTI ETS ETI ETS ETI
— A A A
-§ HR Esigi
7:, . © ° oo
- Patojen ® o
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@ =700
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T 000 ¢
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Sekil 1.13 Bitki-patojen etkilesimi ve bitkide gelisen savunma cevabini agiklayan zigzag
modeli [60]

PTI: PAMP-Tetiklenmis immiinite, PAMP: Patojen iliskili MolekiilerMotifler, ETS: Efektér Tetiklenmis
Hassasiyet; ETI: Efektdr Tetiklenmis immiinite

ETI sinyalizasyonu enfeksiyon boélgesinde patojenin yerlesmesini kisitlar ve siklikla
hipersensitif cevap (Hypersensitive Response-HR) olarak adlandirilan programli hiicre
OliminiG tetikler. ETI tarafindan indiiklenen HR, bitki ile karsilasan her patojen icin
etkili olmayabilir [62]. HR olusumu salisilik asit Gretimini tetikler, ardindan PR-1'i
(Patojenez iliskili-1) de icine alan bircok savunma iliskili gen aktiflestirilir. Tetiklenen
savunma cevabi, genellikle hilicre zarindaki iyon akisinda degisim, ekstraselller
oksidatif patlama, enfeksiyon bolgesi ve etrafinda programli hiicre 6limii, bolgesel ve

sistemik transkripsiyonel regiilasyon ile karakterize edilir. Bltlin bu olaylarin ortak
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hedefi, patojenin o&ldirilmesi veya gelisiminin  durdurulmasi bdylece hastalik

olusturmasinin énlenmesidir [65].

Plazma membrani, patojen kaynakli molekillerin bitki tarafindan algilanmasi icin bir
ara ylzey vazifesi gorir ve dolayisi ile patojen ile bitki hilicresi arasinda fiziksel bir
bariyer saglamasi acisindan onemlidir [66]. Plazma ve organel membran
gecirgenliginde degisimlerin yasanmasi genellikle patojen tarafindan enfekte olmus
bitki hiicrelerindeki ilk saptanabilir yanittir ve 6zellikle kalsiyum ve potasyum iyonlari
gibi elektrolitlerin kaybiyla sonuclanir. Yani, suda c¢o6zlinebilen kiiclik iyonlar ve
hicredeki molekillerde degisimler gozlenir [67]. Gegirgenlikteki degisim, patojenin
Urettigi toksinlerin etkisi ile olusur. Ornegin yulaf yapraklarinda Helminthosporium
victoriae tarafindan Uretilen ve konukguya 6zellesmis bir toksin olarak bilinen victorin,
bir membran proteinine baglanir ve membranin gecirgenligini degistirerek yapraklarda
kloroz ve nekroz olusumuyla yaprak lekesi denilen hastaliga sebep olur [48]. Patojenler
konukgu hiicrenin transkripsiyon ve translasyon mekanizmalarini etkilemek igin de
¢aba sarf etmektedir. Bu etki sonucunda bitkinin metabolizmasinda patojen yararina
bir degisim meydana gelir. Meydana gelen bu degisim, bitki sekonder
metabolizmasinda basit bir adaptasyona yol acar. Patojen bu sekilde kendisine yararli

kimyasallarin Uretimini arttirmayi amaclar [48].

Hastalik olusumu icin gerekli olan bitki, patojen ve cevre arasindaki etkilesim sonucu,
bitkinin  fizyolojisi lzerinde patojenin etkilerine bagh olarak semptomlar
gozlenmektedir. Fotosentez bitkilerin esas 6ncelikli fonksiyonudur ve her patojen bu
sirece midahale eder. Bitkinin yaprak ve gévde gibi organlarinda kloroz (sararma) ve
nekroz (kahverengilesme ve 6lim) seklinde belirtiler bu fonksiyonlarin baskilandiginin
gostergesidir. Sadece fotosentezin zayiflatiimasiyla bile bitki dokularinin yumusamasina
sebebiyet vererek diger bitki zararlisi ve patojenlere karsi hassasiyetinin artmasina

neden olunabilmektedir [48].

Patojenler konukgu bitkinin vaskiler sistemleri icerisindeki su ve besin elementi
tasinimini etkileyebilmektedir. Bu da bitkilerin ylzey kisimlari ile terlemeleri veya

hasta kokler vasitasiyla besin elementleri ve suyun zayif alinimina etki edebilmektedir.
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Bu nedenle vaskiiler sistemdeki yavas translokasyon bitkiyi solmaya, kloroza ve hatta

nekroz olusumuna kadar gétirebilmektedir [48].

Bitkilerde genel reaksiyon olarak gerceklesen solunum, cogu bulasici hastaliklar
sirasinda artmaktadir. Genellikle solunumun artisi, enfekte olmus konuk¢u dokuda
zarara temel bir yanit olarak ortaya cikar. Oksijen aliniminin ve solunum enzimlerinin
aktivitesinin artisi; sicaklikta hafif bir artisa, enfeksiyon noktasinin etrafinda metabolit

birikimine ve hatta konukgu dokusunun kuru agirliginin artmasina yol agar [48].

Patojenlerin konukcudaki bir diger etkisi de bitki hormonlarinin fazladan (retilmesine
neden olmasidir. Bitki hormonlarindaki bu degisim patojenin konuk¢u metabolizmasini
etkisi altina almasi ya da patojen kaynakli uyaranlarin etkisiyle bitki blylime
hormonlarinin veya analoglarinin fazlaca tiretiminden kaynaklanabilmektedir. Ornegin
Brassica cinslerinde beyaz pas diye bilinen hastaliga sebep olan Albugo candida
enfekte ettigi bitkide indol asetik asit (IAA) Gretiminin artmasina neden olur [48]. Yine
bugday ve P. graminis etkilesiminde oldugu gibi IAA oksidaz inhibisyonuyla 1AA
indirgenmesi azaldigindan bitkide IAA artisi goriilmektedir [68]. IAA ise esas bliyime
hormunu oksinin en bilinen formudur ve apikal dominanside (yanal tomurcuklanmanin
inhibisyonu), vaskiiler doku olusumunda, vyaprak ve meyve dokiilmesinin
Onlenmesinde, etilen sentezinin uyarilmasinda, c¢iceklenmenin engellenmesi ve
tesvikinde, meyve olusumunun uyarilmasini kontrol etmede 6nemli bir hormondur.
Bunun vyani sira IAA’'nin  bitki hlicresi membranina absorbsiyonu membran
gecirgenligini de etkilemektedir [68]. Bu acidan bakildiginda patojen, konukcusunda
IAA artisina sebep olarak bitki dokusu icerisindeki gelisiminde kendisine avantaj

saglayabilmektedir.

1.1.5 Bitki-Patojen Etkilesimine Molekiiler Yaklasimlar

Hastalik kontroliinde dayanikh cesitler ile yetistiricilik yapilmasi en etkili, ekonomik ve
cevreye duyarli metottur [27]. Ancak bugday gibi bilylk ve karmasik genoma sahip
bitkilerde klasik yontemlerle dayanikh cesitleri gelistirmek uzun zaman alan (13-14 yil)
ve yogun emek gerektiren bir siirectir. Molekiiler biyolojinin sundugu olanaklardan
yararlanmak daha hizli ve daha etkin kalici miicadele programlarinin gelistiriimesine

olanak saglar. Bu amacla ¢ok sayida calisma ylrutilmektedir. Bu calismalarin 6nemli
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kismini dayanikliliktan sorumlu genlerin belirlenmesi, tanimlanmasi ve klonlanmasina
yonelik genetik ¢calismalar, diger 6nemli kismini ise dayanikhilik ve hassasiyet cevabinin
gelisiminde rol alan biyomolekiillerin tanimlanmasi, islev ve etkilesimlerinin

aydinlatiimasina yonelik calismalar kapsar [25].

Bitki hastaliklarinin gogunlugu igin hassasiyet mekanizmasinin genetigi dayanikhliga
gore daha az gahsiimistir ve bu konuda daha az bilgi mevcuttur. Ancak bitki-patojen
etkilesiminde hastalik gelisimine etki eden gerek patojen kaynakl gerekse bitki kaynakli
gen ve gen Urlnlerinin hassasiyet cevabini nasil etkilediginin anlasilmasi daha etkili
miicadele yodntemlerinin gelistirilmesinde ve Ozellikle tarimsal ilaglar icin hedef

molekillerin belirlenmesinde olduk¢a 6nem tasimaktadir [69], [70].

Konukgu hassasiyeti genel olarak dayaniklilik kazanci veya kaybi baglaminda incelenir
[72] ve patojenler genellikle hastalik gelisimine asamal olarak katki saglayan virllens
efektor faktorlere sahiptir. Konukgu hassasiyetiyle iliskili genlerin blyilk oranda
bilinmedigine dikkat ceken Yang vd. [72], hassasiyet mekanizmasinin da dayanikhlik
mekanizmasi gibi gene karsi gen modeline gore diizenlendigini 6ne stirmustir. Yapmis
olduklari bu calismada bakteriyel tip lll efektor proteini, genetik olarak dominant celtik
geni Os8N3’lin anlatiminin artmasina neden olmustur. Ayni sekilde, yulafta viktorya
yanikhginda da hassasiyetin, konukguda tek dominant lokus ve patojen tiirevli konukgu
secici toksin (Host-Selective Toxin-HST) aracihigi ile gene karsi gen modeline gore
gerceklestigi belirtilmistir. Viktorya yaniklik hassasiyeti ve pas dayanikliigi ayni gen
tarafindan dizenlenir ve hastalik hassasiyetinin fizyolojisi, dayanikhhigr andirir.
Dayanikhlik ve hassasiyet cevabi arasindaki benzerliklerin incelendigi calismada, R geni
ailesine bagh LOV1 geni hassasiyet lokusu olarak tanimlanmistir. Dolayisiyla R

genlerinin hastaliga karsi hassasiyette de 6nemli rol alabilecegi bildirilmistir [69].

Bugday-Puccinia striiformis (Pst) iliskisine yonelik yapilan molekiler calismalarin énemli
bir kismini Yr dayanikhlik genlerinin belirlenmesi, haritalanmasi ve bu genlerle
baglantil markoérlerin bulunmasi olusturmaktadir. Bu calismalarda genel amag yeni
dayanikli gesitlerin gelistirilmesinde kullanilacak genomik verilerin ortaya konmasidir.
[25]. Fakat bitkide sari pas hastalik gelisiminden sorumlu oldugu bilinen spesifik bir gen

olmadigi icin genomik calismalar dayaniklilikla iliskilidir. Oysa Pst’e karsi daha etkin ve
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kalict miicadele yontemlerinin gelistirilmesi igin patojenisitenin, virlilens faktorlerin ve
bunlarin bitkide meydana getirdigi molekiler cevabin da anlasilmasi 6nem
tasimaktadir. Bu amagla hastalik gelisimini ve patojen cephesini irdeleyen galismalar
son yillarda artarak devam etmektedir. Fakat Pst genom sekans bilgisinin eksikligi bu
patojen odakli calismalarin en blyik kisitlarindandir. P. graminis f. sp. tritici’nin genom
sekansi yakin zamanda yayinlanmis, P. triticina’nin ise tim sekanslamasi yapilmis ve
annote edilmistir [73]. Broad Institue’ de Puccinia Grubu Sekanslama Projesi (Puccinia
Group Sequencing Project) kapsaminda Pst genom projesi Uzerinde calismalar
sirmektedir ve bir kisim genomu yakin zamanda tamamlanmistir. Cantu vd. [73], Next
Generation Sequencing yontemini kullanarak PST-130 ve PST-78 gibi farkli Pst
patotiplerinin  genom sekanslamalarini  yayinlamislardir. Genom sekanslama
calismalariyla ortaya konan birgok aday patojenisite ve virlilens geni hastalik kontrolu
icin potansiyel hedef konumundadir ve mikrobiyal patojenite ¢alismalari diinya ¢capinda
efektorler lGzerine yogunlagmistir [74]. Obligat biyotrofik funguslarda son zamanlardaki
genom sekanslama c¢alismalari biyotrofik gelisim esnasinda eksprese olan salgl

proteinlerinin potansiyel efektorler olabilecegini ortaya koymustur [75].

Bitkilerde dogal savunma mekanizmasi yizlerce genin anlatiminin arttig1 veya azaldigi
glcll bir transkripsiyonel ve translasyonel cevabi gerektirir. Fakat bitkilerin savunma
esnasinda  transkriptomlarini  nasil  dizenledikleri ya da transkripsiyonel
dizenlenmelerinin hangi fonksiyonlari yerine getirdiginin aydinlatiimasi amaciyla
gerceklestirilen islevsel genomik calismalar artarak devam etmektedir. Son 25 yilda bu
tip calismalarla bitkinin yani sira bircok patojen geni de kesfedilmis ve farkh bitki
hastaliklarinin molekdiler temellerinin anlagilmasinda énemli adimlar atilmigtir. Elde
edilen bu fonksiyonel veriler genom dizi bilgileriyle birlestirilerek yeni veri tabanlarinin
olusturulmasina olanak saglamistir. Boylece gen delesyonlarinin etkileri, gen
transferleri ile overekspresyon ya da RNAi (RNA interference) gibi gen susturma
yontemleri kullanilarak ters-genetik yaklasimlarla olasi fonksiyonel genlerin hastalik
veya dayanikliliktaki rolleri ortaya konmaktadir [76]. Ornegin patojenin belli hayat
donglisi ya da enfeksiyon asamalarindan olusturulan cDNA kitliphanelerinin
sekanslanmasi da bitki patojen etkilesiminin anlasilmasinda oldukca etkindir. Elde

edilen EST’lerin (Expressed Sequence Tags) ileri analizleri bircok sekansin patojenlikle
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veya diger patojenlerdeki virlilens genlerle homolojisinin kesfine yol agmistir.
Tahillardaki pas funguslarina dair EST kitliphaneleri, bu genlerin kesfine ve
enfeksiyonun belli evrelerindeki ekspresyon degisimlerinin belirlenmesine katki
saglamistir [76]. Bugdayda kahverengi pas [77], [78], kara pas [79], [80] ve sari pas [81],

[82] igin EST kutliphaneleri olusturulmustur.

Yin vd. [81] 2009 yilinda enfekteli bugday yapraklarindan izole ettikleri hostoryalardan
olusturduklari Pst cDNA kltlUphaneleri ile salgi proteinlerini kodladigi varsayilan 15 geni
tanimlamislardir ve enfeksiyon sirecinde indiiklenen 6 geni belirlemiglerdir. Bu genler
icerisinde calcium/calmodulin-dependent protein kinase, chitinase, ubiquitin ligase gibi
onemli proteinlerle homoloji gosteren dort genin (PSThal4il9, PSThalln16, PSTha5al
ve PSTha5G19) enfekte yapraklardaki ekspresyonunda yiksek seviyede artis gdozlenmis
ve PSThaldil9 geninin vitamin Bl biyosentezinde gorev aldigi belirtilmistir. 2011
yilinda yayinlanan bir baska calismada [83], es zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
(Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) teknigini kullanarak, Uc¢ olasi salgi
protein genine (PstSP11L10, PstSP2C7 ve PstSP11P10) ait tam uzunlukta sekanslar elde
edilmis, fungal gelisimin g¢esitli asamalarinda ve enfeksiyon sirecinde ekspresyon

profilleri ortaya konmustur.

Ling vd. [84] Pst'ye ait tam uzunlukta cDNA kitiphanesi olusturarak, cDNA klonlarina
ait sekanslari diger funguslarin mevcut raporlanmis genleri ile karsilagtirarak ilgili
genlerin fonksiyonlarini belirlemeyi amacglamistir. Calismanin sonucunda Pst’ye ait
amino asit metabolizmasi, hilicre savunmasi, protein modifikasyonu gibi farkh
mekanizmalar ile iliskilendirilen 51 gen tanimlamisladir. Bunlar igerisinde “Cell wall
glucanase”, “Differentiation-related/infection protein” ve “Pectin lyase” gibi
enfeksiyonla iliskili proteinlerle yiksek homoloji gosteren proteinler de rapor
edilmistir. Bugday ve Pst arasindaki uyumlu etkilesimin incelendigi bir diger calismada
[85] da Pst patojenisite genleri ve bugday savunma genlerinin arastirilabilecegi yeni bir

veri tabani kurulmustur (http://www.broadinstitute.org/scientific-

community/software). Ayrica pas hostoryasindan izolasyonla olusturulan cDNA

kiitiiphanesi ve sonrasindaki sekans analizleriyle birlikte hostorya yapisinin molekdler
dizeyde fonksiyonunun anlasilmasinda, besin alinimi ve efektér proteinlerin
tasinimindaki 6nemli rolleri ortaya konmustur.
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Bugday ve Pst etkilesiminin transkiptom diizeyinde incelendigi bir baska ¢alismada sari
pas dayaniklilik geni Yr5’in uyumlu ve uyumsuz etkilesi sirasinda transkript diizeyindeki
degisimi incelemek lzere Bugday Gen Cipi (Wheat GeneChip) kullanmislardir. Her iki
etkilesimde toplamda 242 transkript tanimlanmis ve bu transkriptler igerisinde 61
tanesinin uyumsuz etkilesime (dayaniklilik) 6zglin hipersensitif cevaba (HR), 19
tanesinin ise sadece uyumlu (hassasiyet) biyotrofik etkilesimde ait oldugu bildirilmistir.
Hastalik gelisimine 06zgli bu transkriptlerin icerisinde Yr5, Lr10 gibi dayanikhlik
genlerinin algilanmasinda etkin olan Protein Kinase ve metabolizma ile iliskili

Cytochrome P450 gibi 6nemli proteinlerle eslesen transkriptler de tanimlanmistir [86].

Bu tip blylk islem hacimli bitinsel yaklasimlar sonucunda bitki-patojen etkilesiminde
ekspresyonu degisen genler belirlenirken bir yandan da tek tek bu genler (izerinde
fonksiyonel c¢alismalar vyiratilmektedir. Bu ¢alismalardan birinde, Pst enfekteli
bugdaydan elde edilen TaARD (aci-reductone-dioxygenase) geni incelenmis ve bu genin
etilen sentez yolaginda yer aldigi ve stres cevabinda etilen sinyallerinden faydalandigi
gosterilmistir. Etilen Gretimi genellikle patojenin bitkiye saldirmasi sonucu bitkideki
erken cevap olarak gorulir. Etilen savunma ile ilisikli genlerin dizenlenmesinde ve

hastalik semptomlarinin gelisiminde sinyal gorevi gormektedir [87].

Bir diger calismada [88], Suwon 11 cesidine Pst inokulasyonu sonrasinda, programli
hicre 6liminde 6nemli role sahip metakaspaz geni incelenmistir. Triticum aestivum
metakaspaz 4 (TaMCA4) ekspresyonunun susturulmasi avirlilent Pst irki karsisinda
Suwon 11 ¢esidinin hassasiyetini arttirmistir. Calismanin sonucunda bugdayda sari pas

dayaniklihginda TaMCA4’in olumlu bir roll oldugu rapor edilmistir.

Bugdayda irka 6zgii Pst uyumlu ve uyumsuz etkilesiminde hiicresel ve transkripsiyonel
cevabin arastirildigl bir ¢alismada, Yrl dayanikliik geninin iki fazli programh hicre
olimiine (Hypersensitive Cell Death-HCD) yol actig belirtilmistir [89]. ilk fazda fungal
gelisim gozlenirken ikinci fazda bitki savunma mekanizmasi harekete gecmektedir.
Dolayisiyla hassas c¢esit acisindan dustndldiginde bu durum patojenin  koloni
olusturmasi ve sporulasyon kapasitesini arttirmasi icin gerekli siireyi uzatacagindan

[90], hastalik gelisimi sliresinde patojene avantaj saglayabilmektedir.
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Proteomik yaklasim ile bitki-patojen etkilesimi gibi son derece karmasik olan biyolojik
olaylarin aydinlatilmasina yonelik ¢cok daha somut veriler elde edilmektedir. Bu nedenle
son vyillarda bitki-patojen etkilesimine yonelik molekiiler calismalar proteomige
kayarken, bitki proteomigi alaninda ki ¢alismalarin da énemli bir kismini bitki-patojen
etkilesimi ¢alismalari olusturmaktadir. Ancak bugday ve Pst etkilesimlerini konu alan
¢ok az sayida proteomik c¢alismaya rastlanilmistir. Bunlarin ilki 2011 yilinda
yayinlanmistir [91]. Virllent ve avirllent Pst irklariyla inokiile edilen bugdayda
inoktilasyon sonrasi 24. ve 72. saat 6rnekler 2-DE ve MALDI-TOF MS ile yapilan analizler
sonucunda ekspresyonu degisen 23 protein tanimlanmistir ve bu proteinler fotosentez,
antioksidan, savunma, sinyal iletimi ve metabolizma ile ilisikli olarak siniflandirilmistir.
Fotosentez ile ilgili proteinler igerisinde yer alan oxygen-evolving complex protein
(OEE,)'inin uyumlu etkilesimde ekspresyonun azalmasi Pst enfekteli hiicrelerde HR'In
hizlandirilmasina, patojenin yayilmasinin engellenmesine ve enfeksiyona ugramamis
hicrelerdeki savunma igin gerekli olan lokal veya sistemik sinyallerin tetiklenmesine
katki saglayabilecegi seklinde yorumlanmistir. Antioksidan savunmasiyla ilgili proteinler
icerisinde, ekspresyon seviyesi artan ascorbate peroxidase (POD) ve dehydroascorbate
reductase (DHAR) proteinlerinin enfeksiyon sirasinda olusan ROS’nin yikiminda rol
alabilecekleri bildirilmistir. Uyumsuz etkilesime 6zgl savunma cevabi ve sinyal iletimi
ile ilgili olan ve anlatimi artan cysteine-rich receptor-like protein kinase 5
tanimlanmistir. Bu proteinin de savunmaya yonelik sinyal iletim yolaklarindaki
mekanizmalarda rol aldigi bildirilmistir. Metabolizma ile ilgili olarak da cysteine
synthase (CYS), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), chloroplast 30S
ribosomal protein, S10 predicted protein ve 26S protease regulatory subunit 7 gibi

hiicresel metabolik yolaklar ile ilgili oldugu diistintilen proteinler tanimlanmistir.

1.1.6 Proteomik

Son vyillarda genomik ve islevsel genomik yontemlerle bircok genin fonksiyonu
tanimlanmasina ragmen tam olarak aydinlatilamayan biyolojik slirecler igin
arastirmacilar, bu siireclerde dogrudan rol alan proteinler Gzerine yogunlasmistir. Bu

gelismeler genomik sonrasi ¢agda proteomiks, transkriptomiks, metabolomiks ve
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matematiksel modelleme sistemlerini de igeren sistem biyolojisi yaklasimini

dogurmustur [92].

Genomik, islevsel genomik ve transkriptomik yaklagimlarla enfeksiyon esnasinda farkli
ekspresyon gosteren bircok gen tanimlanmasina ragmen bunlarin fonksiyonel olup
olmadigl halen tam olarak acik degildir. Transkripsiyonel degisimler, post translasyonel
modifikasyonlar ve proteinlerin kararhligindaki farkliliklardan dolayr protein
seviyesindeki degisimleri yansitmamaktadir [93]. Ayrica bir gen, farkli biyolojik islevlere
sahip farkh proteinler kodlamakta ve bu proteinler translasyon sonrasi degisimlere
ugramaktadir (Sekil 1.14). Cogu durumda post translasyonal modifikasyonlar proteinin
fonksiyonu ile dogrudan iliskilidir ve genomik/islevsel genomik yaklasimlarla bu

bilgilere ulasmak mimkiin degildir.
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Sekil 1.14 Genom-transkriptom ve proteom arasindaki baglanti

Proteom; belli bir zaman ve kosulda, bir organizmanin sahip oldugu ve ifade ettigi tim
farkl proteinlerin bir toplamidir. Proteomik s6zcligl ise bir biyolojik sistemdeki belirli
bir kosulda ve belirli bir zamandaki her bir proteini tanimlamayi, gen anlatim profilini
ortaya koymayi, hicre ici yerlesimini, aktivitesini, kontrol mekanizmalarini
(reguilasyonunu), transkripsiyon sonrasi diizenlemelerini, molekuler etkilesimlerini, (g
boyutlu yapisini ve islevini belirlemeyi amacglamaktadir [94]. Proteomik ayni zamanda
spesifik hastaliklar, toksik ajanlar veya enfeksiyonlar gibi pek ¢ok uyarana karsi verilen
cevapta rol alan proteinlerin ve karsilikli interaksiyonlarinin belirlenmesi (zerinde

calisan, multidisipliner teknoloji gerektiren bir bilimdir [95].
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Bir proteomik ¢alisma genel olarak, 6érnek hazirlig ve ardindan uygun yéntem ile total
protein izolasyonu ile baslar. izolasyonu takiben kompleks protein karisimindaki
proteinlerin tek tek ayirimi yapilarak kontrol ve test orneklerine ait proteinlerin
karsilastirilmasi, farkli eksprese olanlarin segilmesi ve segilen proteinlerin tanimlanmasi
gerekir. Bir total protein karisimindaki proteinlerin yiksek ¢ozinurlikte ayirimi,
proteomik ¢alismanin basarisini etkileyen en énemli asamadir. Bu asamada iki boyutlu
jel elektroforez sistemleri kullanilabilecegi gibi yiiksek ¢ozinurlik ve geri kazanabilirlik
avantajlarini iceren sivi kromatografi sistemleri (LC) de kullanilabilmektedir. Her iki
yontemle de 2 boyutlu ayirim sonucunda olusturulan kontrol ve test grubu protein
profilleri karsilastirilir ve farkh anlatim yaptigi tespit edilen proteinler tanimlanmak
Uzere segilir. Daha sonrasinda segilen bu proteinler peptit pargalarina ayrilir ve kitle
spektrometre (MS) analizleri ile molekdler kitleleri belirlenir. Bu analizler sonucunda
elde edilen kitle verileri ve amino asit dizi bilgisi, ilgili protein veri tabanlarinda
taranarak proteinlerin tanimlanmasi saglanir. Tanimlanan proteinler proteomik sonrasi
yap! tayini veya islevsel validasyon gibi ¢alismalarla desteklenir. Genel bir proteomik

calisma akisi Sekil 1.15’de 6zetlenmistir.

Ornek Hazirlig

Proteinlerin
Tanimlanmasi

Protein
izolasyonu

Kutle Analizleri

MALDI-TOF/TOF

f . ESI-MS/MS
| Protein Profillerinin | Farkli Eksprese Olan

Karsilastiriimasi Proteinlerin Segimi

/

Proteinlerin
Ayrimi

Jel Bazli (2DE)

-

r [SIVI Kromatografi Bazl (2D-LC) ]

Sekil 1.15 Genel bir proteomik ¢calismanin asamalari

1.1.7 2D-LC Sistemi

Bir ornekten elde edilen kompleks bir proteomun incelenmesinde en kritik asama, bu
karisimi  olusturan proteinlerin ylksek c¢o6ziinirlikte ve tekrarlanabilir sekilde
ayrilmasidir. Yaygin olarak kullanilan iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-

PAGE) zayif ¢cozindrlik, tekrarlanabilirliginin diislik olmasi, uygulama zorlugu ve 6rnek
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sayisina bagh olarak uzun zaman gerektirmesi gibi bir takim dezavantajlari
icermektedir. Yontemin bir diger dezavantaji da sadece suda ¢dziinen proteimlerin
ayirimina olanak vermesidir. Oysa suda ¢6ziinmedigi icin kaybedilen hidrofobik
proteinler, bir proteomun onemli bir kismini olusturur ve c¢ogu duzenleyici
proteinlerdir. Ayrica 2D-PAGE ekspresyon seviyesi disuk proteinlerin belirlenmesinde

de yetersiz kalmaktadir [96], [97].

Bu dezavantajlar distnildiiginde, gen anlatimlarinin en dogru sekilde ortaya konmasi
icin daha etkin protein ayirma sistemlerine gereksinim duyulmus ve alternatif olarak iki
boyutlu sivi kromatografi (2D-LC) sistemleri gelistirilmistir. Yiksek basingl sivi
kromatografisi (HPLC) teknigi ile fraksiyonlama sistemi birlestirilerek olusturulmus 2D-
LC sistemleri son vyillarda yeni nesil teknolojiler arasinda yer almaktadir. Bu sistemin
onemli ozelliklerinden biri, 2D-LC fraksiyonlarinda ayrilan proteinlerin analizi ve
ornekler arasindaki farkhliklarin belirlenmesi icin gelismis yazilim programlarinin da
sisteme dabhil edilmis olmasidir. 2D-LC’nin bir diger avantaji da, ham protein 6zltlerinin
birka¢ adimda saflastirildiktan sonra analiz edilmesidir. Béylece protein profillerinin
karsilastirilmasi sonucu elde edilen verilerin, 2D-PAGE ydntemine oranla daha
tekrarlanabilir ve glvenilir olmasi saglanir. Ayrica hidrofobik yapida ve diisiik anlatimli

proteinler 2D-LC yontemi ile ayrilabilmektedir [24], [98].

Saglamis oldugu avantajlar sebebiyle bu tez calismasinda bir 2D-LC sistemi olan
Proteomelab PF2D (Protein Fractionation 2 Dimentional) sistemi kullaniimistir. PF-2D
sisteminde, proteinler birinci boyutta izoelektrik noktalarina (pl) gore
chromatofocusing (CF) prensibiyle, ikinci boyut ayirimda ise yiksek performansli ters
faz kromatografi (High Performance Reversed Phase Column-HPRP) prensibiyle
hidrofobisite 6zelliklerine gore ayristirilarak fraksiyonlanmaktadir (Sekil 1.16). Sistemin

galismasi, I. ve Il. boyut ayirim konusundaki tim detaylar Bélim 2.3’de sunulmustur.
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1. BOYUT 2. BOYUT

Fraksiyon toplayici

Kromatofokusing Kolonu

Ters Faz Kolonu

UV Dedektorii Fraksiyon toplayics UV Dedektoru

PH Monitorii 1 Enjektor

Sekil 1.16 Beckman Coulter PF2D Sistemi ve Calisma Prensibi

1.2 Tezin Amaci

Diinyanin onde gelen bugday Ureticileri arasinda yer alan Ulkemizde, bugdayda
yasanan yiksek miktarlardaki verim kayiplarinin énemli nedenlerinden biri sari pas
hastaliklaridir. Bunlar arasinda Puccinia striiformis f. sp. tiritici'nin neden oldugu sari
pas hastaligl, tim diinyada 60’dan fazla lilkede ve Ullkemizde gorilen en tahripkar
hastaliklardan biridir. GlUnimizde genellikle fungusit uygulamalari ve dayanikli
cesitlerin kullanimi ile hastaligin meydana getirdigi zararlar kontrol altina alinmaya
calisiimaktadir. Ancak patojen, mutasyonlarla kisa strede farkh virtlent 6zellige sahip
yeni irklar olusturmakta ve rlizgarla tasinarak hizla yayilabilme ve yeni epidemiler
olusturabilme 6zelligine sahiptir. Dolayisiyla hastalikla miicadelede daha hizli ve etkin
micadele yontemlerinin gelistiriimesine gereksinim vardir. Bitki-patojen etkilesiminin
molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina yonelik siirdirilen c¢ok sayida
arastirmanin ortak hedefi, gelistirilecek micadele yonteminde kullanilabilecek hedef
gen ve gen Urilnlerinin belirlenmesidir. Ayni ortak hedef gergevesinde planlanan tez
¢alismasi kapsaminda, Puccinia striiformis f. sp. tiritic/’nin etmeni oldugu sari pas
hastaliginin  gelisimi sirasinda isleyen karmasik biyokimyasal mekanizmalarin
¢Oziimlenmesine o6nemli katkilar saglayacak protein dizeyindeki bilgilerin ortaya
konmasi, ozellikle de bu mekanizmalarin kritik noktalarinda gorev alan protein ve

enzimlerin belirlenmesi amaglanmistir.
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1.3 Hipotez

Bugday tim diinyada Uretimi ve tiketimi en yaygin tarimsal Uritinlerden biridir. Bugday
Uretiminde global bir tehdit olan ve ciddi seviyelerde kalite ve verim kayiplarina yol
acan sarl pas hastaligina karsi daha hizh ve etkin micadele ydntemlerinin
gelistirilebilmesi icin dayanikhlik ve hassasiyet mekanizmalarinin aydinlatilmasi blylk
onem tasimaktadir. Bu amagla yapilan galismalarin biyik ¢ogunlugunda dayaniklilik
cevabi incelenmis iken, 6zellikle son yillarda hastalik gelisimi sirecinin de son derece
onemli oldugunun fark edilmesi, arastirmacilari bu alandaki calismalara da
yoneltmistir. Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda hassas cesit Seri82’de hastalik
gelisiminde rol alan hem fungal hem de bitkisel proteinler tanimlanmistir. Elde edilen
bulgularin hem hastalik olusum mekanizmasinin daha iyi anlasilmasi hem de hastalikla
miuicadele amacli gerceklestirilecek calismalar icin 6nemli bir kaynak olusturacagi
disinilmektedir.  Ayrica elde edilen sonuglarin daha hizli ve etkin miicadele
yontemlerinin  gelistiriimesinde  kullanilabilecek  hedef geni/gen  Urlnlerini

olusturabilecegi de beklenmektedir.
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BOLUM 2

MATERYAL METOD

2.1 Bitki Materyalinin Hazirlanmasi

Bitki materyallerinin hazirligi kapsaminda, tohumlarin ekimi, bitkilerin yetistirilmesi ve
patojenle inokilasyon calismalari TUBITAK, 1097293 no’lu COST projesi kapsaminda
Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligl, Tarimsal Arastirmalar Genel MudurlGga
(TAGEM)'ne bagl Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisii (TARM) proje personeli
tarafindan yapilmistir. Ornek alimi ise TUBITAK MAM Gen Mihendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitlisi (GMBE), Bitki Gen Teknolojileri Laboratuari proje personeli

tarafindan, inoktilasyonu takip eden 24, 48, 72 ve 96. saatlerde gergeklestirilmistir.

2.1.1 Bitki Materyali

Tez ¢alismasinda bitki materyali olarak, TAGEM’e bagli Anadolu Tarimsal Arastirma
Enstitlisi (ATAE)'den temin edilen, Meksika orijinli ve lilkemize adaptasyon saglamis,

sari pasa karsi hassas, kislk ekmeklik bugday gesidi “Seri82” (Sekil 2.1) kullaniimistir.

33



Sekil 2.1 Tez calismasinda kullanilan sari pasa hassas Seri82 cesidi [99]

2.1.2 Patojen Kaynagi

Tez kapsaminda, iilkemiz ic Anadolu Bolgesi'nde yayilis gdsteren, sari pas hastalig
etmeni Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst) fungusu patojen kaynagi olarak kullanildi.
Pst izolatlari Yr2, Yr6, Yr7, Yr8, Yr9, Yril, Yr12, Yr17, Yr18, Yr27, YrA+ genlerine virlilent
iken Yr1, Yr5, Yr10, Yrl5, Yr24, YrSP, YrCv genlerine avirlilent 6zelliktedir. Patojenin
Urediosporlar, TARM Ankara, Haymana likizce Arastirma ve Uygulama Ciftligi
Hastaliklara Dayanikhlik Islahi Bolimi tarlasindan 2009 Mayis-Haziran aylarinda
toplandi ve TARM seralarinda, kontrolll kosullarda, hassas ¢esitler Gizerinde ¢ogaltildi.
Cogaltilan sporlar tez calismasinda kullanilacak bitki materyalinin inokilasyonundan
hemen Once toplanarak taze olarak kullanildi (Sekil 2.2).

KXy L.'J‘

Sekil 2.2 Patojen sporlarinin inokulasyon igin hazirlanmasi
(A, B, C; Taze spor lretimi, D; Cogaltilan Girediosporlarin mineral yag ile karistirilarak inokiilasyona
hazirlanmasi)
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2.1.3 Bitkilerin Enfekte Edilmesi

Tezde, bitkinin sari pas etmenine karsi gostermis oldugu hassasiyet cevabinda rol alan
proteinleri belirlemek Uzere, patojen bulastiriimis (enfekte) érnekler ile karsilagtirma
yapilacak kontrol érnekler arasinda, patojen disinda baska bir uyaranin bulunmamasina
dikkat edildi. Bu amagla kontrol bitki materyali, enfekte bitki materyali ile ayni
zamanda ve ayni bicimde ekilerek ayni fiziksel kosullar altinda yetistirildi. Bitkiler iki
yaprakli déneme geldiginde inokilasyon calismalari gerceklestirildi. Her bir zaman
dilimi igin etiketlenen 80 bitkiden 40’1 Puccinia striiformis f. sp. tritici Grediosporlarinin
mineral yag ile karistirilarak (10 mg/mL) bitkilere puskurtilmesi seklinde, diger 40 bitki
ise kontrol amagl olarak sadece mineral yagin bitkilere puskirtiilmesi seklinde (mock)
inokiile edidi. inokiilasyonu takiben enfekte bitki materyali ile kontrol bitki materyalleri
birbirinden ayri ancak ayni fiziksel kosullara sahip sera kosullarinda muhafaza edildi.
Calisma materyalini olusturan bitkilerde inokiilasyonun basarili bicimde gerceklesip
gerceklesmedigini belirlemek lizere bitkiler numaralandirildi ve her bitkinin birinci
yaprag ornek olarak alinirken diger yapragi enfeksiyon cevabini gozlemek lizere
birakildi (Sekil 2.3). Alinan 6rnekler derhal sivi azot icerisinde donduruldu ve protein
ekstraksiyonu yapilincaya kadar -86°C’lik derin dondurucuda muhafaza edildi. Bitki
Uzerinde birakilan diger vyaprak ise inokilasyonun basarii olup olmadigini
degerlendirmek Gzere 20 giin boyunca gozlendi. Bu silire¢ sonunda tim bitkilerde tek

tek inokilasyon degerlendirmesi yapildi ve enfeksiyon cevabi ayni siddette gerceklesen

bitkilere ait yapraklar proteom analizlerinde kullanildi.

Sekil 2.3 Proteom analizleri icin 6rnek alimi

(a. Her bir bitkinin tek tek etiketlenmesi, b. Yaprak 6rneklerinin alinmasi, c. Alinan 6érneklerin ayri ayri
etiketlenmis tlplere yerlestirilmesi)
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2.1.4 Enfeksiyon Cevabinin Mikroskobik ve Makroskobik incelenmesi

Enfeksiyon gelisimini gozlemlemek Uzere inokulasyon sonrasi 5. giindeki yaprak
orneklerinden Trypan Blue boyama yontemiyle (Cizelge 2.1) bitkilerdeki enfeksiyon
cevabi incelendi. Enfekte ve kontrol bitkilerden alinan yaprak orneklerinin Gzerlerine
yikama sollsyonu A’dan 2.5 mL ilave edilerek bitin gin distk hizdaki calkalayicida
birakildi. Ertesi glin A sollisyonu doékilerek yerine 2 mL B sollisyonu koyuldu ve 3 saat
disuk hizda galkalandi. Daha sonra B sollisyonu atilip yerine 2 mL boyama solilisyonu
eklendi ve giin boyu distk hizdaki calkalayicida boya ile muamele edildi. Ertesi giin
boyanan yapraklar 2 mL temizleme sollisyonuna alindi ve 2 saat galkalayicida birakildi.
Boyama islemi tamamlanan o6rnekler bir miktar temizleme sollisyonu ile birlikte lam ile

lamel arasina konarak i1sik mikroskobunda izlendi.

Cizelge 2.1 Trypan Blue boyama yénteminde kullanilan soliisyonlar

Kimyasal/Co6zelti Ad igerigi Hazirlanigi

1 hacim asetik asit ve 3 hacim

Yikama sollisyonu A Asetik asit, Etanol
etanol karistirild

5 hacim etanol ve 1 hacim

Yikama solilisyonu B Asetik asit, Etanol, Gliserol .
gliserol karistirildi

Suda ¢ozlndirulmus %1 lik
tripan mavisinden 0.3 mL, 10 mL
laktik asit, 10 mL fenol ve 10 mL
distile su ile karistirildi

Tripan Blue (Sigma B-8026),
Boyama Sollisyonu Laktik asit, Fenol, HPLC'ye uygun
su

Temizleme Sollisyonu Gliserol % 60 gliserol

Enfeksiyonun gozlenmesi icin kullanilan mikroskobik yontemlerin yani sira makroskobik
gozlem de gercgeklestirildi. Bu amagla inokiilasyonun 16. glintinde tiim bitkilerde yaprak

ylzeyinde gozlenen belirtiler Mc Neal [100] skalasina gore degerlendirildi.

2.2 Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

2.2.1 Protein izolasyonu

Bitki ornekleriyle, ozellikle bitkinin yesil kisimlariyla calisildiginda elde edilen total
proteinlerin yaklasik %50’sini fotosentezde rol alan RuBisCo (Rubiloz-bifosfat
karboksilaz) olusturur. Bu durum dislik anlatim diizeyine sahip proteinlerin ve RuBisCo

ile 6zdes pl noktasina sahip olan proteinlerin goriintilenmesini ve tanimlanmasini
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engeller. Bu nedenle izolasyon sirasinda RuBisCo’yu uzaklastiran Mg/NP40 yontemi

kullanildi [101]. Bu yontemde PEG 4000’'in %15’lik konsantrasyonu ile RuBisCo

proteinleri c¢oktlirtlerek bilylk oranda elimine edildi. Kullanilan kimyasallar ve

cozeltiler Cizelge 2.2’de verildi.

Cizelge 2.2 Protein izolasyonu igin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlaniglari

Kimyasal/g6zelti
Adi

icerigi

Hazirlanisi

Poli (vinil poli-pirolidon)
(PVPP- Fluka 77627)

0.1 g PVPP (1 g doku igin)

Her 1 g dokuya 0.1 g PVPP toz
olarak ilave edildi.

Lizis Tamponu

0.5 M TrisHCI pH 8.3 (Roche
122010),

% 2 Igepal (v/v) (Sigma 17771),
20 mM MgCl, (Sigma M8266),
%2 2-Beta Merkaptoetanol,
(Applichem A1108),

1 mM PMSF (Fenil metil stilfonil
florlir) (Sigma P7626)

Tum bilegenler tartilip 50 mL
dH,0 ile ¢oziindiirtldi ve son
hacmi 100 mL'ye tamamlandi.

%50 PEG4000 (Sigma 95904)
(Poli etilen glikol)

%50 PEG4000

50 g PEG4000 50 mL dH,0
icerisinde ¢6zinduralda. 100
mLye tamamlandi.

Proteaz inhibitér Karisimi
(Sigma P2714)

30 g bitki dokusu icin; serin,
sistein, aspartik metalloproteaz
ve aminopeptitaz inhibitoru

1 mL dH,0ile ¢ozlindirilda ve
1 g dokuya karsilik 50 pL olacak
sekilde kullanildi.

Coziindiirme Tamponu

7.5 MUre (Sigma U0631),

2.5 M Tiyoure (Sigma T7875),
%12.5 (v/v) Gliserol (Sigma
6279),

62.5 mM TrisHCl pH 7.8,

6.25 mM Tris (2 karboksietil
fosfin, TCEP) (Sigma C4706),
%12.5 (w/v) n-oktilglukozit (OG)
(Sigma 08001)

Bilesenler tartihp dH,0
¢ozlindirildi ve 50 mlye
tamamlandi.

izolasyonda sirasiyla asagidaki islemler uyguland:

1.-86°C’'lik dondurucuda saklanan érneklerden sivi azot icinde muhafaza edilerek 3

g yaprak dokusu bir araya getirildi ve 1 g dokuya karsilik 0.1 g PVPP ilave edildi.

2.Yaprak dokulari sivi azotlu ortamda vibrasyonlu 6gutticlide (RETSCH MM301)

iyice toz haline getirildi.

3.Toz haline getirilmis olan yaprak dokularinin tzerine 30 mL lizis tamponu ilave

edildi ve 15 dakika buzda bekletildi.

4. Karisim 1076 xg de +4°C’'de 15 dakika santrifiij edilerek hicre kalintilarinin

¢Okmesi saglandi ve slipernatant yeni tipe aktarildi.
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5.Slipernatant Gzerine son hacmin %15’i olacak sekilde %50’lik PEG4000 soliisyonu
eklendi ve 30 dakika buzda bekletildi. Bekleme siirecinde, karisim 10’ar dakika

araliklarla vortekslendi.

6.Slre sonunda RuBisCo proteinleri 17211 xg de +4°C’de 15 dakika santrifij

edilerek ¢oktarildi.

7.Asetonda ¢o6ziinen bilesikleri uzaklastirmak igin yeni tipe alinan stipernatantin

Uzerine 4 hacim soguk aseton ilave edilerek -20°C’de gece boyu birakildi.
8.Ertesi glin 23426 xg de +4°C’de 10 dakika santrifuj edilip slipernatant atild1.

9.Protein ¢okeltisini yikamak amaciyla pellet Gzerine 10 mL soguk aseton ilave

edilip vortekslendi ve en az 30 dakika -20°C’de birakildi.

10.4303 xg de +4°C’'de 10 dakika santriflijlenerek Ust sivi atildi. 9. ve 10. adimlar

pellet temizlenene ve slipernatant renksizlesene kadar 3-4 kez tekrar edildi.

11.Son yikamadan sonra Ust sivi atildi ve protein ¢okeltisi aseton kokusu gidene

kadar (yaklasik 30 dakika) ceker ocakta kurumaya birakildu.

12.Pellet kuruduktan sonra 1 mL ¢6ziindiirme tamponu ve 150 pl taze hazirlanmis
proteaz inhibitor karisimi eklenerek ¢ozindirildi. Coziinmeyi artirmak tzere 7

W’da 5 kez 5 saniye sonikasyon (MSE soniprep 150) uygulandi.
13.30.000 xg de 22 °C’'de 30 dakika santrifiij edildi.

14.Protein karisimi, ultrasantriflij tiplerine aktarilarak 100.000 xg de 20 °C'de 1
saat santriflj (Beckman Coulter Optima MAX) edilerek diisik molekil agirligina

sahip molekdller ¢coktirilerek uzaklastirildi.

15.Slpernatantin 100 ul’si protein konsantrasyon tayini ve tek boyutlu SDS-PAGE
analizi icin ayrildi. Kalan kismi LoBind (Eppendorf, 022431081) tliplere alinarak

PF2D sisteminde iki boyutlu ayirimi yapilincaya kadar —86°C’de saklandi.

2.2.2 Protein Miktar Tayini ve SDS-PAGE Analizi

izole edilen proteinlerin konsantrasyonu modifiye Bradford yodntemi ile belirlendi

[102]. Bu yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplari ile etkileserek

38



renk olusturmasi esasina dayanmaktadir. Oncelikle bovine serum albumin (BSA)
proteini ile 0-300 pg/mL konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi (Cizelge 2.3).
Standartlar, analiz edilecek proteinlerin ¢oziindirildigh c¢ozliindiirme tamponunda
hazirlandi. Coziindirme tamponundaki kimyasallarin Bradford reaktifi ile etkilesimini
en aza indirgemek icin hem oOrnekler hem de standartlarin hazirliginda kullanilan

¢ozlindlirme tamponu HPLC’ye uygun su ile 1:10 (v/v) oraninda sulandirildi.

Cizelge 2.3 BSA standartlarinin hazirlanmasi

BSA Standartlari Stok BSA 1/10 (v/v) Sulandiriimis
(ug/mL) (1 mg/mL) Goziindirme Tamponu

0 - 500 pL

50 25 L 475 pL

100 50 pL 450 pL

150 75 pL 425 uL

200 100 pL 400 pL

250 125 puL 375 uL

300 150 pL 350 uL

Ornek ve standartlar hazirlandiktan sonra 10’ar plL alinarak 3’er tekrarl olacak sekilde
96 kuyucuklu mikroplakalarin kuyucuklarina koyuldu. Uzerlerine 200 uL 1x Bradford
reaktifi (Bio-Rad 500-0006) eklendi. Mikroplaka 5 dakika oda sicakhginda bekletildi.
Siuire sonunda olusan renkli bilesigin 595 nm’deki absorbansi mikroplaka okuyucu ile
(Bio-Rad 3550) olguldii. Standartlara ait veriler kullanilarak standart grafik olusturuldu.
Orneklere ait absorbans degerleri kullanilarak érneklerin protein konsantrasyonlari bu

grafikten yararlanilarak hesaplandi.

izole edilen proteinlerin kalitatif analizi, tek boyutlu SDS-PAGE ile gerceklestirildi [103].

2.2.2.1 Jelin Hazirlanmasi

Elektroforezde kullanilan tim cam malzemeler ve jel kaseti sivi deterjan ile yikanip
ardindan durulanarak distile sudan gegcirildi. Bu islem sonrasinda jel kaseti icin gerekli
cam plaklar etanol ile silindi ve kagit mendil (kimwipes) ile partikil kalmayacak sekilde
kurulandi. Jel kaseti, calismada kullanilan elektroforez sisteminin kitapgiginda
belirtildigi sekilde hazirlandi. %12.5 akrilamid iceren ayirma jelini hazirlamak tzere 2.5
mL TrisHCI (1.5 M, pH 8.8), 2.26 mL distile su (dH,0), 10 uL SDS (% 10 w/v), 4.17 mL
Akrilamid/Bisakrilamid (29:1 w/w) iyice karistirthp 15 dakika vakumda bekletildi.

Ardindan karsima polimerizasyon baslatict % 10 (w/v) amonyum persiilfat (APS, Sigma
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A9164) ve katalizor Tetrametiletilendiamin (TEMED, Sigma T7024)'den 10 pL eklenip
hava kabarcigl olusturmamaya 6zen gosterilerek iyice karistirildi ve bu karisim kasetin
4/5’ini dolduracak sekilde enjektor yardimiyla iki cam arasina bosaltildi. Polimerizasyon
sirasinda jelin Ust ylzeyinde diizgiin bir hat olusmasi ve ylizeyin oksijen ile temasini
engellemek icin, ylzeyi ortecek sekilde suyla doyurulmus bitanol enjekte edildi. Jelin
polimerizasyonu icin yaklasik 45 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu bekleme
sUresinde, total akrilamid orani % 4.5 olan yilkleme jelini (Ust jel) hazirlamak Gzere 625
pL TrisHCI (1 M, pH6.8), 3.59 mL distile su (dH,0), 5 puL SDS (% 10 w/v) ve 750 pL
Akrilamid/Bisakrilamid (29:1 v/v) iyice karistirihp oksijeni uzaklastirmak icin vakumda
15 dakika bekletildi. Ardindan karisima %10 (v/v) APS ve 10 uL TEMED ilave edilip
kopuk olusturmadan dikkatlice karistirildi. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra (st
kissimda bulunan suyla doyurulmus bitanol kurutma kagidi ile uzaklastirildi ve ylizey
birkac kez dH,0 ile yikandi. Daha sonra yukleme jeli, jel kasetinin tamamini doldurana
kadar ayirma jelinin Uzerine dokildu. Yikleme kuyucuklarinin olugmasi igin tarak
yerlestirildikten sonra polimerize olmasi icin yaklasik 30 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Jel polimerize olduktan sonra, tarak gikarilip kuyucuklar dH,0 ile yikandi. Jel
kaseti elektroforez tankina yerlestirildi. Tank, jel kasetinin izerini kapatacak sekilde 10x
yuratme tamponunun (Cizelge 2.4) 10 kez sulandiriimasi ile hazirlanmis 1x ylritme
tamponu ile dolduruldu ve her kuyucuk pipetaj yapilarak bu tamponla yikandi ve 6rnek

yliklemeye hazir hale getirildi.

2.2.2.2 Elektroforez

izole edilen total protein érneklerinden 10’ar plL alinarak iizerine 2 L yiikleme boyasi
ilave edilip karistirildi ve 3 dakika boyunca 95°C'de inkibe edilerek proteinlerin
denatlire edilmesi saglandi. Ardindan bir kuyucuga da 5 puL protein belirteci ve kalan
her bir kuyucuga 12 ulL 6rnek boya karisimi yiklendi. Protein karisimlari ayirma
tamponuna gelene kadar (10-15 dak) 80 V, daha sonra ise 120 V elektrik akimi
uygulanarak yaklasik 1 saat ylritildi. Elektroforez tamamlandiktan sonra Coomassie

boyama yontemi kullanilarak protein bantlari goriintiilendi.
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Cizelge 2.4 Protein 6rneklerinin jele yliklenmesi ve yiritme islemi igin gerekli

tamponlar
Kimyasal/cBzelt] icerigi Hazirlanisi
Adi
30 g Tris base, Bilesenler 500 mL dH,0’da
10x ylratme tampon 144 g Glisin, ¢6zlindlrildi ve hacim 1 L'ye
1gSDS tamamlandi.
Ornek yiikleme boyas! % 0.1 bromofenol blue, Bilesenler tartilarak 1 mL
% 1 SDS dH,0’ da ¢ézindurdld.

2.2.2.3 Jelin Boyanmasi

Yirdtme sonrasi jel kasetten cikartildi, tabani dilizglin bir kaba alinarak Uzerine
hazirlanmis olan Coomasie boyasindan 40 mL eklenip 1 saat ¢alkalayicida bekletildi. Bu
islemin ardindan Coomasie boya uzaklastiriip protein bantlari haricindeki boyanin
uzaklastirilmasi i¢in hazirlanan yikama solisyonundan 40 mL eklendi ve jelin arka fonu
renksizlesinceye kadar bekletildi. Gerekli sollisyonlarin icerikleri ve hazirlanislari Cizelge

2.5’de verildi.

Cizelge 2.5 Jelin boyanmasi igin gerekli sollisyonlarin igerigi ve hazirlanigi

Kimyasal/¢6zelti

Adi Igerigi Hazirlanigi

% 0.1 (w/v) Coomassie

Brilliant Blue (R-250-Sigma
Coomassie Boyasl B0149),

% 50 (v/v) etanol,

% 10 (v/v) asetik asit

Bilesenler karistirildi ve
dH,0 ile 1 Uye tamamlandi.

100 mL metanol ve 70 mL
asetik asit alinarak dH,0 ile
1 l'ye tamamlandi.

Yikama (Destaining) % 10 metanol,
Soliisyonu % 7 asetik asit

2.3 Proteinlerin Sivi Kromatografi Sistemi (PF2D) ile iki Boyutlu Ayirimi

Tez calismasinda proteinlerin iki boyutlu ayirmi, 2D-PAGE’ye alternatif olarak
gelistirilmis 2D-LC sistemi olan Proteomelab PF2D (protein fractionation 2

dimensional) sistemi ile gerceklestirildi.

Calismada kullanilan PF2D sisteminin saglikh bicimde calisabilmesi icin gerekli olan
hazirlik asamalari ve cihaza ait tim islemler “Beckman Coulter PF2D Operator’s

Manual”de gosterildigi sekilde yapildi ve tim asamalar asagida belirtildi [104].
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2.3.1 Cam Malzemelerin Hazirlanmasi

Tim HPLC sistemlerinde oldugu gibi PF2D sisteminde de kullanilacak olan tim cam
malzemeler herhangi bir yag ve protein kirliligi tasimamasi igcin 6zel bir yikama
isleminden gegcirildi. Bunun icin tim cam malzemeler deterjanla yikanip, durulandi ve
saf sudan gecirilerek kurutuldu. Daha sonra tiim malzemeler sirasiyla HPLC'ye uygun su
(JT Baker, 4218), 2-propanol (Riedel-de Haen, 24137) , diklorometan (Sigma, 34856) ve
hekzan (Sigma, 34859) ile yikandi. Daha sonra tekrar diklorometan ve 2-propanolden

gecirilip son olarak HPLC'ye uygun su ile durulanarak kurutuldu.

2.3.2 Soliisyonlarin Hazirlanmasi

PF2D sistemi, proteinlerin farkli 6zelliklerini temel alarak ayirim yapan iki modilden
olusmaktadir; I. Boyut ayirim modill, proteinleri izoelektrik noktalarina (pl) gore
ayiran “High Performance Chromatofocusing Fractionation” (HPCF) kolonu tasir. Bu
modilde pH gradienti (8.5-4.0) olusturulmak lzere “Baslangic Tamponu” (BT, pH 8.5)
ve “Elisyon Tamponu” (ET, pH 4.0), kolonun temizligi icin de ylksek iyonik kuvvetli
soltisyon (HISS) adi verilen 1 M NaCl solisyonu ve HPLC'ye uygun su kullanildi.
Proteinlerin 1. boyut ayiriminda, saglikh bir pH gradientinin olusturulmasi son derece
onemli oldugundan baslangi¢ ve ellisyon tamponlarinin hazirlanmasina [105] biyuk
O0zen gosterildi ve bu tamponlar her bir zaman dilime ait 6rneklerin ayirimina
baslanmadan 6nce taze olarak hazirlandi. Ayrica her bir zaman dilimindeki érneklerin
(3 biyolojik tekrara ait kontrol ve enfekte ornekler) ayiriminda BT ve ET kullanildi.

Tamponlar ve hazirlaniglari Cizelge 2.6’da verildi.

Cizelge 2.6 1. boyut ayirim icin sollisyonlarin icerigi ve hazirlanisi

Tampon Adi icerigi Hazirlanisi

Bilesenler tartilip HPLC'ye uygun
suda (JT Baker, 4218) ¢ozildu ve
1 M amonyum hidroksit ile pH

8.5’e ayarlandi, HPLC grade su ile

6 M iire (Sigma, U0631),
25 mM Bis-Tris (Sigma 14879),

Baslangi¢ Tampon (BT) %0.2 n-oktil gliko piranosit

(Sigma 08001) 1 l'ye tamamlandi.
6 M dire, Bilesenler HPLC’ye uygun suda
. % 10 v/v Polybuffer (GE ¢ozlldld. Tamponun pH’si IAAile

Elisyon Tampon (ET) Healthcare 71-1170-00-EF), 4’e ayarlanip hacmi HPLC'ye

% 0,2 n-oktil gliko piranosit uygun suile 1 It ye tamamlandi
Yiiksek iyonik Kuvvetli Soliisyon B|Ie§er1 t?mldl’ HP,LC ye uygun
(HISS) 1 M Nacl suda ¢ozilerek 1 L'ye

tamamlandi.

42



Hazirlanan BT ve ET tamponlari ile HISS solisyonu 0.22 um por ¢aph seliiloz asetat
membran filtreden (Whatman OE 67) gegcirilip 151k almamasi igin aliiminyum folyo ile

kaplanmis cam sise icinde +4°C’de muhafaza edildi.

[I. Boyut ayirirm modili ise proteinleri hidrofobik 6zelliklerine gore ayiran Yiiksek
Performansh Ters Faz” kolonu (High Performance Revers Phase - HPRP) (Eprogen
A61689) icerir. Bu kolonda hidrofobisite gradiyenti olusturulmasi i¢cin HPLC'ye uygun su
ve asetonitril (JT Baker, 9821) kullanildi ve iyon baskilayici olarak TFA (trifluoroasetik

asit, JT Baker 9470) ilave edildi. SolUsyonlarin igerikleri ve hazirlanislar Cizelge 2.7’de

verildi.
Cizelge 2.7 2. boyut ayirim igin solisyonlarin igerigi ve hazirlanigi

Kimyasal/Co6zelti Ad igerigi Hazirlanigi
HPLC’ye uygun su, 1 L HPLC'ye uygun su igine 1 mL

% 0.1 TFA igeren su (v/v) TFA (trifluoroasetik asit, JT Baker (% 0,1) TFA koyularak iyice
9470) karistirildi.*

. . A asetonitril (JT Baker, 9821), 1 L asetonitril (JT Baker, 9821)

9 TFA tonitril

(/;/(3/’)08 Igeren asetonitrl TFA (trifluoroasetik asit, JT Baker icine 800 pL (%0,08) TFA ilave
9470) edilerek iyice karistirildi.*

*TFA son derece ugucu ve toksik oldugundan tim islemler ¢ceker ocak altinda hazirlik gerceklestirildi.

2.3.3 PF2D Cihazinin Hazirlanmasi

Proteomelab PF2D sistemi ve sistemi olusturan kisimlar Sekil 2.4’de gésterildi. Ornek
sisteme yiklenmeden oOnce cihazin hazirligl icin bir takim islemler gerceklestirildi.
Bunun icin oncelikle baslangic ve ellisyon tamponlarinin oda sicakligina gelmeleri
saglandi. Bu arada sisteme bagl tum modduller ve bilgisayar agilarak 32 Karat S/W
programi cahstirildi. Sistem ({zerindeki pH modiliine yerlestirilen pH probu, pH
standartlari (4.0; 7.0 ve 10.01) ile kalibre edildi. Oda sicakligina getirilen BT ve
ET’larinin pH’lari bu prob ile kontrol edildi. BT icin pH degerinin 8.5, ET icin ise 4.0’e
ayarlandi. Sistemde kullanilacak tim tampon ve solisyonlar (BT, ET, HISS, HPLC'ye
uygun su, TFA iceren su ve asetonitril) hazirlandiktan sonra ultrasonik su banyosunda 5
dakika tutularak hava kabarciklarindan arindirildi ve cihazda uygun vyerlerine
yerlestirildi ve sisteme akis saglayacak hatlar sivilarin icine yerlestirildi. TUm hatlarin
actk oldugu ve sivi akisinin rahat bicimde saglandigl, atik kanalinin acik ve isler
durumda oldugu kontrol edildi. Sistemden 0.2 mL / 0.5 dakika akis hizi ile su gecisi

baslatildi. Sistem ve pompa basinci kontrol edildi. Daha sonra HPCF sisteme yerlestirildi
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ve tekrar sivi akisi ile basing kontrol edildi. Tim sistem elemanlarinin galismaya hazir
oldugu belirlendikten sonra 1 saat boyunca kolondan su gegirildi. Bu sirada 2. boyut
moduli icin gerekli olan %0.1 (v/v) TFA-su ve %0.08 (v/v) TFA-asetonitril solisyonlar
modul Uzerinde bulunan yerlerine yerlestirildi ve sisteme akis saglayacak hatlar
yerlerine yerlestirildi. 1. boyut modilinde oldugu gibi hatlardan sivi akisi, pompa
basinglari ve atik kanalin acik oldugu kontrol edildi. ikinci boyut kolonu (HPRP) sisteme
monte edildi ve kolon igi sivi gegisi kontrol edildi. Sonrasinda HPRP kolonu 50°C’ye
ayarlanmis isitici blok icine yerlestirildi. Ardindan kolondan 1 saat sureyle 0.75 mL / 0.5

dakika akis hizinda TFA-su gegisi saglandi.

Sistemin her iki kolonundan da 1 saat su gecirildikten sonra, her iki moduldeki UV
detektorlerin kalibrasyonu yapildi. Birinci boyut UV 280 nm dalga boyunda, ikinci boyut
UV lambasi da 214 nm dalga boyunda kalibre edildi. Tim bu hazirliklar tamamlandiktan
sonra HPCF kolonunun dengelenmesi ve kolon i¢i pH degerinin 8.5’a ¢ikarilmasi igin 1.
boyut modiliinden BT gecirilmeye baslandi. Kolon i¢c pH’si 8.5’a ulastiktan sonra (210
dk) ikinci boyut kolonun dengelenmesi igin 5 dakika boyunca %0.08 (v/v) TFA igeren
asetonitril ve ardindan 5 dakika boyunca %0.1 (v/v) TFA iceren HPLC'ye uygun su

gecirildi.

>
e

e

@ S01444L A1

Sekil 2.4 PF2D sistemi ve bilesenlerinin sematik gdsterimi

1- Bilgisayar, 2- Manuel enjeksiyon vanasi 3- Sistem organizer 4- |. Boyut modili 5- pH probu, 6- UV-1
dedektoru 7- FC/I (Fraksiyon toplayici/Enjeksiyon) modiild, 8- 1l. Boyut modiili 9- Kolon isiticisi 10- UV-2
Dedektori
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2.3.4 Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

PF2D cihazina yiklenecek olan 6rneklerin tuzlardan arindirilarak BT icerisine alinmasi
gerekmektedir. Bunun icin -86°C’'de muhafaza edilen total protein o6rnekleri oda
sicakligina getirildikten sonra PD-10 (GE Healthcare, W396289) kolondan gegirildi.
Oncelikle PD-10 kolondan 25 mL BT gegirilerek proteinlerin tutunmasi icin kolon
dengelendi. Oda sicakligina getirilen 6rneklerin hacmi BT ile 2.5 mL'ye tamamlanip
kolona yiiklendi. Ornek tamamen kolondan gectikten sonra 3.5 mL BT kolona eklenerek
bir iki damla atildiktan sonra kalan kisim temiz bir tlipe toplandi. Daha sonra toplanan
ornegin protein konsantrasyonu Bolim 2.2.2’de belirtilen Bradford yontemiyle tayin

edildi.

2.3.5 Orneklerin PF2D Sistemine Yiiklenmesi

Ornekler cihaza yiiklenmeden énce cihazin fraksiyon toplayici (FC/1) modiiliine 1 adet 2
mL’lik 96 kuyulu 6zel mikroplaka (Grainer 780270) yerlestirilip sogutucu calistirildi
(+10°C ). Ayni sekilde 2. boyut modiilinde bulunan fraksiyon toplayiciya da 2 mL’lik 96

kuyulu 6zel mikroplaklar (Greiner Bio-one 780270) yerlestirilip hazirlandi.

PD-10 kolondan gegirilerek tuzlarindan arindirilan protein Orneklerinin, baslangi¢
tamponu igerisinde 3 mg’it PF2D sistemine yiklendi. Bu islem igin oncelikle cihazin
enjeksiyon girisi ve enjeksiyon ignesi HPLC'ye uygun su ile yikandi ve 2 boyutlu ayirimin
gerceklestirilmesinde izlenecek adimlari iceren metod secildi. Ardindan 6rnek sisteme
enjekte edildi. Her biyolojik tekrar icin karsilastiriimasi yapilacak kontrol ve enfekte

orneklerden esit miktarda 6rnek yiiklenmesine 6zen gosterildi.

2.3.5.1 |. Boyut Ayirim

Birinci boyutta izoelektrik noktasina gére ayirimin saglanabilmesi icin kolon icinde 8.5
‘dan baslayarak 4.0’a dogru ilerleyen pH gradiyenti olusturulmaktadir. Bu sirecte
kolondan gecen proteinler hareketli faz araciligi ile kolon icerisinde ilerlemekte ve
kendi pl’'larinin kolon icindeki pH degerine gore yliksek, diisik veya ayni degerde
olusuna gore ayrilmaktadir. Protein drnegi, sisteme yliklendikten sonra ilk 20-40 dakika

kolon ici pH degeri 8.5'da tutulmakta, bu siirecte pl’si 8.5’dan biylik olan proteinler
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kolondan ayrilarak zamana bagli olarak fraksiyonlanmaktadir. Daha sonra sistemde
yavas yavas pH degeri duslrilerek 0.3 pH araliginda fraksiyonlama yapildi. Gradiyent
sirasinda proteinin pl degeri kolon ici pH’sindan yliksek ise kolondan c¢ikarilmakta, ayni
degere sahip ise kolonda asili kalmakta ve dislikse kolon i¢ ylizeyinde tutulmaktadir
(Sekil 2.5). Kolondan c¢ikan proteinler UV-1 detektérden gecerek 96 kuyulu
mikroplakalarda toplanirlar. Tim ayirim siiresince kolondan ¢ikan proteinlerin UV-1
detektor tarafindan 280 nm’deki absorbans degerlerinin dlgimi ile proteinlerin varligi

ve miktarini gésteren “UV-1 kromatogrami”olusturulmaktadir.

(Akig Yonu)
(0} >
Kolon pH'si pH:8.5 pH:8.5 pH:8.5 pH:8.5 pH:8.5
pl:9.5
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pl:9.5 )
Kolon i¢ yiiki—— ++++++ ++++++++ ++++++++++++++++++++
20’
pH:4.0 pH:5.0 pH:6.0 pH 7.0 pH:8.0
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Sekil 2.5 Birinci boyut kolonda proteinlerin pl noktalarina gére ayirimi

2.3.5.2 Il. Boyut Ayirim

Birinci boyutta ayrilarak 96 kuyulu mikroplakalarda fraksiyonlanan protein
karisimlarindan, her bir fraksiyonun 200 pL’si 2. boyut ayirim igin otomatik olarak HPRP

modiliine transfer edildi. Kolon sicakhgi 50°C’ye ayarlandi.

Her bir kuyucukta fraksiyonlanan protein karisimindaki proteinler, hidrofobisite
Ozellikleri temel alinarak HPRP kolonunda H,0 ve asetonitril ile olusturulan
hidrofobisite gradiyenti sayesinde ayrilmaktadir (Sekil 2.6). Bunun icin, baslangicta
kolondan %100 H,0 gecisi ile hidrofilik proteinlerin ayirimi gergeklestiriimekte,

ardindan asetonitril gegisi ile kolon iginde %100 asetonitrile dogru bir gradient akisi
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saglanmaktadir. Bdylece kolon iginde polardan apolara dogru bir ortam saglanmakta ve
hidrofobisitesi en dlisik olan proteinlerden baslanarak gradiyent boyunca
hidrofobisitesi artan proteinlerin ayirimi gerceklestiriimektedir. Kolondan ayrilan
proteinler zamana bagh olarak (0.75 mL/0.5 dakika) 2. boyut fraksiyon toplayicida 96
kuyulu mikroplakalara fraksiyonlanmaktadir. Son olarak da %100 asetonitril gegisiyle
hidrofobisitesi en yilksek olan proteinlerin ayirimi yapilmakta ve 2. boyut ayirim

tamamlanmaktadir.

Bu modiilde bulunan UV-2 detektor, proteinlerin peptit baglarinin 214 nm dalga
boyundaki absorbansini dlcerek daha hassas bir protein tespiti saglamaktadir. Boylece
elde edilen UV piklerinin her biri tek bir proteini temsil etmekte ve her fraksiyon igin bu
piklerden olusan “UV-2 kromatogrami” olusturulmaktadir. Bu slire¢ 1. boyutta ayrilan
ve 2. boyuta transfer edilen her fraksiyon icin tekrarlanmaktadir [115], [116]. Analizler
siresince bilgisayar vyazilmi Gzerinden Orneklerin  birinci ve ikinci boyut

kromatogramlari kontrol edilir.

Hidrofobik Hidrofobisite Gradienti Hidrofilik
%/
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Sekil 2.6 ikinci boyut kolonda proteinlerin hidrofobisitelerine gére ayirimi

2.3.6 Kromatogram Verilerinin Analizi

PF2D sisteminde iki boyutlu ayirim sonucunda tamamlandiktan sonra elde edilen
veriler sisteme 6zgii olarak gelistirilen ProteoVue yazilimi tarafindan islenerek sanal jel
haritalarina donistirildi. Bunun igin bir 6rnegin 1. boyut ayiriminda toplanan
fraksiyonlarin pH aralik degerleri ve bu fraksiyonlardan her birinin 2. boyut ayirimi

sirasinda elde edilen UV-2 kromatogramlari birebir eslestirildi. Bu sekilde bir 6rnege
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ait, tim fraksiyonlarin protein profili sanal jel haritalarinda dizenlenerek iki boyutlu jel

gorintisi biciminde elde edildi.

Kontrol ve enfekte orneklerin protein profillerinin karsilagtiriimasinda ise DeltaVue
programi kullanildi. Bunun i¢in ProteoVue ile hazirlanmis olan 2 6rnege ait sanal jel
haritalari es zamanli olarak DeltaVue programinda kontrol 6rnek sagda, enfekte 6rnek
solda olacak sekilde yerlestirildi. Her 6rnege ait haritada hem kromatogram hem de
sanal jel gorintlsia birlikte izlendi. Ortada ise iki profil Ust Uste cakistirilarak incelendi.
Daha detayli karsilastirma yapabilmek igin her iki érnegin ayni pH araligina sahip
fraksiyonlarindaki protein bantlari birebir karsilastirildi ve UV-2 kromatogralarinda yer
alan her bir protein piki birebir eslestirilip numaralandirildi. Numaralanan her pik icin
alan hesabi yapilarak ekspresyon miktari belirlendi. Secilerek numaralanan her pik icin
pH aralig, miktari, eslestirildigi proteine orani gibi detayl bilgiler elde edildi. Sonug
olarak karsilastirilan iki ayri 6rnege ait tek tek tim fraksiyonlar ve her fraksiyondaki tek
tek tiim proteinler karsilastirmali olarak degerlendirildi. Boylelikle anlatim dizeyi farkh
olan protein pikleri kolayca gozlenebildi. Daha sonra da anlatim farklari orani 22 olan

proteinler kitle spektrometresinde (MS) analiz edilmek lzere secildi.

2.4 Proteinlerin Tanimlanmasi

2.4.1 Kiitle Spektrometre (MS) Analizleri icin Ornek Hazirhg

PF2D sisteminde iki boyutlu ayirimi yapilan ve nanolLC-ESI-MS/MS analizi igin segilen
fraksiyonlar 1.5 mL’lik LoBind tuplere alindi ve vakumlu konsantratérde (Eppendorf AG
Cocentrator Plus 5305) kurutuldu. Kurutulan protein érnekleri daha sonra 10 uL 50 mM
amonyum bikarbonat (NH4HCO3) icerisinde, tip karistiricida  karistirilarak

¢Ozlindurdalda.

Secilmis olan proteinleri iceren fraksiyonlarin MS analizleri icin hazirlanmasinda iki yol
izlendi; i) Tek protein piki iceren fraksiyonlarda dogrudan tripsinizasyon, ii) Birden fazla
protein piki iceren fraksiyonlarda Ill. boyut ayirnm ve ardindan tripsinizasyon. Kiitle

spektrometrik analizler icin 6rnek hazirligi asamasi Sekil 2.7’de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.7 M analizi igin 6rnek hazirligi agsamalari
(¥ : Ekspresyon farki olan ve MS igin segilen proteinler)

2.4.1.1 Dogrudan Tripsinizasyon

Dogrudan tripsinizasyon yontemi igin hazirhkta kullanilan kimyasal ve solilisyonlar

Cizelge 2.8’de verildi.

Cizelge 2.8 Dogrudan tripsinizasyon igin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlanisglari

Kimyasal/Cozelti Adi icerigi

Hazirlanisi

40 mg amonyum bi karbonat

50 mM Amonyum bikarbonat (Fluka, 09830)

Bilesen tartilip son hacim 10 mL
olacak sekilde HPLC igin uygunsu
icerisinde ¢ozuldu.

15.5 mg Dithiothreiotol (Sigma,
43815),
50 mM amonyum bikarbonat

100 mM DTT

DTT tartilip son hacim 1 mL
olacak sekilde 50 mM’lik
amonyum bikarbonat igerisinde
¢ozilda.

56 mg iyodoasetamid (Sigma
11149),
50 mM amonyum bi karbonat

200 mM iyodoasetamid

iyodoasetamid tartilip son hacim
1.5 mL olacak sekilde 50 mM’hk
amonyum bikarbonat icerisinde
¢ozilda.

Tripsin (Sigma, T6567),

Tripsin 50 mM amonyum bikarbonat

1 vial tripsin 1 mL 50 mM
amonyum bikarbonat icerisinde
¢ozilda.

10 puL 50 mM amonyum bikarbonat icinde c¢oziilen orneklere, disilfit baglarini

zayiflatmak icin 5.5 yL DTT (100 mM) ilave edildi ve 60°C'de 15 dakika bekletildi.

Ardindan zayiflatilmis sistein yan zincirlerini modifiye etmek icin (zerine 6.1 pL
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iyodoasetamid (200 mM) eklendi ve oda sicakliginda karanlkta 30 dakika inkibe edidi.
Bu islemin ardindan orneklere, enzim:protein orani 1:50 olacak sekilde tripsin eklendi

ve 37°C’de gece boyu inkibe edildi.

2.4.1.2 Ill. Boyut Ayirim Sonrasi Tripsinizasyon

Birden fazla protein varligi gézlenen fraksiyonlarda tek boyutlu SDS-PAGE yapilarak
proteinlerin 3. boyut ayirimlari saglandi. Jelde yan yana yiiklenen kontrol ve enfekte
orneklerin protein bantlari karsilastirilarak farkli anlatim diizeyine sahip olan protein
bantlari jelden kesilerek MS analizi yapildi. Bu amagla tek boyutlu %4-%20 gradiyent
SDS-PAGE jeller (PreciseTM Protein Gels 25244) kullanildi. 10 pL 50mM NH4HCO3
icinde cozlndurilen lll. boyut ayirimi yapilacak ornekler 4:1 oraninda 6rnek yiikleme
tamponu ile karistirildi. Karisim vortekslenip proteinlerin denatiire edilmesi igin
95°C’de 3 dakika inkiibe edildi. Ornekler oda sicakhgina getirildikten sonra jele
yiklendi. Yuritme tamponu olarak 1x Tris-HEPES Tamponu kullanildi. Ornekler 100 V
sabit voltajda yaklasik 1 saat yiritlldi. Elektroforez tamamlandiktan sonra OrioleTM
Floresans Jel Boyama Kiti (Bio-Rad 161-0497) kullanilarak proteinler gorintilendi.
Bunun igin 6nce boyama sollsyonu hazirlandi. Bunun igin 590 mL Oriole jel boyama
sollisyonu Uzerine 400 mL metanol ve 10 mL konsantre boya (oriole fluorescent gel
stain concentrate) eklendi ve iyice calkalandi. Daha sonra jel kasetten cikartilarak bir
kaba alindi ve (izerini értecek sekilde boyama soliisyonu eklendi. Uzeri aliiminyum

folyo ile kapatilarak 90 dakika ¢alkalayicida bekletildi.

Floresan olarak boyanmis olan jel UV isik altinda goriintiilendi ve bant secimi icin
fotograf cekildi. Gorilintlilenen jelde anlatim farki gézlenen bantlar secilerek UV isik
altinda temiz bir asetat lizerinde ve steril bir nester kullanilarak kesildi. Kesilen jel
parcasi kliclk parcalara ayrildi ve ependorf tlipe alinarak, tripsinizasyon yapilana kadar

+4°C’de sakland.

Tripsinizasyon icin kullanilan kimyasal ve sollsyonlar ile hazirlanislari Cizelge 2.9’da

verildi.
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Gizelge 2.9 Jel analizi sonrasi tripsinizasyon igin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlaniglari

Kimyasal/Cozelti Adi igerigi Hazirlanigi
Temizleme cézeltisi Asetonitril, Bilesenler 1:1 (v/v) oraninda
¢ 100 mM NH4HCO; karistirtlir.
15.4 mg DTT, DTT tartilip son hacmi 10 mL

10 mM DTT olacak sekilde 50 mM’lik

M NH,HC
>0 mM NH.HCO, NH,HCO; icerisinde ¢éziildil.

iyodoasetamid tartilip son hacmi
10 mL olacak sekilde 50 mM’hk
NH4HCO; igerisinde ¢ozuldi.

102 mg iyodoasetamid,

55 mM lyodoasetamid 50 mM NH,HCO,

Bilesen tartilip son hacmi 10 mL
100 mM Amonyum bikarbonat 80 mg NH4HCO3 olacak sekilde HPLC’ye uygun su
icerisinde ¢ozuldu.

Bilesen tartilip son hacmi 10 mL
50 mM Amonyum bikarbonat 40 mg NH;HCO; olacak sekilde HPLC’ye uygun su
icerisinde ¢ozulda.

1 vial tripsin 1 mL 50 mM

3 ! triosi s
Ong / L tripsin ripsin NH,HCOs icerisinde ¢6ziild.

Bilesenler tartildi ve 1 mL ye
HPLC’ye uygun su ile
tamamlandi.

30 plL %1 (v/v) formik asit,

Ekstraksiyon ¢ozeltisi %2 (v/v) asetonitril

Jelden kesilen bantlarin MS analizler i¢in hazirlanmasi amaciyla Wilm vd. [106]
tarafindan gelistirilen prosediir kullanildi. Kesilmis ve Eppendorf tiipe aktariimis olan jel
parcalari lzerine 50 uL temizleme c¢ozeltisi ilave edildi ve 30 dakika karistiricida
calkalanarak jeldeki boya uzaklastirildi. Daha sonra temizleme c¢o6zeltisi pipet ile
uzaklastirilip jel parcalar Gzerine 50 pL asetonitril eklendi. Bu islem yapildiginda jel
parcalarinin birbirine yapisip beyaz renk aldigi gorildi ve asetonitrilin fazlasi pipet ile
uzaklastirihp jel 50°C’de kurutuldu. Jel Gizerine 100 pL, 10 mM DTT ilave edilip 60°C’de
30 dakika inkibe edildi. Ardindan 100 pL, 55 mM iyodoasetamid eklenerek oda
sicakliginda 20 dakika karanlikta inklbe edildi. DTT ve iyodoasetamid pipet ile
uzaklastirildi ve jel pargalari iki defa 500 pL, 50 mM amonyum bikarbonat ile yikanip
yikama cozeltileri pipet ile uzaklastirildi. Jel pargalari 200 pL asetonitril ile isleme
sokuldu. Bu sirada jel parcalarinin birbirine yapisarak beyaz renge donistigi gozlendi.
Asetonitril uzaklastirildiktan sonra jel pargalari 200 uL, 50 mM amonyum bikarnonat
icinde slispanse edildi. Amonyum bikarbonat uzaklastirildi ve asetonitril ve amonyum
bikarbonat ile yapilan islemler 2 kez tekrarlandi. Jel parcalari 200 uL asetonitril ile
yikanip, asetonitril uzaklastirildiktan sonra 50°C’de kisa bir siire kurutuldu ve 50 mM
amonyum bikarbonat icerisinde hazirlanmis 20 ng/uL konsantrasyonundaki tripsin
soliisyonundan 25-30 pL (jel yiizeyini kaplayacak kadar) eklendi ve 16-18 saat 37°C’'de
inkiibe edilerek jelde bulunan proteinlerin triptik peptidlere parcalanmasi saglandi.
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Daha sonra elde edilen triptik peptidlerin jelden ekstraksiyonu igin 30 uL %1 (v/v)
formik asit ve %2 (v/v) asetonitril iceren ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenip 30 dakika

calkalayicida inkiibe edildi ve asagida aciklandigi bicimde temizlendi.

2.4.1.3 Triptik Peptidlerin Temizlenmesi

Tripsinizasyon sonucunda elde edilen triptik peptidler, ZipTip (Millipore, ZTC18M096)
adi verilen ve ucunda MicroC18 kolonu bulunan pipet uglarindan gegirilerek konsantre
edildi, tuz ve reaksiyon bilesenlerinden temizlendi. Bu islem igin oncelikle hem
dogrudan hemde jelden kesilerek tripsinizasyon islemi uygulanan o6rnekler 10-15
saniye dlsuk hizda santriflij edildi. Daha sonra bir mikropipet ile ZipTip pipet ucundaki
C18 kolonu 3 kere %0.1 (v/v) TFA igeren %70’lik (v/v) asetonitrilde, ardindan 5 kez %0.1
(v/v) TFA iceren HPLC'ye uygun suda pipetaj yapilarak peptidleri baglayabilir hale
getirildi. Ardindan 30 kere Ornekte pipetaj yapilarak peptidlerin kolona baglanmasi
saglandi. Ardindan 3 kez %0.1 TFA igeren HPLC igin uygun suda al-ver yapilarak tuzlar
uzaklastirildi ve son olarak da 30 kez ayri bir tip igerisinde bulunan temiz %0.1 (v/v)
TFA iceren %70’lik (v/v) asetonitrilde pipetaj yapilarak peptidlerin ellisyonu saglandi.
Bu islem yapilirken her 6rnek igin bir adet ZipTip pipet ucu kullanildi.

ZipTip ile temizlenen o6rnekler vakumlu konsantratorde kurutulup 5 pL %0.1 (v/v)
formik asit iceren HPLC'ye uygun su icerisinde ¢ozlndirildi. Elde edilen triptik
karisima 1 mL 50 mM amonyum bikarbonat icinde ¢6zindiirilmis internal kalibrant
(50 fmol ADH1_YEAST- Waters MassPrep Enolase Digestion Standart, 186002325)
cozeltisinden 0.5 pL eklendi ve 3-5 saniye vortekslenip nanoLC-ESI-MS/MS cihazina 6zel
plastik siselere hava kabarcigl kalmayacak sekilde aktarildi ve kiitle spektrometresine

(Waters SNAPT-HDMS) yerlestirildi.

2.4.2 NanolLC-ESI-MS/MS ile MS Analizleri

Tanimlamasi yapilacak proteinler hazirlandiktan sonra TUBITAK MAM GMBE’de
bulunan Waters HDMS nanolLC-ESI-MS/MS (nanoACQUITY ultra basingh likid
kromatografi (UPLC) ve SYNAPT Yiksek Cozunurlikli Kutle Spektrometri) sisteminde
kiitle spektrometre analizi yapildi. Bu amacla 2 uL 6rnek sisteme “nanolockspray iyon

kaynag!” ile yiiklendi. Ornek enjeksiyonundan &nce kolonlar %97 mobil faz A soliisyonu

52



(%0.1 formik asit iceren LC-MS su) ve %3 mobil faz B sollisyonu (%0.1 formik asit iceren
asetonirtil) ile dengelendi ve kolon sicakhg 35°C’ye ayarlandi. ilk olarak peptidler
nanoACQUITY UPLC Symmetry C18 Trap kolonda (5 um tanecik boyutulu, 180 um x 20
mm boyunda) 5 uplL/dakika akis hizinda 5 dakika yuratildi. Peptidler kolondan
gradiyent elisyonuna goére ayrildi ve analitik kolonda (nanoACQUITY UPLC BEH C18
Column, 1,7 um tanecik boyutlu, 75 um x 250 mm boyunda) 300 nL/dakika akis hizinda

%5’den %40’a kadar artan lineer bir asetonitril gradiyenti boyunca 90 dakika yuratdlda.

Belirli bir m/z degerindeki bltin peptidlerin parcalanarak tanimlanmasi igin cihaz
pozitif iyon V modunda (“Data independent acquisition” Veri bagimsiz yakalama
modunu saglamak icin) ¢alistirildi. MS ve MS/MS fonksiyonlari 1.5 saniye araliklarla 6 V
dustk enerji ve 15-40 V ylksek enerji carpistirmaya dayanarak peptid kitle/yik orani
(m/z) ve amino asit sirasini belirlemek igin Griin iyon bilgisi kayit altina alindi. Elde
edilen kitle bilgisinin dogrulugunu kontrol amaciyla kalibrant Glu-fibrinopeptid 45
saniyede bir nanolockspray iyon kaynagindan 300 nlL/dakika akis hizinda gegirildi.
Butlun bu ayarlar uygulanarak 50-1600 m/z degerleri arasinda peptid sinyali alinan

veriler kayit edildi.

2.4.3 Verilerin Biyoinformatik Analizi

Ardisik kitle spektrumu ProteinLynx Global Server V2.4 (PLGS-Waters Corp., Milford,
MA) ile islenmis ve “Uniprot Bugday” ile “Broad Enstitlisii Puccinia” veritabanlarinda
IdentityE algoritmasi ile tarandi. IdentityE, kesim enzimi tripsin varsayilarak ve
fragment iyon kiitle toleransi 0.028 Da; parent iyon toleransi 0.011 Da olacak sekilde
kurgulandi. Apex3D veri hazirlama parametreleri 0.2 dak kromatografik pik genisligi,
10.000 MS TOF rezoliisyonu, 150 sayim disuk enerji esigi, 50 sayim yuksek enerji esigi
ve yogunluk esigi 1200 sayim olacak sekilde ayarlandi. Veritabani arama sorgusu her
peptid icin enaz 3 fragment iyonu, her protein icin en az 7 fragment iyonu, her protein
icin en az 1 peptid eslenmesi ve 1 iska kesim eslesecek sekilde ayarlandi.
Karbamidometil-sistein  modifikasyonu, asetil N-ug, asparajin ve glutamin

deamidasyonu, metionin oksidasyonu degisken modifikasyonlar olarak tanimlandi.
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BOLUM 3

SONUCLAR

Calisma kapsaminda sari pas hastaligina karsi hassas Seri82 ¢esidinde hastalik gelisimi
sirasinda ekpresyonu degisen proteinlerin belirlenmesi amaciyla, patojenle inokule
edilmis (enfekte) ve bos inokulasyon yapilmis (kontrol) bitki gruplarindan 24, 48, 72 ve
96. saatlerinde ornekler alinmig ve total protein izolasyonlari gergeklestirilmistir.
izolasyon sonrasinda kontrol ve enfekte &rneklerin proteinleri PF2D sisteminde 2
boyutlu ayrilmis ve fraksiyonlanmistir. Fraksiyonlanan kontrol-enfekte 6rnekleri bire bir
karsilastirilarak, kontrole gore enfekte 6rneklerde farkl anlatim yapan proteinlere 6zgi
protein profilleri olusturulmus ve anlatim farkhligi belirlenmis proteinlerin MS analizleri
nanoLC-ESI-MS/MS sistemi ile yapilmistir. Analizler sonucu her bir 6rnege ait elde
edilen MS verileri ve bu verilerin islenmesi ile elde edilen amino asit dizileri Uniprot
bugday ve Broad Institute Puccinia veritabanlarinda taranarak proteinler
tanimlanmistir. Calismada gerceklestirilen islemlerin akis 6zeti asamalari Sekil 3.1'de

gosterilmistir.
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3.1 inokulasyon Cevabinin Mikroskobik ve Makroskobik Gosterimi

inokulasyonun 5. giiniinde Trypan Blue boyama yéntemi ile gériintiilenen inokulasyon

cevabi Sekil 3.2'de gosterilmistir.

Sekil 3.2 Enfeksiyon cevabinin mikroskobik olarak goriintilenmesi
(A. Bos inokulasyon yapilan 6rnek/Kontrol, B. Pst inokulasyonu yapilan 6rnek/Enfekte)

inokulasyon cevabinin makroskobik gézlenmesinde kullanilan Mc Neal [100] skalasina
gore, skalada 0-6 arasinda deger alan bitkiler dayanikli, 7-9 arasindakiler ise hassas
olarak kabul edilmektedir. inokiilasyonun 16. giiniinde kontrol ve enfekte bitkilerde
yaprak ylzeyinde gozlenen belirtiler Sekil 3.3’de gosterilmistir. Bundan 2-3 giin sonra

da ikinci degerlendirme yapilarak her bitki icin enfeksiyon cevabi skorlandi.

Sekil 3.3 Seri82 gesidine ait kontrol ve enfekte yaprak érneklerinin makroskobik
goruntusu

56



3.2 Protein izolasyonu, Miktar ve Kalite Tayini

Total protein izolasyonu patojenle inokiile enfekte grubu bitkilerden ve bos
inokllasyon yapilmis kontrol bitkilerinden inokilasyonu takiben 24, 48, 72 ve 96.
saatlerde alinan yaprak érneklerinden total protein izolasyonlari yapilmistir. -86°C’de
saklanmis olan her biyolojik tekrara ait kontrol/enfekte grubu yaprak 6rneklerinden 3 g
izolasyonda kullanildi. Enfekte grup icin enfeksiyon cevabi Mc Neal [100] skalasina gore
en ylksek siddette (8-9) gerceklesen bitkilere ait yaprak ornekleri kullanildi ve
kontrol/enfekte orneklerden Mg/NP40 yontemiyle [101] total protein izolasyonu
yapildi. Bir zaman dilimine ait tim biyolojik tekrarlarin enfekte ve kontrol

orneklerinden protein izolasyon galismalari es zamanli olarak yurataldi.

izolasyon sonucunda elde edilen izolatlardaki protein konsantrasyonu Bélim 2.2.2’de
anlatildig sekilde Bradford yontemiyle belirlendi ve analizler sonucunda 6rneklerden
2.5-3.1 mg/mL araliginda olacak sekilde total proteinler izole edildi. Protein kalitesi ve
biyolojik tekrarlar arasindaki uyumu Bolim 2.2.3’de anlatildigi sekilde SDS-PAGE
analizleri ile kontrol edildi. Yapilan analizler sonucunda enfekte ve kontrol 6rneklerinin,
kendi zaman dilimine ait biyolojik tekrarlari arasinda miktar ve kalite bakimindan

benzer oldugu gozlenmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4 Tim zaman dilimlerinde Uc¢ biyolojik tekrarda, kontrol ve enfekte drneklerin
total proteinlerinin SDS-PAGE analiz sonuclari

(M: Protein belirteci (Fermentas #SMO0671) K/I: Kontrol / 1. Biyolojik tekrar K/II: Kontrol / 2. Biyolojik
tekrar K/IIl: Kontrol / 3. Biyolojik tekrar E/I: Enfekte / 1. Biyolojik tekrar E/Il: Enfekte / 2. Biyolojik tekrar
E/Ill: Enfekte / 3. Biyolojik tekrar)

3.3 PF2D ile Proteinlerin 2 Boyutlu Ayirimi

Enfekte ve kontrol 6rneklerden izole edilen protein 6rneklerinin PF2D siteminde iki
boyutlu ayirnmi yapildi. Her 3 biyolojik tekrarda da hem kontrol hem enfekte
orneklerde pH gradiyenti yaklasik ayni dakikada basladi (60-65 dk) ve ayni hizla devam
ederek vyaklasik olarak ayni sirede (110-115 dk) tamamlandi. Kontrol/enfekte
orneklerin 1. boyut ayirimlarinda olusturulan pH gradiyentleri Sekil 3.5’de, 1. boyut UV-
1 kromatogramlarinin (st lste gakistirilmasiyla elde edilen degerlendirme grafigi ise

Sekil 3.6’da verildi.
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PF2D siteminden elde edilen pH gradienti ve UV-1 kromatogramlarin hem
kontrol/enfekte 6rnekler arasinda hem de biyolojik tekrarlar arasinda yliksek oranda

benzer oldugu ve 1. boyut ayiriminin tekrarlanabilirliginin ylksek oldugu gdzlenmistir.

Tim orneklerde 1. boyut ayirim sirasinda 35 fraksiyon toplandi. pH gradiyenti ve 1.
boyut UV kromatogram (UV-1) verileri birlestirilerek her fraksiyonun pH araligi ve en
son protein pikinin gorildigi genel fraksiyon belirlendi. Tim o6rneklerde protein
varliginin agirhkh olarak ilk 30 dakikada pH 8.5 civarinda ve daha sonra 75-110
dakikalar arasinda pH 7.0-4.0 arasinda toplandig1 gorildi. 28-30. fraksiyonlarda ise
yuksek yogunluklu tuz ¢ozeltisinden gelen tuz pikleri gozlendi (Sekil 3.7). Bu veriler
degerlendirilerek 24. saat ve 48. saat 6rneklerinde 23, 72. saat ve 96. saat 6rneklerinde
ise ilk 24 fraksiyonun 2. boyut ayirimi gercgeklestirildi (Sekil 3.8). PF2D siteminde yapilan
2. Boyut ayirimin kontrol/enfekte 6rnekler arasindaki uyum ve farkhliklari, elde edilen
2. boyut UV (UV-2) kromatogramlarinin Ust Uste cakistirilmasiyla genel olarak

degerlendirildi (Sekil 3.9).

Seri82 24. saat

uv1
—— Seri2dh-KII1-30052012
Seri2ah-KII1-30052012 dat

PH Monitor
—— Seri2dh-KIII-30052012
Seri24h-KII1-30052012.dat

— pH
e UV kromatogram

Fraction 34

T T T T T
100 120 160 180 200

Mnutes

Sekil 3.7 pH ve UV-1 kromatogramlarinin ¢akistirilmasi sonucu ikinci boyut ayirimi
yapilacak fraksiyonlarin belirlenmesi

T T T
60 80

(ilk 24 fraksiyon protein piklerini icerirken, 29-31. Fraksiyondaki pikler HISS’e ait tuz piklerini
icermektedir)
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Sekil 3.8 Tiim zaman dilimlerine ait birer 6rnekte 1. Boyut- pH ve UV-1 kromatogram grafikleri

(24 ve 48. saat 6rneklerinde ilk 23 fraksiyon, 72 ve 96. saat 6rneklerinde ise ilk 24 fraksiyonun 2. boyut ayirimi
gerceklestirildi)
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Seri82 24. saat
Time: 24.5040 Minzes - Amoltude: 0022053 AU Move Trace
218 — vz vz 0.16
Seri2dh-P11-23052012_22 Seri2dn-KIl-28052012_22

3.144 0.14

— Kontrol

3123 = Enfekte 0.12

0.06
0.04

vz

-).044 -0.04

Sekil 3.9 Kontrol ve enfekte drneklerde 2. Boyut ayirima ait UV-2 kromatogramlarinin
cakistirilarak degerlendirilmesi

(7 : kontrole gore enfekte 6rneklerde ekspresyonu azalan proteinleri gostermektedir)

3.3.1 iki Boyutlu Sanal Jel Haritalarinin Olusturulmasi

Birinci ve ikinci boyut ayirimlari tamamlandiktan sonra her bir 6rnek icin sanal jel
haritalari ProteoVue yazilimi yardimiyla hazirlandi. ProteoVue yaziliminda her 6rnegin
1. boyut ayiriminda toplanan fraksiyonlarin pH aralik degerleri ile bu fraksiyonlardan
her birinin 2. boyut ayirimi sirasinda elde edilen UV kromatogramlari (UV-2) birebir
eslestirildi. Bu sekilde bir 6rnege ait tim protein icerigi pH araliklari temel alinarak 2
boyutlu sanal jel haritalarinda protein profillerine dontsturildi (Sekil 3.10a). Ayrica
ornekler arasindaki ylksek tekrarlanabilirlik Sekil 3.10b’de gosterildi. Yapilan 2 boyutlu
ayiriminin, tim zaman dilimlerinde biyolojik tekrarlar arasindaki uyumu Sekil 3.11, Sekil

3.12, Sekil 3.13 ve Sekil 3.14’de sunuldu.
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Seri82 24. saat

Lane#22 pH arah

II. boyut kromatogrami
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Sekil 3.10 a) Birinci ve ikinci boyut verileri kullanilarak olusturulan iki boyutlu sanal jel

haritasi b) UV-2 kromatogramlarinin 3 biyolojik tekrarda ve kontrol/enfekte

orneklerde c¢akistirilarak degerlendirilmesi ve 2. Boyut ayirimin tekrarlanabilirliligi
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Sekil 3.11 Seri82 24. Saat drneklerin biyolojik tekrarlari arasinda 2 boyutlu sanal jel
haritalarinin karsilastirilmasi (K: Kontrol, E: Enfekte)
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Sekil 3.12 Seri82 48. Saat drneklerin biyolojik tekrarlari arasinda 2 boyutlu sanal jel
haritalarinin karsilastirilmasi (K: Kontrol, E: Enfekte)
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Sekil 3.13 Seri82 72. Saat 6rneklerin biyolojik tekrarlari arasinda 2 boyutlu sanal jel
haritalarinin karsilastiriimasi (K: Kontrol, E: Enfekte)
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Sekil 3.14 Seri82 96. Saat drneklerin biyolojik tekrarlari arasinda 2 boyutlu sanal jel
haritalarinin karsilastirilmasi (K: Kontrol, E: Enfekte)
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3.3.2 Enfekte ve Kontrol Protein Profillerinin Karsilastiriimasi

ProteoVue yazilimi ile her bir érnek igin olusturulan iki boyutlu sanal jel haritalari
DeltaVue vyazihminda kontrol/enfekte olacak sekilde eslestirilip gakistirilarak

degerlendirildi (Sekil 3.15).

Enfekte (E) E/K Cakistirmasi  Kontrol (K)

Sekil 3.15 DeltaVue yazilimi ile enfekte/kontrol sanal jel haritalari cakistirilarak anlatim
dizeyi farkli proteinlerin secilimi (isaretli pikler ekspresyon farki olan proteinleri ifade
etmektedir)

Bu karsilastirilastirma sonucunda kontrole gore enfekte 6rneklerde anlatim dizeyi
farkli olan proteinler belirlendi ve tanimlanmak (izere segildi. Karsilastirilan
kromatogramlarda her pik bir proteini, pik alani ise ekspresyon miktarini temsil
etmektedir [104]. Bu karsilastirmalar, her bir biyolojik tekrar icin kontrol/enfekte
orneklerinin her bir fraksiyonunda tek tek tim protein pikleri eslestirilerek
gerceklestirildi. Eslestirilen protein piklerinin alanlari karsilastirilarak ekspresyon
farklari belirlendi. Bu karsilagtirmalar sonucunda 24. saat 6rnekler icin 897, 48. saat
ornekler icin 714, 72. saat 6rnekler icin 1045 ve 96. saat 6rnekler icin 726 protein piki
karsilastirmali olarak degerlendirildi. Bu eslestirmelerde her (¢ biyolojik tekrarda da
ayni ekspresyon farkinin olustugu, protein piklerinin alanlari farki 22 olanlar MS analizi
icin secildi. Buna gore 24. saat icin 30, 48. saat icin 34, 72. saat icin 66 ve 96. saat icin
ise 37 pik secildi (Sekil 3.15) ve bulunduklari fraksiyonlar nanoLC-ESI-MS/MS analizi igin
Boliim 2.4’de anlatildigi sekilde hazirlandi.
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Enfekte E E/K Cakistirmas: Kontrol (K)

01326 -0.002558 1 2 3 4 § 6 7 1 2 3 4 § 6 7 1 2 3 4 § 6 7

Enfekte E Kontrol (K)

01686 -0.000319 -0.001814 0174

Sekil 3.16 Enfekte/kontrol sanal jel haritalari gakistirilarak anlatim dizeyinde anlamli
farkhlik gbsteren proteinlerin segilimi

3.4 Proteinlerin Tanimlanmasi

PF2D sisteminde ayrilan ve enfekte bitkilerde kontrole goére anlatim farkhligi belirlenmis
proteinlerin bir kismi dogrudan bir kismi ise 3. boyut ayirim sonrasinda Bolim 2.4’de

anlatildigi bicimde MS analizine hazirlandi.

Secilen pikleri iceren fraksiyonlarin bir kisminda birden fazla protein varligi s6z konusu

oldugundan bu fraksiyonlarda bulunan proteinler Ill. boyut ayirimda SDS-PAGE ile
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molekiler agirhigina gore de ayrildi (Sekil 3.17). Protein miktarinda fark gortlen bantlar

jelden kesilerek MS analizlerine hazirlandi.

Seri82 24. saat

Kl El K2 E2 K3 E3 K4 E4 K5 E5 K6 E6
m l lo‘_ l“l
1
1] m 1
R om s OW
I A it " Y
| |1 ‘{l ‘ .**sx ::’
| 31 I8 57:1’ —
[N MW o 3n
W\ = 2 2 o - -
e _
R st e —

Sekil 3.17 Birden fazla protein piki igerdigi gorilen fraksiyonlarda yapilan SDS-PAGE

analizi
(K: Kontrol, E: Enfekte 6rnekleri, numaralar ise pik numarasini temsil etmektedir)

Bu proteinler tripsinle kesilerek triptik peptitlere ayrildi ve nanolLC-ESI-MS/MS
sisteminde PLGS yazilimi ile analiz edildi. NanoLC-ESI-MS/MS’den elde edilen triptik
peptitlere ait kitle/yik verileri ve amino asit dizi bilgisi Uniprot bugday ve Broad
Institute Puccinia veritabanlarinda tarandi. Taramalar sonucunda 24. saat 6rnekleri igin
tanimlanan proteinler ve detay bilgileri Cizelge 3.1’de, 48. saat ornekleri icin
tanimlanan proteinler ve bilgileri Cizelge 3.2’de, 72. saat Ornekleri icin tanimlanan
proteinler ve bilgileri Cizelge 3.3’de, 96. saat ornekleri icin tanimlanan proteinler ve

bilgileri Cizelge 3.4’de verildi.

71



L

Eksp.

Accesion

Teorik

MA

S.Cover.

Teorik

Eslesen

No Frak. no/pH Farki No Protein Tanimi Gorevi ol (Da) ) pedpti peptid Organizma
Geranylgeranyl diphosphate . "
1 1/<4.0 Artma EGP84165.1 synthase 3 Metabolizma 5.67 40208 10.2 29 2 Mycospha. graminicola
2 1/<4.0 Artma AF491837_1 WCOR14c Stres/Soguk stresi 4,55 13596 285 13 3 Triticum aestivum
3 3/4.47-4.77 | Azalma | AF251264 1 RuBisCo activase B Fotosentez/Calvin cycle 7.16 47784 34 35 2 Triticum aestivum
4 | 3/4.47-477 | Azalma | AAM92707.1 Putative glycine Metabolizma 4.80 21236 | 457 12 1 Triticum aestivum
decarboxylase sub.
3/4.47-4.77 | Azalma CAB56544.1 Phosphoribulokinase Metabolizma/Karbohidrat 5.64 45112 16.8 29 Triticum aestivum
3/4.47-4.77 | Azalma | ACA63887.1 [RuBisCo oxygenase large sub Fotosentez 6.22 52817 25.7 42 Triticum aestivum
7 | 4/477-507 | Artma | AF2s5053 1 | CO'dresponsive LEARAB Stres/Soguk stresi 4.65 17150 186 26 5 Triticum aestivum
related COR protein
4/4.77-5.07 | Artma CAB50787.2 Putative glyoxalase | Metabolizma 5.18 31658 313 17 Triticum aestivum
4/4.77-5.07 | Artma AFF27605.1 Chloroplast Cu Zn SOD Savunma/Antioksidan 5.06 17525 270 9 Triticum aestivum
| hioni
10 | 4/477-507 | Artma | ABji5732.1 | °2denosyl methionine Metabolizma 7.48 31431 2656 23 7 | Triticum monococcum
synthetase 2
11 4/4.77-5.07 | Artma ADK35122.1 Profilin Sinyal iletimi 4.70 14182 404 8 6 Triticum aestivum
F in NADP H
12 | 4/4.77-5.07 | Azalma | CAD30024.2 erredoxin Elektron transportu 8.12 38781 | 243 33 9 Triticum aestivum
oxidoreductase
Ph 1
13 | 5/5.07-5.37 | Azalma|  S16260 otosystem Il oxygen Fotosentez 8.79 34718 | 264 25 6 Triticum aestivum
evolving complex protein
23kD Ivi
14 | 5/5.07-537 |Azalma | CAA40669.1 3kDa oxygen evolving Fotosentez 9.00 7252 | 426 21 6 Triticum aestivum
protein of photosystem
15 5/5.07-5.37 | Azalma ABI96906.1 |Chloroplast RuBisCo activase Fotosentez 6.52 40034 175 30 4 Triticum aestivum
16 | 5/5.07-537 | Artma | AAPg3sg31 | CYiosolicglyceraldehyde3 1) i a/Glikoliziz 6.36 18167 | 351 14 4 Triticum aestivum
phosphate dehydrogenase
17 7/5.67-5.97 | Artma ACB55492.1 Flavanone 3 hydroxylase | Savunma/Flavonoid yolagi 841 32371 19.6 28 3 Triticum aestivum
18 7/5.67-5.97 | Artma AAB70258.1 Actin Yapi 5.07 41789 234 35 Mayetiola destructor
19 7/5.67-5.97 | Azalma BAF79926.1 Group3 LAE. protein Stres/Soguk stresi 4.80 18313 83.0 25 15 Triticum aestivum
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Teorik

Eksp. Accesion Teorik MA X L Esl
No Frak. no/pH FI:'E No Protein Tanimi Gorevi ol (Da) S C(;\;er pedpti :e?t?: Organizma
Metaboli Pseud. ]
20 | 7/5.67-5.97 | Artma | AFD18719.1 Recombinase A _ Metabolizma/ 532 37242 76 21 3 seudom fluorescens
Nukleik asit, DNA tamiri
Single stranded leic acid
21 | 7/5.67-5.97 | Artma | AAA75104.1 |>"8'€Strandednucieicadd] \, i holizma/Nukleik asit | 497 16245 | 293 12 9 Triticum aestivum
binding protein
lyci ich RNA bindi
22 | 7/567-5.97 | Azalma | BAF30986.1 | Ve ”;rotein binding | 1 tabolizma/Nikleik asit | 677 15086 | 411 17 9 Triticum aestivum
Oxaloacetate decarboxylase .
23 8/5.97-6.28 | Artma |ZP_07778413.1 alpha sub Metabolizma 5.29 65537 89 46 4 Pseudom fluorescens
Methyl accepting
24 8/5.97-6.28 | Artma EFQ64083.1 . . Saldiri 533 71435 15.2 50 5 Pseudom fluorescens
chemotaxis protein
25 8/5.97-6.28 | Artma | ZP_07774964.1 Protein tyrosine kinase Sinyal iletimi 6.01 81107 10.5 65 5 Pseudom fluorescens
Di i T
26 | 8/5.97-6.28 | Artma | zP_07773456.1 | DIPEPtide transport system ransporter/ 7.53 37023 15.1 20 3 | Pseudom fluorescens
permease protein ABC transporter
Ami i flavi
27 | 8/5.97-6.28 | Artma |ZP_07776404.1 m'nig:t‘:s;gav'” Bilinmiyor 5.79 57354 216 45 8 Pseudom fluorescens
28 8/5.97-6.28 | Artma AAY44603.1 Stress responsive protein Stres proteini 7.81 22159 5.12 19 1 Triticum aestivum
29 8/5.97-6.28 | Artma | AEM36336.1 Mitochondrial SOD Savunma/Antioksidan 7.87 25331 34.6 15 5 Triticum aestivum
30 8/5.97-6.28 | Artma AAC62115.1 Manganese SOD Savunma/Antioksidan 7.00 24548 37.9 14 5 Triticum aestivum
31 8/5.97-6.28 | Artma AFF27607.1 Cytosolic Cu Zn SOD Savunma/Antioksidan 5.69 15082 89.4 8 8 Triticum aestivum
32 8/5.97-6.28 | Artma AAL71854.1 |Dehydroascorbate reductase Savunma 5.85 23343 56.6 18 9 Triticum aestivum
Putati - inhibi
33 | 20/>85 | Artma | AAsaggosp [ utativeproteinaseinhibitorl o i oobolizmas 8.31 9592 37.7 5 4 Triticum aestivum
related protein
34 21/>8.5 Artma ACU29529.1 | Cytochrome oxidase sub. | Elektron transportu 5.87 2284 30.9 6 3 Pardosa palustris
35 22/>8.5 Artma | ZP_07773687.1 Permease YjgP YjgQ Bilinmiyor 9.51 41477 27.1 25 4 Pseudom fluorescens
36 22/>8.5 Artma EFQ62190.1 Flagellar protein FliO FliZ Saldiri 10.76 15351 38.1 10 4 Pseudom fluorescens
37 23/>8.5 Artma ABA42174.1 NapB Metabolizma 7.76 18206 33.9 14 2 Pseudomo. stutzeri
38 | 24/>85 | Artma | cBcsg7oz | CCAAT-boxtranscription Tanskripsiyon 956 | 26414 | 185 | 13 3 Triticum aestivum

factor complex WHAP8
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Teorik

Eksp. Accesion Teorik MA X L Esl
No Frak. no/pH FI:_Z No Protein Tanimi Gorevi ol (Da) S C(;\;er pedpti :e(:)st?: Organizma
1 1/ <4.0 Artma AFF19563.1 Superoxide Dismutase(SOD)| Savunma/Antioksidan 5.2 20238 30.9 11 3 Triticum aestivum
2 1/<4.0 Artma AEY83981.1 Heat Shock Protein 70 Stres 4.8 73495 22.4 63 10 Triticum aestivum
Il Ran Rel TP .
3 1/<40 | Artma | AAMog320.1 | SmallRanRelated G Sinyal iletimi 6.7 25117 | 393 | 17 | 11 Triticum aestivum
Binding Protein
Thylakoid B
4 1/<4.0 | Artma | AAN77157.1 ylakoid Bound Savunma/Peroksidaz 5.3 41301 | 243 | 36 7 Triticum aestivum
Ascorbate Peroxidase
P | inoli i
5 1/<40 | Artma | AENo2610.1 | PYrroleguinoline Quinone Metabolizma 5.2 19376 309 17 3 Pseudomo.spp.
Synthase Partial Uncult.
6 1/<4.0 Artma 1109190A Calmodulin Sinyal iletimi 3.89 16818 79 22 9 Triticum aestivum
T lati Il Il .
7 1/<40 | Artma | ABQis237.1 | |ranslationally Controlled Sinyal iletimi 435 18766 285 20 4 Triticum aestivum
Tumor Protein
3/4.07-4.38 | Artma | AF334185_1 Lipid Transfer Protein Prec. Savunma 9.47 11250 41.7 6 4 Triticum aestivum
3/4.07-4.38 | Azalma | ACO71288.1 Cp31lbhv Metabolizma/Nukleik Asit 4.65 18993 40.5 12 Triticum aestivum
10 | 3/4.07-4.38 | Artma CAI10733.1 Endoxylanase Precursor Saldin 9.31 25528 17.9 16 Gibberella zeae
Outer Memb
11 | 3/4.07-4.38 | Artma | EFQ65621.1 uter Vlembrane Transporter 6.5 91986 13.8 62 7 |Pseudomo. fluorescens
Fimbrial Usher Porin
12 | 3/4.07-438 |Azaima | ABO70330.1 | Futetive Oxygen Evolving Fotosentez 10.1 2126 335 19 6 Triticum aestivum
Complex Prec.
13 3/4.07-4.38 |Azalma | ABO37960.1 Peptidylprolyl Isomerase Metabolizma 9.7 25913 44.0 17 7 Triticum aestivum
14 3/4.07-4.38 | Artma AF491838 1 Wocorléda Stres/Soguk Stresi 4.65 13536 45.0 13 4 Triticum aestivum
IdR ive P i
15 | 4/438-4.68 | Artma | AF207545.1 | ° escpggsl';’: rotein Stres/Soguk Stresi 4.65 13536 | 45.0 13 5 Triticum aestivum
E
16 | 4/4.38-4.68 |Azalma | BAB47086.1 PSI 9kda Protein Fotosentez/Elektron 6.67 8893 71.6 7 4 Triticum aestivum
transportu
Photosystem Il Oxygen - .
17 4/4.38-4.68 | Artma 516260 X . Fotosentez 8.79 34718 36.6 25 8 Triticum aestivum
Evolving Complex Protein
18 4/4.38-4.68 | Artma AAC49404.1 Wcor719 Stres/Soguk Stresi 4.27 15754 52.8 19 6 Triticum aestivum
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Teorik

Eksp. Accesion Teorik MA X 2 Esl
No Frak. no/pH FI:'E No Protein Tanimi Gorevi ol (Da) S C(;\;er pedpti :e(:)st?: Organizma
19 4/4.38-4.68 | Artma BAF02546.1 Triticain Alpha Protein metabolizmasi 4.82 50374 11.71 26 4 Triticum aestivum
ColdR ive LEA RAB
20 | 5/4.68-4.98 | Artma | AF255053 1 0'd Responsive LEA Stres/Soguk Stresi 4.65 17150 33.1 26 6 Triticum aestivum
Related COR Protein
21 5/4.68-4.98 | Artma | ADW41578.1 Group 3 LEA Protein Stres/Soguk stresi 5.72 19738 36.5 26 Triticum aestivum
22 7/5.28-5.58 |Azalma | AF251264 1 Rubisco Activase B Fotosentez 7.16 47784 14.3 35 Triticum aestivum
23 8/5.58-5.88 | Artma AAV66923.1 Peroxiredoxin Q Savunma/Peroksidaz 10.0 23349 16.1 19 Triticum aestivum
24 | 8/5585.88 | Artma | AEP33ga51 | NNABINdINgRasGAPSH3 |\ o\ isma/Nukleik Asit | 488 | 48119 9.86 | 22 3 Triticum aestivum
Binding Protein
25 9/5.88-6.18 | Artma AFF27606.1 Chloroplast CuZn SOD Part.| Savunma/Antioksidan 5.06 17525 68.3 16 9 Triticum aestivum
26 9/5.88-6.18 | Artma AFF27609.1 Cytosolic Cu Zn SOD Savunma/Antioksidan 5.69 15082 61.8 8 5 Triticum aestivum
27 9/5.88-6.18 |Azalma | AET34448.1 Metacaspase 4 Savunma/Proteolizis 5.01 43915 13.5 30 4 Triticum aestivum
28 9/5.88-6.18 | Artma EFQ66144.1 Carbonic Anhydrase Metabolizma 6.91 26459 12.7 12 2 Pseudom.fluoresce.
29 9/5.88-6.18 | Artma |ZP_07777134.1 Cation Transporter Transporter 6.19 38063 10.6 21 1 Pseudom.fluoresce
30 9/5.88-6.18 | Artma BAF97630.1 |Agmatine Coumaroyl Transf. Savunma 4.88 40779 29.3 26 7 Triticum aestivum
31 | 9/5.88-6.18 | Artma | CAD30025.1 Ferredoxin NADP H Elektron transportu 712 | 40206 | 426 | 35 | 13 Triticum aestivum
Oxidoreductase
32 |10/6.18-6.48 | Artma | AAZ67145.2 |Geranylgeranyl Hydrogenase Metabolizma 9.4 50536 21.21 41 8 Triticum aestivum
33 |10/6.18-6.48 | Artma CAA64077.1 Catalase Savunma/Peroksidaz 6.6 56444 12.19 35 5 Triticum aestivum
| hi T f
34 |10/6.18-6.48 | Artma | AAL47esg1 | OVt '0”1‘;:553”5 €ras€ | savunma/Peroksidaz 5.97 24900 | 19.17 | 16 3 Triticum aestivum
Thiol fic Antioxi
35 |10/6.18-6.48 | Artma | BAA19099.1 0 Spe;;(')iei:t'ox'dant Savunma/Antioksidan 5.6 23312 15.2 18 2 Triticum aestivum
| Ideh Phosph
36 | 24/>85 |Artma | cAzzeosaq  |Clveeraldehyde 3 Phosphate Metabolizma 6.78 36504 24.6 23 6 Triticum aestivum
Dehydrogenase
37 24/ >8.5 Artma | AAW52722.1 Peroxidase 8 Savunma/Peroksidaz 6.64 37543 26.6 27 4 Triticum monococ.
38 24/ >8.5 Artma ABN50913.1 Manganese SOD Savunma/Antioksidan 6.85 19307 21.2 12 3 Triticum aestivum
39 24/ >8.5 Artma EFQ60857.1 Dethiobiotin Synthetase Yapi 6.41 23388 36.7 14 5 Pseudom.fluoresce.
40 24/ >8.5 Artma | ADM65810.1 |Rust resistance kinase Lr10 Savunma/Dayaniklilk 5.54 103737 3.15 82 2 Triticum dicoccoi.
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No Frak. no/pH Eksp. Accesion Protein Tanimi Gorevi Teorik MA S.Cover. (%) Teorik | Eslesen Organizma
Farki No pl (Da) peptid | peptid
1 1/ <4.0 Artma | PGTG_00818TO |Hypothetical protein 253 aa Bilinmiyor 56.2 28.7 210 27 3 Pucci. graminis f sp tritici
2 1/ <4.0 Artma | AAM92706.1 | Cytochrome c oxidase sub. Elektron transportu 42.1 174 649 11 7 Triticum aestivum
3 1/ <4.0 Artma [XP_003554549.1| Calvin cycle protein CP12 Fotosentez/Calvin cycle 42.8 13208 460.3 15 4 Hordeum vulgare
4 1/ <4.0 Artma ACO71288.1 Cp31BHv Metabolizma/Karbohidrat 46.5 18993 558 12 7 Triticum aestivum
5 1/ <4.0 Artma AAR89812.1 |14 3 3 prot. (TaWIN1, Bmh2)| Sinyal iletimi/Regiilator 46.3 29273 394.6 30 9 Triticum aestivum
6 1/ <4.0 Artma [XP_003853918.1 Hypothetical protein Bilinmiyor 101.6 14981 89.5 14 2 Zymoseptoria tritici
7 1/ <4.0 Artma EFQ64252.1 | Glycoside hydrolase 15 like Metabolizma 52.9 68397 151.3 37 8 Pseudom. fluorescens
8 1/ <4.0 Artma EGP85165.1 RNA bi.nding zinc finger Metabolizma 68.5 71171 122.7 31 4 Mycospha.graminicola
protein RanBP2 type
9 1/ <4.0 Artma [XP_002544250.1 Transaldolase Metabolizma/Eneriji 56.4 35759 117.2 28 4 Zymoseptoria tritici
10 2/4.00-4.23 | Azalma | ZP_07776434.1 |Integration host fact. a sub. Transkripsiyon 98.3 11469 19.0 12 2 Pseudom. fluorescens
11 2/4.00-4.23 | Artma ACL13515.1 |Ferredox.nitrite reduct.prec.| Metabolizma/Nitrojen 68.9 66076 437.1 53 21 Triticum aestivum
12 2/4.00-4.23 | Artma AB0O40324.1 Bp2A protein Metabolizma 5.75 25716 273.1 19 5 Triticum turgidum
13 2/4.00-4.23 | Artma EAT81150.1 |Hypothe. prot. SNOG 11442 Bilinmiyor 87.5 49963 15.6 26 1 Phaeosphaeria nodorum
14 2/4.00-4.23 | Artma CAB56544.1 Phosphoribulokinase Metabolizma/Karbohidrat 56.4 45112 616.3 29 24 Triticum aestivum
15 3/4.24-4.54 | Artma |ZP_07774948.1 |Isochorismatase hydrolase Saldin 5.21 16605 36.18 8 3 Pseudom. fluorescens
16 3/4.24-4.54 | Artma CBH50687.1 Hypothetical protein Bilinmiyor 9.11 19855 28.33 15 3 Puccinia graminis
17 3/4.24-4.54 | Artma AET49324.1 ATP dependen'f Clp projcease Protein Metabolizmasi 4.87 21839 12.24 13 1 Pinus dalatensis
proteolytic subunit
18 3/4.24-4.54 | Artma | PGTG_02687T0 |Hypothetical protein 267 aa Bilinmiyor 8.11 29140 31.57 11 2 Puccinia graminis
19 3/4.24-4.54 | Artma | PGTG_11681T0 |Hypothetical protein 131 aa Bilinmiyor 7.93 13662 53.84 8 2 Puccinia graminis
20 3/4.24-4.54 | Artma | PTTG_10448T0 |Hypothetical protein 131 aa Bilinmiyor 7.32 30917 19.93 14 2 Puccinia graminis
21 | 3/424-454 | Artma | AAA16282.2 | Cold acclimat. prot.WCS19 Stres/Soguk stresi 540 | 14605 | 3129 | 17 | 4 Triticum aestivum
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No Frak. no/pH Eksp. Accesion Protein Tanimi Gorevi Teorik MA S.Cover. (%) Teorik | Eslesen Organizma

Farki No pl (Da) peptid | peptid
22 | 3/4.24-4.54 | Azalma | AF207545 1 |Cold respons. prot. COR14a Stres/Soguk stresi 4.65 13536 61.42 13 5 Triticum aestivum
23 3/4.24-4.54 | Azalma | BAC56935.1 |Chloropl. targeted COR prot. Stres/Soguk stresi 4.92 14734 10.20 17 1 Triticum aestivum
24 3/4.24-4.54 | Azalma | ACM50322.1 |Cold respons. prot. WCOR14 Stres/Soguk stresi 4.55 13654 31.42 13 3 Triticum aestivum
25 3/4.24-4.54 | Artma | PGTG_08938T0 |Hypothetical protein 379 aa Bilinmiyor 5.62 41615 2.38 18 1 Puccinia graminis
26 3/4.24-4.54 | Artma ACF08092.1 Class Ill peroxidase Savunma/Peroksidaz 5.73 32884 8.86 21 3 Triticum aestivum
27 3/4.24-4.54 | Artma AC090196.1 Ascorbate peroxidase Savunma/Peroksidaz 5.44 26605 22.22 18 6 Triticum aestivum
28 3/4.24-4.54 | Artma | PGTG_05488T0 Actin 376 aa Yapi 5.16 41759 11.73 34 4 Puccinia graminis
29 4/4.54-4.84 | Artma AEU17711.1 Beta tubulin Yapi 5.45 38622 17.14 23 4 Fus.pseudograminearum
30 4/4.54-4.84 | Artma ABV53950.1 Elongation factor 1 alpha Protein Metabolizmasi 8.76 45144 24.69 29 8 Marpesia eleuchea
31 4/4.54-4.84 | Artma | PTTG_10901TO |Hypothetical protein 104 aa Bilinmiyor 9.36 11475 30.76 11 3 Puccinia triticina
32 4/4.54-4.84 | Artma | PTTG_04742T0 |Hypothetical protein 136 aa Bilinmiyor 11.56 15033 14.81 12 3 Puccinia triticina
33 4/4.54-4.84 | Artma | PGTG_07231T0 |Hypothetical protein 275 aa Bilinmiyor 9.78 31219 27.73 28 7 Puccinia graminis
34 4/4.54-4.84 | Artma | PGTG_17898T0 |Hypothetical protein 339 aa Bilinmiyor 6.00 37711 21.30 32 4 Puccinia graminis
35 4/4.54-4.84 | Artma | PGTG_09435T0 |Hypothetical protein 241 aa Bilinmiyor 10.0 27073 13.33 23 3 Puccinia graminis
36 4/4.54-4.84 | Artma BAH20800.1 | Protein disulfide isomerase Sinyal iletimi/Saperon 4.77 56635 46.21 49 21 Triticum aestivum
37 4/4.54-4.84 | Artma | PGTG_03044T0 |Hypothetical protein 858 aa Bilinmiyor 8.23 96029 7.93 63 5 Puccinia graminis
38 4/4.54-4.84 | Artma | NP_114265.1 | ATP synth. CF1 epsilon sub. Elektron transportu 5.01 15208 55.47 10 4 Triticum aestivum
39 4/4.54-4.84 | Artma | PGTG_00630TO0 |Hypothetical protein 136 aa Bilinmiyor 9.77 15198 32.59 9 3 Puccinia graminis
40 5/4.84-5.14 | Artma CAH69208.1 |Type 1 non specif.LTP/PR14 Savunma 9.47 11250 27.82 6 3 Triticum aestivum
41 6/5.14-5.45 | Artma | AF255053_1 Coldrresp. LEA RA? Stres/Soguk stresi 4.65 17150 62.04 26 10 Triticum aestivum

related COR protein

42 6/5.14-5.45 | Artma BAB18766.1 [Cysteine proteinase inhibitor| Protein giza:r:lz;zmam/ 5.63 15711 31.69 11 4 Triticum aestivum
43 6/5.14-5.45 | Artma AAL47688.1 Glutathione S transferase Savunma 5.97 24900 22.83 16 5 Triticum aestivum
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Eksp. Accesion . . Teorik MA Teorik | Eslesen .
No Frak. no/pH Protein Tanimi Gorevi S.Cover. (%) . . Organizma
Farki No pl (Da) peptid | peptid
Protein of unknown S
44 6/5.14-5.45 | Artma |ZP_07778103.1 . Bilinmiyor 6.10 24560 57.89 22 8 Pseudom. fluorescens
function UPF0001
45 . Protein metabolizmasi/ " .
6/5.14-5.45 | Artma ABB80380.1 Cystatin WC 1 S 5.90 15685 27.46 11 5 Triticum aestivum
avunma
46 6/5.14-5.45 | Artma EGP90267.1 [TRIOSEphosphate isomerase Metabolizma 5.98 27026 27.41 27 4 Mycospha.graminicola
47 6/5.14-5.45 | Azalma | AAB18208.1 |[Cold acclima. prot. WCOR615 Stres/Soguk stresi 471 17773 17.71 19 3 Triticum aestivum
48 6/5.14-5.45 | Azalma | CAA06735.1 Thioredoxin M Elektron transportu 8.29 19119 38.85 18 11 Triticum aestivum
49 7/5.45-5.75 | Azalma | AAP72269.1 |Photosystem Il polypeptide | Fotosentez/E. transportu 9.08 10187 23.23 5 6 Triticum aestivum
50 7/5.45-5.75 | Artma CAD30025.1 [Ferredox.NADPHoxidoreduct Elektron transportu 7.12 40206 38.29 35 15 Triticum aestivum
51 7/5.45-5.75 | Azalma | BADO08701.1 Cold shock domain prot.3 Stres/Soguk stresi 5.67 21530 29.00 14 4 Triticum aestivum
Plasma membrane " .
52 7/5.45-5.75 | Artma P83970.1 Elektron transportu 6.37 104618 7.67 68 10 Triticum aestivum
ATPase - Proton pump
Photosystem Il oxygen . .
53 7/5.45-5.75 | Azalma 516260 . . Fotosentez 8.79 34718 43.69 25 15 Triticum aestivum
evolving complex protein 1
Oxygen evolving enhancer . .
54 7/5.45-5.75 | Azalma P27665.1 Fotosentez 8.79 34718 40.00 25 13 Triticum aestivum
prot.1 chloropl. ShortOEE1
23kDa oxygen evolving . .
55 7/5.45-5.75 | Azalma CAA40669.1 . Fotosentez 9.00 27252 65.89 21 24 Triticum aestivum
protein of photosystem |l
56 7/5.45-5.75 | Artma |PGTG_17218T0 Malate dehydrogenase Metabolizma 9.20 36943 30.02 27 9 Pucc. graminis f sp tritici
57 7/5.45-5.75 | Artma CAC94003.1 Glutathione transferase Savunma/Peroksidaz 6.38 24995 39.18 17 10 Triticum aestivum
Oxygen evolving enhancer " .
58 8/5.75-6.05 | Azalma Q00434.1 tein 2 Fotosentez 9.00 27252 55.81 21 16 Triticum aestivum
protein
Sulfur rich thionin like " .
59 8/5.75-6.05 | Artma AAP12730.1 . Savunma 6.29 9805 20 9 2 Triticum aestivum
protein/PR13
60 8/5.75-6.05 | Artma | ADW41578.1 Group 3 LEA protein Stres/Soguk stresi 5.72 19738 35.44 26 9 Triticum aestivum
61 9/6.05-6.35 | Artma ADF83496.1 Catalase Savunma 6.54 56772 10.77 32 4 Triticum aestivum
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Eksp. Accesion . . Teorik MA Teorik | Eslesen .
No Frak. no/pH Protein Tanimi Gorevi S.Cover. (%) . . Organizma
Farki No pl (Da) peptid | peptid
62 9/6.05-6.35 | Artma ABV24865.1 Dehydrin WZY1 2 Stres/Soguk stresi 5.02 28166 26.71 23 5 Triticum aestivum
63 9/6.05-6.35 | Artma AAB18202.1 |Cold acclim. prot. WCOR410c Stres/Soguk stresi 5.03 27928 41.31 21 7 Triticum aestivum
64 10/6.35-6.65 | Artma AAV66923.1 Peroxiredoxin Q Savunma/Peroksidaz 10.02 23349 60.36 19 18 Triticum aestivum
65 10/6.35-6.65 | Artma AEH25617.1 PR12 Savunma 8.26 17554 21.95 11 3 Triticum aestivum
66 | 10/6.35-6.65 | Azalma | CAA31555.1 |Photosystem | 8 kDa subunit| Fotosentez/E. transportu 6.67 8893 50.61 7 4 Triticum aestivum
67 | 10/6.35-6.65 | Artma ABL95195.1 Photosystem | subunit C Fotosentez/E. transportu 6.67 8893 71.60 7 5 Triticum aestivum
68 10/6.35-6.65 | Artma AAB68035.1 Manganese SOD Savunma/Antioksidan 8.77 25259 25.10 14 3 Triticum aestivum
69 | 10/6.35-6.65 | Artma AF251264_1 |RuBisCo carboxylase activ.B Fotosentez 7.16 47784 18.05 35 8 Triticum aestivum
Cytochrome b6 f complex " .
70 10/6.35-6.65 | Artma Q7X9A6.1 . . Elektron transportu 8.17 23711 57.65 19 12 Triticum aestivum
iron sulfur subunit
71 11/6.65-6.95 | Artma CAA07473.1 PR11 Savunma 8.50 17639 24.39 12 3 Triticum aestivum
72 | 11/6.65-6.95 | Artma AEV53931.1 |MADS box transcript. factor | Transkripsiyon/Regtilator 9.51 30337 10.03 22 3 Triticum aestivum
BolA like prot. domain o " .
73 12/6.95-7.25 | Artma CBH32568.1 . Transkripsiyon 5.41 10066 25.77 4 1 Triticum aestivum
containing prot. expressed
74 | 12/6.95-7.25 | Artma | NP_043088.1 | Photosystem | subunit VII Fotosentez/E. transportu 6.82 8902 35.80 7 3 Zea mays
75 | 12/6.95-7.25 | Artma EGP92301.1 Monomeric glyoxalase | Metabolizma 5.60 36895 8.38 29 3 Mycospha.graminicola
76 22/>8.50 Artma EGP84100.1 Gamma actin Yapi 5.33 41610 10.13 34 3 Mycospha.graminicola
77 22/>8.50 Artma AAQ82627.2 Resistance related RLK Savunma 7.04 72503 7.98 48 3 Triticum aestivum
78 22/>8.50 Artma AF093007_1 PR 4 Savunma 7.00 13100 10.83 6 1 Triticum aestivum
79 22/>8.50 Artma AEH25618.1 PR13 Savunma 8.50 17639 57.31 12 7 Triticum aestivum
. Protein metabolizmasi/ " .
80 23/>8.50 Artma AAA50848.1 Wali3 L 8.31 9489 55.68 8 3 Triticum aestivum
Proteaz inhibitor
. Protein metabolizmasi/ . .
81 23/>8.50 Artma AAA50850.1 Wali5 L 7.95 9511 41.57 6 5 Triticum aestivum
Proteaz inhibitor
82 23/>8.50 Artma | PGTG_12201T0 | Hypothetical protein 63 aa Bilinmiyor 9.15 6676 40.32 6 2 Pucc. graminis f sp tritici
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Eksp. Accesion . . Teorik MA Teorik | Eslesen .
No Frak. no/pH Protein Tanimi Gorevi S.Cover. (%) . . Organizma
Farki No pl (Da) peptid | peptid
83 23/>8.50 |Azalma ABO70330.1 Put. oxygen evolv. complex Fotosentez 10.14 21126 28.42 19 5 Triticum aestivum
84 23/>8.50 Artma CAA53626.1 Endochitinase Savunma 7.21 33580 38.75 15 8 Triticum aestivum
85 23/>8.50 Artma AC0O44684.1 |Fructose bisphosph.aldolase| Metabolizma/Glikoliziz 6.99 38768 52.79 27 18 Triticum aestivum
Trankripsiyon /Savunma " .
86 23/>8.50 Artma ADR66960.1 NFXL1 7.58 22026 23.33 14 3 Triticum aestivum
baskilayici
87 23/>8.50 Artma EAT89045.1 |Hypoth.protein SNOG 03840 Bilinmiyor 10.55 18024 10.49 15 1 Phaeospha. nodorum
88 23/>8.50 Artma BAB82471.1 Chitinase 1 Savunma 8.36 27059 29.68 21 6 Triticum aestivum
89 23/>8.50 Artma AF302788_1 LTP precursor/PR14 Savunma 9.49 11204 48.69 6 7 Triticum aestivum
90 24/>8.50 Artma ACA63887.1 RuBisCo oxygen.large sub. Fotosentez/Calvin cycle 6.22 52817 21.38 42 14 Triticum aestivum
91 24/>8.50 Artma EGP86232.1 Hypothetical protein Bilinmiyor 5.03 119340 3.35 96 3 Mycospha.graminicola
92 24/>8.50 Artma CAA51931.1 Phosphoglycerate kinase | Metabolizma/Karbohidrat 6.64 49808 22.29 44 8 Triticum aestivum
93 24/>8.50 Artma EAT76651.1 |Hypoth.protein SNOG 16072 Bilinmiyor 10.52 9225 27.71 6 2 Phaeospha. nodorum
94 24/>8.50 Artma EAT79334.2 |Hypoth.protein SNOG 13450 Bilinmiyor 9.08 69979 11.04 58 5 Phaeospha. nodorum
33kDa oxygen evolving . .
95 24/>8.50 Artma CAA40670.1 . Fotosentez 8.79 34718 46.46 25 20 Triticum aestivum
protein of photosystem I
96 24/>8.50 Artma BAB47046.1 Cytochrome f Elektron transportu 8.11 35310 45.62 27 13 Triticum aestivum
97 24/>8.50 Artma EAT76266.1 | Hypoth. Prot. SNOG 16280 Bilinmiyor 8.68 17249 14.37 12 2 Phaeospha. nodorum
98 24/>8.50 Artma | PGTG_16792T0 |Hypothetical protein 843 aa Bilinmiyor 5.44 94045 8.55 77 6 Puccinia graminis
99 24/>8.50 Artma AF475110_1 |Oxygen evolv.complex prec. Fotosentez 10.38 20108 37.76 15 17 Triticum aestivum
Photosystem | iron-sulfur Fotosentez/Elektron . .
100 24/>8.50 Artma BAB47086.1 . 6.67 8893 80.24 7 9 Triticum aestivum
center, 9kDa protein transportu
101 24/>8.50 Artma AEH25619.1 PR14 Savunma 8.51 17525 38.41 12 4 Triticum aestivum
Ozone responsive stress o . .
102 24/>8.50 Artma ADB92599.1 . Stres proteini 9.63 8665 50.63 6 2 Triticum aestivum
related protein
103 24/>8.50 Artma | PGTG_17820T0 |Hypothetical protein 219 aa Bilinmiyor 6.68 23685 20.64 18 3 Pucc. graminis f sp tritici
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Eksp. Accesion Teorik MA Teorik | Eslesen
No Frak. no/pH ksp Protein Tanimi Gorevi S.Cover. (%) eorl. ? §e Organizma
Farki No pl (Da) peptid | peptid
1 2/3.90-4.20 | Artma | AF475110_1 |Oxygen evolving complex p. Fotosentez 10.3 20108 27.65 15 5 Triticum aestivum
2 | 2/3.90-420 | Artma | EAT7043g.1 | YPothetical protein Bilinmiyor 111 20024 | 2032 17 2 Phaeospha. nodorum
SNOG 13111
3 | 2/3.90-4.20 | Azalma | AAM92706.1 | FUtAtive cytochromec Elektron Transportu 4.2 17477 | 8343 | 11 14 Triticum aestivum
oxidase subunit
XP_003567583| Calvin cycle protein CP12-
4 | 2/3.904.20 | Azalma [© ) avin cyc e“i? en Fotosentez/Calvin cycle 42 13208 | 46.03 15 4 Brachypod.distachyon
33kDa oxygen evolving . .
5 2/3.90-4.20 | Azalma | CAA40670.1 . Fotosentez 8.7 34718 43.38 25 16 Triticum aestivum
protein of photosystem Il
® | 2/3.00-4.20 | Azalma | AAL30396.1 | M@ Ras-related GTP- Sinyal iletimi 6.7 25117 | 7466 | 17 11 Triticum aestivum
binding protein
7 | 2/3.90-4.20 | Azalma | AAM92707.1 Putative glycine Metabolizma 48.0 21236 | 20.39 iP) 3 Triticum aestivum
decarboxylase subunit
8 | 2/3.90-420 | Azalma| Poo22s2 | Ferredoxin chloroplastic Metabolizma 43 15276 | 34.26 9 2 Triticum aestivum
Flags Precursor
9 | 2/3.90-4.20 | Azalma | AF207545_1 | O resgg;sizz protein Stres/Soguk Stresi 46 13536 | 31.42 13 3 Triticum aestivum
Hypothetical in 21
10 | 2/3.90-4.20 | Artma |PTTG_1019170| HYPOthetical protein 216 Bilinmiyor 5.1 2854 | 1813 | 17 3 Puccinia triticina
aa-uncharacterized
Hypothetical in SN
11 | 2/3.90-4.20 | Artma | EAT76699.1 |1YPO! et'ci;gé’lte'”s 06 Bilinmiyor 49 14152 | 36.22 16 2 Phaeospha. nodorum
Ph I F Elek
12 | 3/420-450 | Azalma| S$16260 otosystem Il oxygen otosentez/Elektron 8.7 34718 | 2430 | 25 6 Triticum aestivum
evolving complex protein transportu
13 3/4.20-4.50 | Azalma | AFV31408.1 | Basic transcription factor 3 Transkripsiyon 5.4 19333 24.85 16 Triticum aestivum
14 3/4.20-4.50 | Azalma | AF491838_1 WCOR14a Stres/Soguk stresi 4.6 13536 31.42 13 4 Triticum aestivum
Cold acclimati tei
15 3/4.20-4.50 | Azalma | AAA16282.2 ° accwcasllogn protein Stres/Soguk stresi 5.4 14605 38.09 17 4 Triticum aestivum
Chloroplast targeted COR 5 i
16 | 4/4.50-4.80 | Azalma | BAC56935.1 oroplast targete Stres/Soguk stresi 4.9 14734 | 5918 | 17 16 Triticum aestivum

protein

J3|uIa10.4d UBUR|WIUR) BPJB|}BUIQ JeeS IdUIljeuesyoq '€ a8|azI)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357131924?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=CEDJN67V016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/357131924?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=2&RID=CEDJN67V016
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/16903082?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=1&RID=CEDJZJRC014

[4]

Eksp. Accesion Teorik MA Teorik | Eslesen
No Frak. no/pH ksp Protein Tanimi Gorevi S.Cover. (%) eorl. ? §e Organizma
Fark No pl (Da) peptid | peptid
17 4/4.50-4.80 | Azalma | CAI35908.1 Thioredoxin M precursor Elektron transportu 8.2 19119 45.14 18 7 Triticum durum
18 | 4/4.50-4.80 | Artma [ZP_07777294.1 Tra”“;‘:;??:r'nriig“btor Trankripsiyon 7.5 34718 5.50 26 2 Pseudom. fluorescens
19 6/5.10-5.40 | Artma | ADW41578.1 Group 3 LEA protein Stres/Soguk stresi 5.7 19738 25.92 26 5 Triticum aestivum
UCRIA_WHEAT| Cytochrome b6 f complex . .
20 | 11/6.61-6.91 | Azalma Q7X9A6.1 iron sulfur subunit Elektron transportu 8.1 23711 35.58 19 6 Triticum aestivum
21 | 11/6.61-6.91 | Artma | CAD29478.1 | Glutathione transferase F5 Savunma/Peroksidaz 5.7 23422 21.59 12 3 Triticum aestivum
F isphosph
22 | 11/6.61-6.91 | Artma | ACM78035.1 r“cms:I:c'f‘Izs:'C‘p A€ | Metabolizma/Glikoliziz 5.8 41988 | 3247 | 26 13 Triticum aestivum
23 Hypothetical protein 206 aa e .
11/6.61-6.91 | Artma |PTTG_00442T0 . Bilinmiyor 4.1 21402 18.04 11 2 Puccinia triticina
uncharacterized
24 | 11/6.61-6.91 | Artma |PGTG_22158TQ Hypothetical protein 81 aa Bilinmiyor 9.6 8753 38.75 10 3 Pucc. graminis f sp tritici
25 | 11/6.61-6.91 | Artma |PGTG_16372T0 Hypothetical protein 164 aa Bilinmiyor 9.6 18388 17.79 20 4 Pucc. graminis f sp tritici
26 | 11/6.61-6.91 | Artma | AAFea241.1 |Clveeraldenyde 3phosphate) \\ 1o karbohidrat | 7.9 25276 | 2978 | 21 5 Triticum aestivum
dehydrogenase GAPDH
27 | 11/6.61-6.91 | Artma | AAP7009.1 Cytosolic malate Metabolizma/Karbohidrat | 6.6 24331 | 3083 | 17 4 Triticum aestivum
dehydrogenase
28 | 11/6.61-6.91 | Artma | AF479036_1 | Formate dehydrogenase Metabolizma 8.5 28993 33.45 19 Triticum aestivum
29 | 11/6.61-6.91 | Artma | EGP88912.1 Hypothetical protein Bilinmiyor 6.4 42376 26.50 33 Mycospha.graminicola
30 |11/6.61-6.91 | Artma | AAC62115.1 Ma”ga;‘:;fust:’s’:rox'de Savunma/Antioksidan 7.0 24548 | 4017 | 14 6 Triticum aestivum
31 | 11/6.61-6.91 | Artma | EAT81933.1 Hypmhet'cilo'zr;;e'n SNOG Bilinmiyor 4.6 12805 | 2857 21 3 Phaeospha. nodorum
. Transkripsiyon/Negatif "
32 | 11/6.61-6.91 | Artma | AAW78582.1 Quinone reductase 2 regiilator 5.9 21735 42.36 11 6 Triticum monococcum
H thetical tein SNOG
33 | 11/6.61-6.91 | Artma | EAT79784.1 ypothe |ca12r;r:4e|n Bilinmiyor 4.3 13437 32.8 8 1 Phaeospha. nodorum
XP- DNAJ domain containing Sinyal iletimi/Molekiiler o .
34 | 11/6.61-6.91 | Artma 001937792 1 protein saperon 6.1 10513 28.12 8 2 Pyrenoph. tritici-repentis
35 | 11/6.61-6.91 | Artma |PTTG_04614TO[Hypothetical protein 175 aa- Bilinmiyor 9.1 19436 27.0 20 4 Puccinia triticina
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Eksp. Accesion Teorik MA Teorik | Eslesen
No Frak. no/pH ksp Protein Tanimi Gorevi S.Cover. (%) eorl. ? §e Organizma
Fark No pl (Da) peptid | peptid
36 | 12/6.91-7.21 | Artma |PGTG_13068T0| Polyubiquitin A 610 aa Protein metabolizmasi 7.7 68143 31.52 55 32 Pucc. graminis f sp tritici
ELP3 hist
37 |12/6.91-7.21 | Artma | EGP85370.1 stone Metabolizma 7.9 62500 7.45 52 4 Mycospha.graminicola
acetyltransferase
38 | 13/7.21-7.51 | Azalma | BAB47063.1 Cytochrome B6 Elektron transportu 9.0 24150 15.81 13 2 Triticum aestivum
XP- Chlorophyll a-b binding Brachypodium
39 | 13/7.21-7.51 | Azalma 003562323.1| protein, chloroplastic-like Fotosentez 4.6 24736 51.96 10 6 distachyon
40 | 13/7.21-7.51 | Artma [PTTG_09358TO|Hypothetical protein 133 aa Bilinmiyor 5.4 14862 22.55 16 3 Puccinia triticina
H hetical in SN Ph ha.
41 |13/7.21-7.51 | Artma | EATS2008.1 | YPOthetical protein SNOG Bilinmiyor 6.9 61807 | 17.61 | 57 7 aeospha. nodorum
10614 SN15

42 RuBisCo oxygenase large . . .

21/8.45-8.50 | Azalma | NP_114267.1 subunit Fotosentez/Calvin cycle 6.2 52817 37.52 42 25 Triticum aestivum

23kDa oxygen evolving . .
43 21/8.45-8.50 | Azalma | CAA40669.1 . Fotosentez 9.0 27252 55.03 21 12 Triticum aestivum
protein of photosystem I
44 | 21/8.45-8.50 | Azalma P12782.1 Phosphoglycerate kinase | Metabolizma/Karbohidrat 6.6 49808 20.41 44 7 Triticum aestivum
45 | 21/8.45-8.50 | Azalma | ABO70330.1 | "utative oxygen evolving Fotosentez 10.1 21126 | 4568 | 19 9 Triticum aestivum
complex precursor
ATP h F1

46 | 21/8.45-8.50 | Azalma | NP_114266.1 Sy”:uzzeni(; beta Elektron transportu 48 53823 | 39.75 | 36 13 Triticum aestivum
47 | 21/8.45-8.50 | Azalma | BAB47031.1 ATPase alpha subunit Elektron transportu 6.0 55261 19.24 34 10 Triticum aestivum
48 | 21/8.45-8.50 | Azalma | CAG25595.1 Pmat"’ij;fg? small Fotosentez/Calvin cycle 8.4 19037 | 3117 18 6 Triticum durum
49 | 21/8.45-8.50 | Artma |PTTG_00002TO|Hypothetical protein 107 aa Bilinmiyor 5.2 11478 33.01 Puccinia triticina
50 | 21/8.45-8.50 | Artma [PGTG_20129T0|Hypothetical protein 106 aa Bilinmiyor 11.5 11365 22.85 Pucc. graminis f sp tritici
51 | 21/8.45-8.50 | Artma | AF475124 1 Glutatlfilllzn;rgf;i?]ﬂdase Savunma/Peroksidaz 9.3 13226 10.08 9 1 Triticum aestivum
52 22/>8.50 Artma |PTTG_07575T0|Hypothetical protein 366 aa Bilinmiyor 11.7 40283 8.49 33 2 Puccinia triticina
53 22/>8.50 Artma |PTTG_03594T0|MAPK protein kinase 329 aa Sinyal iletimi 6.4 37502 28.65 21 3 Puccinia triticina
54 22/>8.50 Artma |PGTG_10191T0O Hypothetical protein 211 aa Bilinmiyor 9.6 23215 29.04 14 3 Pucc. graminis f sp tritici
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Eksp. Accesion Teorik MA Teorik | Eslesen
No Frak. no/pH ksp Protein Tanimi Gorevi S.Cover. (%) eorl. ? §e Organizma
Fark No pl (Da) peptid | peptid
55 22/>8.50 Artma [PGTG_16792T0 Hypothetical protein 843 aa Bilinmiyor 5.4 94045 7.36 77 6 Pucc. graminis f sp tritici
56 22/>8.50 Azalma | ABI96906.1 |Chloroplast RuBisCo activase Fotosentez 6.5 40034 15.0 30 4 Triticum aestivum
57 | 22/>850 | Artma | ACV89491.1 Dehydroasc{’;:it:) reductasel ¢\ inma/Antioksidan 5.8 23343 | 4669 | 18 8 Triticum aestivum
58 | 22/5850 | Artma | AAMsga30.1 | utative RieskeFes Elektron transportu 8.1 23711 | 33.78 19 5 Triticum aestivum
precursor protein
59 | 22/5850 | Artma [P 077756861 S8M3 54 dependent DNA Transkripsiyon 4.8 18491 | 3827 | 12 2 Pseudom. fluorescens
binding response regulator

60 XP_003853918 Hypothetical protein I Zymoseptoria tritici

22/>8.50 Artma 1 MYCGRDRAFT 70050 Bilinmiyor 10.1 14981 8.95 14 1 1PO323
61 22/>8.50 Artma | EFQ63896.1 | Isochorismatase hydrolase Saldir 5.2 16605 19.73 8 2 Pseudom. fluorescens
62 | 22/>850 | Artma | EAT88343.1 HypOthe“Cmge'” SNOG Bilinmiyor 4.6 7442 41.79 7 2 Phaeospha. nodorum
63 22/>8.50 Artma |PTTG_07784T0|Hypothetical protein 414 aa Bilinmiyor 6.2 45346 22.51 27 4 Puccinia triticina
64 22/>8.50 Artma | ACE82289.1 Glutathione transferase Savunma/Peroksidaz 6.3 24995 51.80 17 15 Triticum aestivum

h | 17
65 | 23/>850 | Azalma| CBH32512.1 Sedoheptulose Metabolizma 6.1 42067 | 43.0 29 15 Triticum aestivum
bisphosphatase
66 | 23/>850 | Artma | BAB18766.1 |  CYSteine proteinase Protein metabolizmasi/ | 5 11780 | 6448 | 10 7 Triticum aestivum
inhibitor Proteaz inhibitor
F in NADP H
67 | 23/>850 |Azalma| CAD30024.2 erredoxin Elektron transportu 8.12 38781 | 4249 | 33 15 Triticum aestivum
oxidoreductase
68 23/>8.50 Artma | CAA53626.1 Endochitinase Savunma 7.21 33580 38.75 15 10 Triticum aestivum
XP 7874 Brach j
69 | 23/5850 | Artma [\T-003578745 \jenyiate kinase Adlike | Metabolizma /Niikleik asit |  7.21 26207 | 3029 | 25 6 rachypodium
1 distachyon
Pathogenisis related - .

70 24/>8.50 Artma | CAA07473.1 Savunma 8.50 17639 37.19 12 5 Triticum aestivum

protein 11

Ja|u1a104d UBUR|WIUR) BPJDBUJQ JEES IDUIYRUBSYOQ IWEASQ uUn,i'E 98|9z1)



Yapilan analizler sonucunda inokulasyondan sonraki 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
patojenle inokiile edilen bitki dokularinda kontrole gore farkli diizeyde eksprese edilen
193 protein tanimlandi ve bu proteinlerin %30’unun patojen kaynakh oldugu belirlendi.
Tanimlanan bitkisel proteinler, rol aldiklari biyolojik olaylar gbz 6niinde bulundurularak
8 grupta (savunma, stres, sinyal iletimi, transkripsiyon, elektron transportu, fotosentez,
metabolizma, protein metabolizmasi) siniflandirldi.  Fungal proteinler ise
fonksiyonlarina gbére 9 grupta (saldiri, sinyal iletimi, transkripsiyon, transporter,
elektron transportu, metabolizma, protein metabolizmasi, yapi, bilinmeyen)

siniflandinldi (Sekil 3.18).
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Sarl pas hastalig, diinya genelinde yayillim goésteren ve bugdayda ciddi verim
kayiplarina neden olan bir hastaliktir. Bu nedenle tim dlinyada bir yandan klasik
tarimsal yontemlerle micadele surdurilirken, bir yandan da bitki ve patojene ait
genetik ve molekiler veriler ortaya konmaya galisiimaktadir. Bu yondeki ¢alismalarin
onemli bir kismini bitkinin patojene karsi gelistirdigi hicresel cevabin molekiler
dizeyde aydinlatilmasi yonilindeki genomik ve transkriptomik calismalar
olusturmaktadir [86], [107], [108], [109], [110], [111], [112], [113], [114]. Bilindigi
Uzere bir biyolojik sistemde, herhangi bir durum karsisinda ortaya konan hiicresel
cevap, sayisiz proteinin katihmi ve etkilesimi ile sekillenir. Dolayisiyla bu tir
arastirmalarda protein dizeyindeki bilgilerin ortaya konmasi, 06zellikle de bu
mekanizmalarin kritik noktalarinda gérev alan proteinlerin belirlenmesi daha somut
sonuclar ortaya koymaktadir. Bu nedenle son yillarda bitki-patojen etkilesimi gibi son
derece  karmasik olan  biyolojik  sireclerin  molekiler mekanizmalarinin
aydinlatilmasinda proteomik yaklasimlar oldukca etkin bicimde kullaniimaktadir. Ancak
literatiirde bugdayda sari pas hastaligina hassasiyet mekanizmasinin proteomik
diizeyde incelendigi arastirma sayisi yok denecek kadar azdir. Sunulan tez c¢alismasi,
Puccinia striiformis f. sp. tritici fungusunun bugdayda neden oldugu sari pas hastaligina
karsi bitkinin ortaya koydugu molekiiler cevabin ve hastalik gelisimi sirasinda hem bitki
hem de patojende meydana gelen proteom dizeyindeki degisimlerin incelendigi bir
proteomik calismadir. Bu calisma 1995 yilina kadar yaygin olarak ekimi yapilan ve
Ulkemizde bulunan sari pas patotiplerine karsi hassas, kislk, ekmeklik bugday cesidi
Seri82’de gerceklestirilmistir. Calisma sonucunda elde edilen verilerin, bitki-patojen
etkilesiminde etkin rol alan gen/gen Urinlerini ortaya koymasinin yani sira, sari pas
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hastaligina karsi miicadele de daha etkin ve hizli ¢6ziimler Gretilmesine katki saglamasi

beklenmektedir.

Tez galismasinda, patojenle inokile edilmis (enfekte) ve bos inokiilasyon yapilmis
(kontrol) bitkilerde inokulasyonu takip eden 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan yaprak
ornekleri bitki materyali olarak kullanilmistir. Bu 6rneklerden ekstrakte edilen total
protein ornekleri, PF2D sisteminde iki boyutlu ayrilarak fraksiyonlanmis ve iki boyutlu
sanal jel haritalari olusturularak her bir 6rnek igin protein profilleri elde edilmistir. Her
bir zaman diliminde enfekte ve kontrol protein profilleri karsilastirmali olarak analiz
edilmistir. Kontrole goére anlatim dizeyi farkh olan proteinler MS analizleri ile
tanimlanmistir.  Yapilan c¢alismalarin  tamami 3 tekrarh  olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Tez calismasinda 24, 48, 72 ve 96, saat 6rneklerde sirasiyla 12, 6, 36
ve 27 adet fungal protein tanimlanirken, 26, 34, 66 ve 42 adet bitkisel protein
tanimlanmistir (Cizelge 3.1, Cizelge 3.2, Cizelge 3.3, Cizelge 3.4) ve rol aldiklar biyolojik
suregler gbz onlnde tutularak temel fonksiyonel gruplar altinda siniflandirilmiglardir
(Sekil 3.18). Tablo ve grafiklerden de gozlendigi gibi 24 ve 48. saat Orneklerde
tanimlanan fungal proteinlerin sayisi patojenin bitkiyi istilasina paralel olarak 72 ve 96.
saat orneklerde artmaktadir. Ancak bu proteinlerin 6nemli bir kismini fonksiyonu
bilinmeyen hypotetical proteinler olusturmaktadir. Bunun en 6nemli nedeni, Pst
genom dizileme c¢alismasinin veri analizi kisminin halen devam etmekte olmasidir.
Dolayisiyla bu ¢alismada tanimlanan fungal proteinlerin ¢ogu bugline kadar c¢alisiimis
bakteri ve funguslara ait proteinlerle olan yiiksek homolojilerine dayanmaktadir. Son
olarak literatirde bulunan bitki-patojen iliskisine dair bilgilerden de yararlanilarak
tanimlanan proteinlerin, hastalik gelisimi sirasinda bugday-Pst etkilesimindeki islevleri
actklanmaya calisilmistir. Tezin bu kisimda tanimlanan proteinlerin  bugday-Pst

etkilesimindeki olasi islevleri, rol aldiklari fonksiyonel gruplar bazinda tartisiimistir.
Saldiri-Savunma Grubu Proteinler

Bitkiler, oldukca etkin olan kalitsal bagisikhgl sayesinde cogu patojene Kkarsi
dayaniklidir. Dolayisiyla bir bitki bir patojenle karsilastiginda son derece koordineli bir
dizi molekiiler, hiicresel ve dokuya dayali savunma bariyerleri ile patojene karsi koyar.

Bununla birlikte siirekli hayatta kalabilme miicadelesinin dogal bir sonucu olarak
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evrimlesmeye devam eden tim canlilar gibi patojen mikro-organizmalarda
gelistirdikleri stratejilerle bu bariyerleri asmanin yollarini aramaktadir. Bitki savunma
sisteminden kagmak, baskilamak veya bitkinin Urettigi antibiyotik ve antifungal
bilesikleri detoksifiye etmek gibi savunma cevaplarini etkisiz kilacak karsi reaksiyonlar

bu stratejiler arasinda en genel olanlaridir.

Bitki-patojen etkilesimindeki ilk asama ve ayni zamanda bitkinin basarili bir dayaniklilk
cevabi gelistirebilmesindeki en kritik unsur bitkinin patojeni algilamasi/tanimasidir.
Patojenin bitki tarafindan nasil tanindigi tim ayrintilariyla bilinmemekle birlikte genel
olarak elisitor ozelligi gosteren lipopolisakkaritler, kitinler, glukanlar ve flagellinler gibi
patojenle iligkili molekiler motiflerin (MAMPs, PAMP) bitki ylzeyindeki reseptorlerce
(PRR) algilanarak savunma sistemini aktive ettigi bircok calismada gosterilmistir [115].
Cogu PAMP/MAMP’lar mikroorganizma igin vazgecilmez metabolizma elemanlari
olmakla birlikte konukguya giris ve saldiri icin de gereklidirler ve bitkilerin potansiyel
patojenleri tanimalarini saglayan bir takim yapi veya motifler icermektedirler. Bu
yapilar oldukca iyi korunmustur ve bitki tarafindan tanindiginda bitkide ilk savunma
adimi olan bazal savunma sistemi (PTI)’'ni harekete gecirilir. Hiicrelerde, plazma
membrani boyunca hizl iyon akisini da iceren PTlI'de, baslica MAP kinaz aktivitesi ile
hiicre igi sinyal iletiminin aktiflestiriimesi, hizli ve yogun bicimde ROS’larin lretimi, gen
ekspresyonundaki hizli degisimler ve hiicre duvarinin giglendirilmesi reaksiyonlari
devreye girer. Hastalik yapma yetisindeki patojenler, cogu salgi proteini olan viriilens
Ozellikteki efektor (Avr) proteinleri ile PTI'yi baskilama yetenegindedir. Bitkide ise
efektodr proteinin etkisini ortadan kaldirmak Gzere her bir Avr proteinine spesifik ve bu
proteinleri taniyarak daha spesifik ve gliclii bir dayaniklilik cevabi baslatacak (ETI)
dayaniklihk (R) proteinleri evrimlesmistir. ETI olarak isimlendirilen bu bagisiklik cevabi
genellikle HR ile karakterizedir. Patojen ise ETI'yi baskilamak igin yeni efektorler
gelistirir ve boylece konukgu ile patojen arasindaki miicadele bitkide dayaniklilik veya

hastalik gelisimi seklinde sonuclanir.

Tez calismasi kapsaminda, yukarda Ozetlenen patojen ve bitkinin karsilikli saldiri ve
savunmasini takip eden olaylarda rol alan veya alabilecegi 6ngoriilen proteinler Tablo
4.1’ de sunulmustur. Buna gore 24. saat orneklerde tanimlanan patojene ait
proteinlerden ikisinin patojenin bitki hlicrelerine girisi ile iliskili olabilecegi 6ngérilmis
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ve “saldin” grubu proteinler arasinda siniflandirilmistir. Bunlardan biri ylksek oranda
Pseudomanas fluorescens’e ait Methyl-accepting chemotaxis proteins (MCPs)’e
homoloji gostermistir.  MCP’ler bakteri ve arkealarda bulunan, gesitli kimyasal
uyaranlara karsi en iyi bilinen kemotaksis reseptorleridir. Karsilasilan organizmalarin
besin gibi ¢ekici ve toksin gibi uzaklastirict molekdllerini tanir ve ekstraseliiler matrikste
bu molekillerin yogunluklarina bagh olarak bakterinin yaklasma veya uzaklasma
seklinde hareket etmesini saglar [116]. Saldiri sinifinda degerlendirilen bir diger
protein, yine Pseudomanas fluorescens’e ait Flagellar protein FliO/FliZ’e yiksek
homoloji gostermistir. FliO/FliZ proteini flagella biosentez proteini olarak da ifade
edilmektedir. Bakteriler, kemotaksis gibi hareket gerektiren durumlarda flagellalari
yardimiyla ileri-geri veya donme seklinde hareket ederler. Flagellar yapi proteinleri,
stoplazmadan ayri, yiksek seviyede korunakli salgi sistemi yoluyla hiicre ylizeyine
tasinir ve gelismekte olan flagella yapisina katilirlar. Bakterilerde flagella araciligiyla
gerceklesen hareketin bazi patojenik bakteri tirlerinin virllensligine katki sagladig
yapilan calismalarda bildirilmistir [117]. Ornegin bazi flagellin proteinleri adhezin gibi
davranip, flagellanin konukcu liganti ile direkt etkilesime girerek kolonizasyonu
kolaylastirmasinda fonksiyoneldir [118], [119]. Buna ragmen kesin patojenesis icin
mutlaka aktif hareketlilik gerekmektedir. Flagellar hareketin konukgu hiicre istilasini
arttirdigini destekleyen calismalar da mevcuttur [119], [120]. Ancak genel olarak bu
yapinin tum fonksiyonlarinin bilinmedigi séylenebilir. FliO/FliZ membran butlnleyici bir
proteindir, flagella biyosentezinde yer alir fakat molekiler fonksiyonlari tam olarak
bilinmemektedir [121]. Fungal patojenlerle yapilan c¢alismalarda daha once bu
proteinlere benzer proteine rastlanmamistir. Calismamizda tanimlanan MCP’ye
homoloji gosteren proteinin patojenin bitki ylzeyine tutunma, FliO/FliZ’e homoloji
gosteren proteinin ise hiicre icine giris yapabilecegi bir acikhk bulamak (izere Pst
sporlarindan gelisen flagellalarin sentezinden sorumlu olabilecegini ve bu nedenle

ekspresyonunun artmis olabilecegi distintlmektedir.

24. saat orneklerde kontrole gore artis yoniinde ekspresyon farki gozlenen bitkisel
proteinler arasinda ise, savunma vyanitinin iki 6nemli elemani olan superoxide
dismutases (SOD) ve Flavanone 3 hydroxylase (F3H) tanimlanmistir. Patojen

saldirilarina karsi ilk savunma vyanitlarindan biri olan oksidatif patlama yilksek
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miktarlarda reaktif oksijen tirlerinin (ROS) hizh bicimde retimi ile karakterizedir [122].
Bu siiregte, bitki hiicrelerinde, plazma membraninda bulunan NADPH oksidaz, hiicre
duvarina bagh peroksidazlar ve amin oksidazlarin aktivitesindeki artigla bol miktarda
ROS [superoksitler (072, hidroksil radikalleri (HO®) ve hidrojen peroksit (H,0,)] Uretilir.
Bitki disindaki O*ler, SOD enzimleri aracilifiyla genellikle hizli bir bicimde plazma
membranindan gecebilecek 0Ozellikte olan H,0,’ye donisturilir. H,O, hicrelerde
katalaz, askorbat peroksidaz ya da glutatyon peroksidaz enzimleri ile suya
dondstirilerek zararsiz hale getirilir. 24. Saat Orneklerde hem sitoplazmik ve
mitokondriyal hem de kloroplastik SOD’lar (Cizelge 4.1) tanimlanmistir ancak

peroksidaz ve GSH enzimleri daha sonraki zaman dilimlerinde gézlenmistir.

ROS’larin bitki savunma sisteminde birden fazla roli vardir. Birincil olarak ROS’lar
dogrudan patojen icin toksik 6zellik gosterebilmektedir. Yapilan calismalarda hiicrelere
H,O, eklenmesinin fungal patojenlerde spor gelisimini inhibe ettigi ortaya
konulmustur. Bu  g¢alsmalar  sonucunda  oksidatif patlamanin  savunma
mekanizmasindaki en dnemli etkilerinin patojenin olimine yol agmak veya gelisimini

engelleyerek yayilimini durdurmak oldugu belirlenmistir [123].

ROS’lar ayrica diger savunma cevabi olan membran kalinlasmasinda ve buna bagli
olarak bazi maddelerin birikiminde de rolleri vardir. H,0, etkisi ile patojenin bitki hiicre
duvarina tutunmasina ve duvarin patojen kaynakli enzimler ile pargalanmasina karsi
dayanikli kilmak Uzere, cesitli modifikasyonlar olmaktadir. Burada amag bitkinin ilk
transkripsiyonel savunma cevabi olusana kadar patojeni yavaslatmak ve HR sonucu
Olen bitki hiicrelerinde hapsetmektir. Oksidatif patlamanin savunma mekanizmasindaki
bir baska gorevi, savunma sinyal vyolaklarinda rol alarak bir takim genlerin
ekspresyonunu aktive etmektir. Ornegin H,0,, SA biyosentezi icin gerekli olan benzoik
asit 2-hidroksilaz (BA 2-H) enzim aktivitesini indikler. Ayrica ROS’larin hizli bigimde ve
ylksek miktarda Uretimi savunma yaniti veren hiicrelerdeki redoks dengesini 6nemli
Olclide degistirebilmektedir. Redoksla-diizenlenen memeli transkripsiyon faktorlerinde
oldugu gibi, spesifik bitki transkripsiyon faktoérlerinin aktivitesi de hicrelerin redoks
durumunun degisimiyle diizenlenmektedir. Ornegin, fungal elisitére karsi savunma
cevabi olusumu icin soya hiicrelerine dis kaynakh H,0, eklenmesi ile phenylalanine
ammonia-lyase (PAL) ve chalcone synthase (CHS) transkriptlerinde disik seviyeli
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birikim gozlenirken, GST, glutathione peroxidase ve polyubiquitin mRNA miktarlarinda

hizh artislar belirlenmistir.

Cizelge 4.1 Tanimlanan saldiri ve savunma grubu proteinler ve ekspresyon farhliklari
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Son yillarda yapilan calismalarda hastalik yapabilen patojenlerin, konaklari tarafindan
Uretilen toksik etkili bu ROS’lardan kurtulmasinin basarili bir enfeksiyon igin esas
oldugu ortaya konmustur [124]. Baklada pas fungusu Uromyces fabae ile yapilan
calismada patojenin, enfeksiyon sirasinda konakgisindan sagladigi karbohidratlari C6-
polyol mannitol’e gevirdigi ve mannitolin de ROS’larin temizlenmesinde dnemli roli
oldugu ortaya konmustur. Calismada biotrofik ve hemibiotrofik funguslarin enfeksiyon
olusturabilmesinin, bitki ile etkilesiminin ilk asamasinda ya tamamen PTlyi
baskilayarak ya da ROS’lari temizleyerek oksidatif patlamanin ve HR’in etkilerinden
korunmasina bagli oldugu sonucuna varilmistir [125]. Diger yandan patojen de bitki
gibi ROS’lardan yararlanarak yayillma ve hastalik olusturma yetenegini artirmaktadir.
Son yillarda bitki-patojen etkilesimini patojen yoniinde inceleyen ¢alismalarda ROS
olusturan NADPH oxidases (NOx) enziminin, patojenisite gelisiminde énemli role sahip
oldugu gosterilmistir ve Uretilen ROS’larin apresoryum olusumu ile dogrudan iliskili
oldugu ortaya konmustur [126], [127]. M. grisea’a ile celtikte yapilan calismada
ROS’larin temizlenmesinin [127] ve Claviceps purpurea ile delice otunda yapilan
¢alismada oldugu gibi NOx enziminin susturulmasi ile hastalik gelisiminin dnemli dlglide
engellendigi gozlenmistir [126]. Ayrica B. cinerea ile domates bitkisinde yapilan
¢alismada da, enfeksiyon sirasinda patojenden gelisen hiflerin uglarinda 02 birikiminin
oldugu buna ilave olarak da patojenin niifuz ettigi hlicrelerin etrafinda bol miktarda

H,0, Uretildigi belirlenmistir [128].

Dolayisiyla tez galismasinda 24. saat 6rneklerde tanimlanan gerek sitoplazmik, gerekse
kloroplast ve mitokondrial SOD enzimleri (Cizelge 4.1) bugday-Pst etkilesiminin erken
evresinde bol miktarda ROS Uretimi oldugunu ortaya koymaktadir. ROS’larin
kaynaginin bitki kadar patojen de olabilecegi ama her iki durumda da bitkinin kendini
korumak Uizere SOD’larin ekpresyonunu arttirdigi dasidnilmektedir.  Bu zaman
diliminde SOD’lar disinda antioksidan bir enzim olan Dehydroascorbate reductase
(DHAR) Inda ekspresyonu artmistir. 48. saat 6rneklerde SOD’larin yani sira katalaz ve
peroksidazlarin da (PRXQ, CAT, GST, PRX8) ekpresyonu artarken 72 ve 96. saat
orneklerde sadece katalaz ve peroksidazlarin varhgi dikkat cekmektedir (Cizelge 4.1).
Bu durum, Pst istilasi arttikca bitkinin patojenle basa cikmak Gzere O Gretmek yerine

hif gibi gelisen patojenik yapilarinda lretilen O?lerin toksik etkisinden korunmak tzere
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daha cok katalaz ve peroksidaz enzimlerini (PRXQ, CAT, GST, TSA, POX, APOX, GT, GST-

F5, GPX) sentezlemis olabilecegini distindirmektedir.

24. saat orneklerde tanimlanan bir diger savunma grubu protein “Phenylpropanoid
biyosentez yolagl” nin énemli enzimlerinden F3H’dir. Phenylpropanoidler bitkilerde
bircok biyotik ve abiyotik stres tarafindan uyarilan bilesiklerdir ve “phytoalexin” olarak
isimlendirilirler. Cogu antimikrobiyal veya antifungal 6zellikteki bu bilesikler arasinda
pterocarpanlar (glyceollin), isoflavanlar, prenylated isoflavonoidler (kievitone),
stilbenler, psoralenler, coumarinler, 3-deoxyanthocyanidinler, flavonollar (quercetin,
kaempferol) ve auronlar yer almaktadir. Genellikle bitkinin patojenle karsilasmasinin
ardinda gelisen erken reaksiyonlardan biridir ve enfekte bdlgelerde yogun bicimde
sentezleri artar [129]. Flavonoid yolagl phenylpropanoid biyosentezinin énemli
kollarindan biridir ve patojen saldirilari sonucu Uretilen phytoalexinlerin cogu flavonoid
yolaginda sentezlenir. F3H enzimi de flavonoid yolaginda gorev alan kritik enzimlerden
biridir.  Bitki-patojen etkilesimi konulu bircok calismada phenylpropanoid yolagi
geninin  (O-methyltransferase (OMT), chalcone synthase (CHS) ve F3H)
ekspresyonunda artis gozlenmistir [130], [131], [132]. Hassas piring cesidinde
Pyricularia oryzae fungusu ile yapilan ¢calismada bu yolaga ait PAL enziminin transkript
seviyesinde arttigi rapor edilmistir [133]. Yine muzda Mycosphaerella fijiensis fungusu
ile yapilan ¢alismada hastalik gelisimi sirasinda CHS, F3H ve isoflavone reductase-like

(IFR-like) enzim genlerinin indliklendigi gosterilmistir [134].

24. saat orneklerde elde edilen sonuglar, bugdayda, Pst saldirisina karsi yogun bir
oksidatif patlama ve antifungal phytoalexinlerin sentezinin ilk savunma cevabi olarak
ortaya ciktigini gostermektedir. Buna karsilik 48. saat orneklerde tanimlanan fungal
proteinlerden biri olan “Endoxylanase Precursor” patojenin saldirisina devam ettigini

gostermektedir.

Hastalik olusturabilen fungal patojenler, basarili bicimde bitki ylizeyine tutunup hiicre
icine giris yapmak Uzere hareket ederler. Bitki ylzeyine tutunan fungal sporlarda
cimlenme borusu biylr ve degisik yollarla konukcu hiicre icerisine giris yapar. Bu
asamada, bazi patojenler O6zellesmis yapilar aracihgi ile bitki dokusunda aciklik

olusturmaya calisirken bazi patojenler bitki dokusuna giris icin hiicre duvari parcalayici
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enzimlere (cell wall degradation enzymes-CWDE) ihtiyac duyar. Bir baska grup patojen
ise her iki yontemi de kullanir. CWDE enzimleri bitki hicre duvari igeriginin
bitlinliglinl bozarak enfeksiyon icin giris kapisi olusturur. Bu enzim grubu, arasinda
hemiseliilozu parcalayan “xylanase”, pektin polimerlerini sindiren
“exopolygalakturonase” ve “pectin methyl esterase”, seliilozda etkin “endoglucanase”
ve polisakkarit bilesiklerindeki asetil gruplarini temizleyen “polysaccharide
deacetylase”’lardan ibarettir. Bitki hiicre duvarini olusturan bilesenler genel olarak ayni
olmakla birlikte tahil hiicre duvari matrikslerinde biiyliik oranda arabinoksilanlar yer
almaktadirlar ve tahil patojenlerinin saldiri mekanizmasinda arabinoksilan pargalayici
enzimler onemli bir vyere sahiptir. Endoxylanase’lar (Endo-b-1,4-xylanases)
arabinoksilan polimerlerinin bozunmasini saglayan etkin bir enzimdir ve Fusarium
graminearum (teleomorph Gibberella zeae)’'un endoxylanaslari iyi calisilmistir [135].
Glycosyl hydrolase ailesinden olan endoxylanase, bitki hiicre duvarini pargalamadaki
etkinliginin yani sira, 6zellikle fungal patojenlerde patojeniteyi artirici roliinden dolayi
da 6nemlidir. Ayrica bitkide savunma cevabini tetikleyici elisitor gorevi yapmaktadir ve
patojen saldirisinda dogrudan etkilidir [136]. Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici ile
yapilan calismada domates bitkisinde enfeksiyon siresince farkh anlatim yapan
endoksilenaz genlerinin hastalik gelisiminde 6nemli rol oynadiklari ortaya konmustur

[137].

48. saat orneklerde tanimlanan bitkisel proteinlerden Metacaspase 4 (MCA4), Rust
resistance kinase Lr10 (LRK10), Agmatine Coumaroyl Transferase (ACT) ve Lipid
Transfer Protein (LTP) protein, savunma grubunda yer alan onemli proteinlerdir.
Bunlardan sadece MCA4’lin expresyonunda azalma gozlenirken diger savunma grubu

proteinlerin expresyonu artmistir.

Programli hiicre 6liimi, organizmanin kendi oto-kontroli ile istenmeyen veya zarar
gormus hicrelerin ortadan kaldirilmasi amaciyla gercgeklestirilen bir hicre 6limi
olayidir [138]. insan ve hayvanlarda meydana gelen programli hiicre 8limi{ apoptoz
olarak isimlendirilir ve temel proteazlar arasinda yer alan kaspaz enzimleri bu sirecte
onemli rol oynar [139], [140]. Bitkilerde programli hiicre 6limiinin en bilinen 6rnegi
HR, patojen efektorlerinin taninmasi ile bitkide uyarilan ETI’de ilk gelisen 6nemli
reaksiyonlarindan biridir. Patojenle enfekte hicrelerin yani sira komsu hicrelerde
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meydana gelen HR, bitkiyi isgal eden patojeni besin kaynagindan mahrum ederek
gelisim ve yayilimini durdurmak amagh énemli ve etkin bir savunma yanitidir. Cesitli
bitkilerde farkli patojenlerle gerceklestirilen calismalarda kaspaz sinifi sistein-
proteazlardan olan MCA4’GUn HR’la olan iliskisi ayrintili bicimde incelenmistir.
Arabidopsis’te patojen dayanikliligi ile iliskili birbirinden farkli bir ka¢ MCA
tanimlanmistir. Bu c¢alismalarda olusturulan ¢ok sayida farkh MCA mutantlarinda,
nekrotrofik fungus-Botrytis irklarina karsi hassasiyette dnemli farkliliklar gdzlenmistir
[141]. Tanimlanan MCA’dan, AtMCAYl’in pozitif dizenleyici, AtMCA2'nin ise negatif
diizenleyici olarak HR’u antagonistik bicimde kontrol ettikleri rapor edilmistir [142]. Bir
baska calisma da AtMCA4’(in hem biyotik hem de abiyotik stres kosullarinda uyarilan
HR icin pozitif araci roli oynadigl belirlenmistir [143]. Bugday-Pst etkilesiminde
MCA4’iin HR’daki rolliine dair Wang vd. tarafindan yapilan ¢alismada [88] i) TaMCA4
geni tltlne transfer edilmis ve gecici expresyonunun normal kosullarda yaprak
dokusunda dogrudan programli hiicre 6limini tesvik etmede basarisiz oldugu ancak
Pst’ye ait bir effektoriin varliginda hicre 6lumind arttigr gosterilmistir, ii) Ayrica
bugdayda VIGS (virus-induced gene silencing) yontemi ile TaMCA4 geni susturulmus ve
bu durumda bitkide avirulens Pst’ye karsi hassasiyetin arttigi, HR bolgelerinin azaldig
rapor edilmistir. Elde edilen bu iki 6nemli bulgu, bugday-Pst etkilesimi sonucu uyarilan
HR'da TaMCA4’un etkin bir rol oynadigini acikca ortaya koymaktadir. Dolayisiyla tez
calismasinda 48. Saat orneklerde tanimlanan TaMCA4’un ekspresyonunun azalmasi,
bitkinin savunmasinda ¢ok ©nemli olan HR’un beklenen etkinlikte meydana
gelmediginin bir kanitidir ve TaMCA4 ‘Un, bugdayda Pst‘ye karsi gelistirilen savunma

cevabinin 6nemli elemanlarindan biri oldugunu diisiindiirmektedir.

48. saat orneklerde ekspresyonu artan LRK10 protein, serin/treonin kinaz aktivitesine
sahip bir bitki receptor-like kinase (RLK)'dir. Hiicre ylizey reseptorlerince, cesitli
cevresel uyaranlarin algilanmasi tim organizmalarin en temel ortak ozelligidir.
Bitkilerde farkl tipte bircok (bugdayda yaklasik 20 grup) hiicre ylizey reseptori vardir
ve bunlardan biri RLK’lardir. Bakteriyel ve fungal hastalik dayanikhilgi, gelisimin
dizenlenmesi, hormon sinyallerinin algilanmasi ve yabanci madde/faktérlerin
taninmasi dahil bir c¢ok biyolojik olaya katilir ve hiicre ici sinyal iletiminin

baslatiilmasinda énemli rol oynarlar [144], [145]. Ayrica bugdayda yer alan LRK genleri
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icerisinde en ¢ok calisilan LRK10 genidir, yaprak pasi dayanikhlik lokusu (Lr10) ile gerek
genetik gerekse fiziksel baglantiya sahiptir. Ancak sari pas dayaniklihgindaki rold
hakkinda henliz net bir veri yoktur [146]. Bununla birlikte 72. Saat Orneklerde
expresyonu artan ve LRK-10 ile %83 benzerlik tasiyan ayni grup proteinlerden
“Resistance related receptor like kinase (RLK-R3)”in sari pas dayanikliiginda etkin
oldugu [147] tarafindan yapilan ¢alismada ortaya konmustur. Bu g¢alismada Suwon 11
bugday cesidi virulent ve avirulent Pst irklari ile inokiile edilmis ve ardindan 1, 3 ve 7.
ginlerde TaRLK-R1, 2 ve 3 genlerinin transkripsiyon seviyeleri belirlenmistir. Buna gore
3. ve 7. giinde hem uyumlu hem de uyumsuz etkilesimde, TaRLK-R1, 2 ve 3 genlerinin
transkripsiyon seviyelerinin arttigi ancak dayanikhlikta artis seviyesinin ¢ok daha fazla
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte dayaniklilikta 6zellikle HR sirasinda her li¢ gende
gozlenen artisin son derece anlamli oldugu da gozlenmistir. Ayrica bu genler VIGS
yontemi ile susturuldugunda elde edilen sonuglar TaRLK-R1, 2 ve 3 genlerinin bugday-

Pst etkilesimi sonucunda gelisen HR’da pozitif diizenleyici olduklarini géstermistir.

48. saat orneklerde ekspresyonu artan bir diger protein, Agmatine Coumaroyl
Transferase (ACT), bitkilerde karakterize edilen ilk “N-hydroxycinnamoyltransferase”dir
ve Hydroxycinnamic acid amide (HCAA) biyosentezinde gorev alirlar. HCAA'ler patojen
enfeksiyonuna yanitta Uretilen sekonder metabolitlerdendir ve antifungal bir bilesik
olan hordatin’in baslangic maddesidir. Bitki patojen etkilesiminde HCAA'lerde artis
gdzlenmistir. Ornegin, Erysiphe graminis f. sp. hordei ile enfekte edilmis arpa
yapraklarinda p-coumaroylagmatine (CouAgm) birikiminin indiklendigi gorilmustir
[148]. Bir baska calisma da avenanthramide’lerin Puccinia coronata f. sp. avenae’nin hif
uzantilarini baskiladigi belirtilmistir [149]. Ayrica HCAA’lar hiicre duvarinda birikme
yoluyla da bitki savunmasina katkida bulunurlar. Son vyillarda yapilan calismalarda
HCAA sentezinin, bugday ve diger tahillarda fungal enfeksiyona karsi indiikledigi ve

yapraklarda birikim yaptigi rapor edilmistir [148], [150].

Ayni 6rneklerde tanimlanan bir diger savunma grubu protein Lipid transfer potein
(LTP2)'dir. Bu proteinler, yiksek bitkilerde fazlaca bulunur (total ¢oziinebilen
proteinlerin %4’ii)) ve membranlar arasindaki fosfolipidlerin transferini saglar.
Temeldeki bu oOzelliklerinden dolayi membran biyosentezinde ve yag asitlerinin
diizenlenmesinde gorev almaktadir. Son vyillarda yapilan calismalar LTP’lerin hiicre
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duvarlarinda ve salgi yolaklarinda da yer aldigini ortaya koymustur. Bu bulgulardan yola
cikilarak, bitki LTP’lerinin asil rollerinin kiitin olusumu, embriyogenesis, fitopatojenlere
karsi savunma, simbiyosis ve degisken cevre kosullarina bitkilerin adaptasyonu oldugu
savunulmaktadir. Bazi LTP’lerin antifungal ve antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu da
belirlenmistir [151] ve PR grubu proteinler arasinda PR14 olarak siniflandiriimistir
[152]. Ayrica Phytophthora ve Pythium tlr( patojenler tarafindan salgilanan ve
bitkilerde savunma cevabini uyaran elicitin proteinlerinin, bitki LTP’leri ile yapisal
olarak benzer proteinler oldugu belirlenmistir [151]. Tez kapsaminda 48. saat
orneklerin yani sira 72 ve 96. saatlerde de LTP’nin ekspresyonunun artisi devam
etmistir. Ayrica 72. saat 6rneklerde buna ek olarak ayni gruptan “Type 1 non specific

lipid transfer protein (LTP9.7e)” ekspresyonunda da artis gozlenmistir.

24 ve 48. saat orneklerde bitki savunmasi ile iligkili olarak tanimlanan proteinler
Seri82’de Pst saldirisina karsi yogun bicimde ve ¢ok yonli bir savunma ile karsi
konmaya calisildigini ortaya koymaktadir. Bununla birlikte 72 ve 96. saat drneklerde
tanimlanan fungal “Isochorismatase hydrolase” enzimi, patojenin de bitki savunmasini
baskilamak Uzere saldirisina devam ettigini gostermektedir. Clnkid bu enzim bitki
savunma cevabinin en dnemli sinyal molekiillerinden olan SA’in Uretimini inhibe eder
ve potansiyel bir bitki savunma baskilayicisidir [153]. Bitkilerde SA biyosentezi,
fenilpropanoid ve isochorismate yolaginda (Uretilir [154]. Isochorismatase, H,0
varliginda isochorismati 2,3- dihydroxybenzoat ve piruvata cevirerek SA biyosentezini
inhibe eder. Bu enzim ailesine ait motifler 5 farkli patojenik fungusa ait salgi proteinleri
arasinda  bulunmasina ragmen patojenik olmayan filamentli funguslarda
rastlanmamistir [155]. Elde edilen sonuglar son derece agresif olan patojenik
funguslarda, isochorismatase hydrolase enzim {retiminin bitki savunmasindan
kurtulmak Gzere arttirildigl sonucunu dogurmustur. Ayrica SA lretimi inhibisyonunun
bitki savunmasinin baskilanmasindaki 6nemi farkh calismalarda da vurgulanmistir
[156]. Bu nedenle tez calismasinda tanimlanan fungal isochorismatase hydrolase
enziminin hastalik gelisiminde rol alan patojen kaynakli kritik bir enzim oldugu
dislinilmektedir. Son yillarda hastalik kontroliinde kullanilabilecek hedef enzim ve
proteinler Uzerinde yogunlasiimaktadir ve daha oOnce yapilan calismalarda da bu

enzimin uygun bir hedef olabilecegi gorisi rapor edilmistir [153].
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72 ve 96. saat orneklerde tanimlanan bitkisel proteinlerden kitinaz ve endokitinaz
enzimleri, onemli bitki savunma proteinlerindendir. Pek ¢ok bitkisel kitinaz enzimi,
endokitinaz grubuna dahildir ve fungus hiicre duvarinin %60’in1 olusturan temel yapi
elemani kitinin hidrolizini katalizler. Bitkilerde kitin sentezi olmaz, fungal saldirilar
sonucunda kitinaz enziminin ekspresyonu indiklenir. Kitinin hidrolizi sonucunda ortaya
cikan kitooligosakkaridler gibi kii¢lik kitin fragmentleri ayni zamanda bitki savunmasini
uyaran genel elisitorler arasinda yer almaktadir [157], [158]. Bu nedenle saflastiriimis
kitooligosakkaridler, bitkilerde pek g¢ok savunma cevabini uyarmak ve dayanikhhgi
artirmak Uzere kullanilan elisitor bilesikler olarak ¢alisilmistir [157], [159]. Saflastiriimis
endokitinaz enzimlerinin ise, hem in vivo hem de in vitro da, genis spektrumlu
antifungal aktivite gostererek pek ¢ok fungal patojenin gelisimini durdurdugu rapor
edilmistir [160]. Bu nedenle fungal patojenlerin gelisiminin ve yayiliminin
durdurulmasinda bitki savunmasinin temel ve en énemli elemanlari arasinda yer alan
kitinaz/endokitinazlar, PR protein grubunun 5 lyesini olusturmaktadirlar (kitinaz-PR3,
PR4 ve PR8; endokitinaz-PR11) [152]. 72 ve 96. saat orneklerde kitinaz ve
endokitinazlar disinda kontrole goére ekspresyonu artan diger PR proteinleri PR4, PR1.1,

PR1.2, PR1.3 ve PR1.4'dir.

1980 yilinda Antoniw vd. [161] tarafindan, konak bitkide sadece patojenle bulasmanin
ardindan veya benzer durumlarda eksprese olan proteinler olarak siniflandirilarak
isimlendirilen PR proteinleri, dizi benzerlikleri ile serolojik ve yapisal 6zelliklerinin yani
sira fonksiyonel 6zellikleri de goz 6ninde bulundurularak siniflandiriimiglardir [152].
Bunlar arasinda tim bitki tiirlerinde gézlenen ve ylksek oranda korunmusluk gosteren
PR1 grubu gen ailesi ¢ok sayida PR1 geni igerir. Tltlinde 16, Arabidopsis’'te 22 ve
celtikte 39, bugdayda ise 23 PR1 (PR1.1-PR1-23) geni bulunmaktadir [162]. Cok sayida
Uyesi bulunan PR1 grubu proteinlerin, hem bitkide hem de in vitro’da antifungal 6zellik
gosterdigi Niderman [163] tarafindan rapor edilmis olmakla birlikte, son yillardaki
yayinlarda fonksiyonunun tam olarak bilinmedigi belirtiimektedir [152]. Bir baska goris
ise yiksek korunmusluk gosteren molekiiler yapilari nedeniyle bu proteinlerin son
derece 6nemli bir veya birka¢c fonksiyona sahip olabilecegi seklindedir [164].
Calismamizda ayni 6rneklerde tanimlanan bir diger PR protein, PR4’dir. Bugday da

tanimlanan PR4 proteinlerinin (wheatwin1,-2, -3, -4) patojenik fungus enfeksiyonlarinin
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ardindan hizli bicimde sentezlendigi ve patojen hif gelisimini gliclii bigcimde inhibe ettigi
belirlenmistir [165], [166]. Ayrica bir baska ¢alismada bu proteinlerin gesitli patojenlere
karsi glgli antifungal aktivite gosterdigi de belirlenmistir [167]. Bununla birlikte

tutdnde tanimlanan PR4 proteini kitinaz grubu enzimlerdendir.

Bitki savunmasinin en 6nemli karakteristik elemanlari olan PR proteinleri, patojen
saldirilarinin ardindan hizla eksprese edilirler. PR proteinlerinin ekspresyon profili farkli
bitkilerde farkli patojenlere karsi degisiklik gosterir [168]. Ekspresyon artislari
genellikle dayaniklihgl temsil etmekle birlikte ¢alismamizda oldugu gibi farkh bitkilerde
hassasiyet cevabinda da gézlenmistir [169]. Ornegin, Arabidopsis’te Erysiphe graminis
fungusu ile yapilan galismada PR1.1 ve PR1.2’nin hem dayanikl hem de hassas gesitte
ekspresyonunun arttigl gozlenmis ancak hassasiyet cevabindaki artis oranin daha
disiik oldugu tespit edilmistir [170]. Bugdayda Puccinia tiriticina (yaprak pasi) ile
yapilan calismada da enfeksiyon gelisimi sirasinda PR1.2’nin ekspresyonunun arttigi
belirlenmistir [171]. Ayrica bugdayda Puccinia sitriiformis ile yapilan bir baska
calismada hassasiyet cevabinda 24 ve 48. saatlerde PR2 ile PR4’Gn transkript
seviyelerinde artis oldugu gozlenmistir [89]. Oysa erken evrede ekpresyonu artan PR1
ve PR4, literatlirde bitkinin biyotrofik bir fungusla karsilasmasinin ardindan gelistirilen
gicli  sistemik kazanilmis dayanikhligin  (SAR) o6nemli bir gostergesi olarak
tanimlanmaktadir [172]. Buna uygun olarak, TUBITAK MAM GMBE Bitki Gen
Teknolojileri Laboaratuari tarafindan sari pasa dayanikli ¢esit izgi2001’de
gerceklestirilen proteomik calismada 24. saat-erken dayanikliik cevabinda PR1 ve

PR4’(in ekspresyonundaki artis ortaya konmustur [173].
Stres Grubu Proteinler

Bitkiler dogal cevreleri icerisinde kendileri icin stres olusturabilecek cesitli stres
faktorleriyle bir aradadirlar. Bu stres faktorleri biyotik ve abiyotik olmakla birlikte,
gelisimini strdiren bitki cogunlukla her iki stres faktoriine birlikte maruz kalmaktadir.
Bu elverissiz kosullarin lstesinden gelip yasamlarini siirdirebilmek icin biyotik ve
abiyotik stres faktorlerine karsi bir cevap veya adaptasyon icin kompleks bir
mekanizma gelistirirler [174]. Bu mekanizma kapsaminda, bir patojen bitkiye

saldirdiginda bircok proteinin ekspresyonu degiserek farkli metabolik slrecler aktive
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edilir. Tez ¢alismasi kapsaminda da savunma grubu proteinlerin disinda stres ile iliskili
cok sayida “Cold responsive (COR)” veya “Late embryogenesis abundant (LEA)”
proteinler olarak isimlendirilen proteinlerin ekspresyonunda artig belirlenmistir. Bu
proteinler Cizelge 4.2’de sunulmustur. COR/LEA proteinler, bitki, alg, bakteri ve
funguslarda bulunan, glisince zengin bulyik bir hidrofilik protein ailesinin Uyeleridir
[175]. Genellikle kuraklik toleransinda eksprese olurken ¢ogu LEA grubu proteinin
ekspresyonu soguk, ozmotik stres veya eksojen ABA uygulamasi ile uyariimaktadir
[176]. Bu protein grubunun fonksiyonlarinin ne oldugu cok acik degilse de cesitli biotik
ve abiotik stres toleransinda islevsel olduklari bilinmektedir [177], [178], [179]. Ayrica
bitkide patojenlere karsi dayaniklihig! artirdigini artaya koyan calismalarda vardir [180].
Singh vd. [181], LEA proteinlerinin fonksiyonunun, yaralanma veya kurumaya karsilik
bitkinin sivi kaybini durdurmak veya en aza indirgemek oldugunu ileri sirmuslerdir.
Bazi diger kanitlar da bu proteinlerin hicrelerdeki sivi kaybindan kaynakli hiicre

yapisinin korunmasinda rol aldiklarini ortaya koymaktadir [176].

Cizelge 4.2 Tanimlanan stres grubu proteinleri ve ekspresyon farlliklari

24, Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

BiTKiSEL PROTEINLER
S 0 Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma

WCOR14c N

Cold responsive LEA RAB related
COR protein \/ \/ \/

Stress responsive protein \/

Heat Shock Protein 70

Wocorlda

212

Cold Responsive Protein COR14a

Wcor719

2|2 121212
<

Group 3 LEA Protein \/

< |2

Cold acclimation protein WCS19

< |2

Chloroplast targeted COR protein

Stres / Soguk Stresi

Cold responsive protein WCOR14

Cold acclimation protein WCOR615

2121212

Cold shock domain protein 3

Dehydrin WZY1 2 \/

Cold acclimation protein WCOR410c \/

Ozone responsive stress related \/
protein

72. saat orneklerde ekspresyon artisi gorilen Dehydrin (DHN) de bir LEA grubu

proteindir ve bitki hicresinin 6zellikle kuruma gibi cevresel stres etkisinden
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korunmasinda etkin olan bir protein olmakla birlikte bitkilerde gesitli patojenlere karsi

olusturulan cevaba katki saglamaktadir [182].

72. saatte anlatimi artan bir diger protein “Ozone responsive stress related protein”dir.
Hava kirletici 6zelligi olan ozon, etilen ve SA gibi bitki sinyal molekiilleri ile patojen ve
oksidatif savunma vyolaklarini indiklemesi agisindan fungal elisitorlerle benzerlik
gostermektedir. Ortamdaki ozon patojen saldirisina karsi bitki savunma sistemine gli¢
kazandirabildigi gibi indiklenmis dayanikhliga da yol agabilir [183]. Dolayisi ile tez
calismasinda ekspresyonu artan ozone responsive stress related protein, bitkinin pek
cok farkh savunma reaksiyonu ile patojen saldirisina direnmeye calistigini

gostermektedir.

Tanimlanan bir diger stres proteini ise 48. saat orneklerindeki “70-kD Heat shock
protein” (Hsp70)'dir ve bitkilerde cesitli biyotik ve abiyotik stres durumlarinda
ekspresyonu artar. Normal gelisimsel siirecin 6nemli elemanlari arasinda yer alirken bir
yandan da cesitli stres faktorlerinde bitkiyi koruyucu gorev yapar, o6zellikle patolojik
durumlarda son derece Oonemlidir. Kanzaki vd. [184] tltlinde yaptiklari calismada
Hsp70 ve Hsp90'in HR olusumu icin esas oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica bugday-
Pst etkilesimi hakkinda Duan vd. [185] tarafindan yapilan galismada hem dayaniklilik

hem de hassasiyet cevabinda ekspresyonunun arttigini gézlenmistir.
Sinyal iletimi Grubu Proteinler

Inokulasyonu takiben gerek bitki gerekse patojen cephesinde saldiri ve savunma
mekanizmalari basta olmak Uzere birgok fizyolojik siire¢ gerceklesmektedir. Bitki-
patojen arasindaki karsilikli etkilesim bu sirecglerde rol oynayan bir¢ok sinyal
molekllinin algilanmasi ve karsi cevabin olusumu, sinyal iletim mekanizmasi
kapsaminda gergeklesir. Tez kapsaminda, yogun bir hiicresel trafigin yasandigl bugday-
Pst etkilesiminde sinyal iletim mekanizmasiyla iliskilendirilen proteinler Cizelge 4.3’de
Ozetlenmistir. ilk 24 saat orneklerinde patojende tanimlanan sinyal iletiminden
sorumlu protein “Protein tyrosine kinase (PTK)”dir. PTK’lar hiicre disi uyaricilara ve
cevresel degisikliklere karsi hiicresel cevabi koordine eder. Bu slirecte diger
serine/threonine kinase, lipid kinase, phosphatase, phospholipase, small GTPase gibi

sinyal iletim enzimlerini de tetikleyerek hiicresel cevabin aktivasyonunu baslatir. PTK
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sinyalizasyonu gelisim esnasinda duzenli bir sekilde hiicre gevresini ve hiicre-hiicre
etkilesimlerini, doku onarimini garanti altina alir [186]. Tez ¢alismasinda 24. saat
orneklerde ekspresyonunun artmasi patojen saldirisinin baslamasi ve devamindaki
yogun bitki savunma sirecinde rol oynayacak olan diger sinyal iletimi proteinlerini

aktive etmis olabilecegini distindirmektedir.

Cizelge 4.3 Tanimlanan sinyal iletimi grubu proteinleri ve ekspresyon farhliklari

24, Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

SINYAL iLETiMi GRUBU PROTEINLER
Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma |Azalma | Artma | Azalma

Protein tyrosine kinase (PTK) \/

DNAJ domain containing protein \/

FUNGAL

MAPK protein kinase 329 aa \/

Profilin \/

Small Ran Related GTP Binding \/
Protein

2

Calmodulin (CaM)

Translationally Controlled Tumor \/
Protein

BiTKIiSEL

14 3 3 protein (TaWIN1, Bmh2)

< |2

Protein disulfide isomerase

Small Ras-related GTP-binding \/
protein

96. saat orneklerde anlatimi artan sinyal iletiminden sorumlu bir diger protein, “DNAJ
domain containing protein”dir ve molekiiler saperon Hsp40 ile yliksek homoloji
gostermektedir. DNAJ, patojenisitedeki etkinligi bilinen Hsp70 proteininin ATPaz
aktivitesini tesvik etmektedir [187]. Hsp40 grubu proteinlerin timi yiksek derecede
korunmus 70 amino asit uzunlugunda J bodlgesi (domain) icerir ve Hsp70’in N uclu
bolgesi ile interaksiyona girerek ATPaz aktivitesini arttirir [188]. DNAJ proteinin,
enfeksiyonu takiben 96. saat orneklerde ekspresyonunun artmasi, artan patojen

istilasina paralel olarak yogun protein sentezinin varligini isaret etmektedir.

96. saat orneklerde tanimlanan bir diger fungal protein “MAPK protein kinase”dir.
MAPK’lara okaryotlar basta olmak lizere hayvan, bitki ve fungus gibi organizmalarda
sikhkla rastlanmaktadir. Mitojen, osmotik stres, isi soku gibi uyaricilar karsisinda
hiicresel cevaba yol acan MAPK’lar cogalma, gen ekspresyonu, farklilasma, mitoz gibi

sureclerin dizenlenmesinde rol oynar [189]. MAPK'lari olusturan ana bilesenlerin
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fungal patojenisite icin de gerekli elementler olmasindan dolayr MAPK’'lar ayri bir
oneme sahiptir. Patojenik funguslarda sinyal iletimi asamalari farkh seviyelerdeki
hastalik siirecini kontrol eder. Ornegin Ustilago maydis’ de tanimlanan MAPK’in (ireme
ve patojenik gelisimi dizenledigi bildirilmistir [190]. MAPK’lar bazi fungal bitki
patojenlerinde de konidia ve apresoryum olusumunda ve dolayisiyla da enfeksiyon
gelisiminde rol oynar. MAPK mutantlarinda gelisen hiflerin hiicre duvarlari son derece
zayiftir [191]. Ayrica bugdayda Puccinia triticina ile yapilan calismada PtMAPK1 geninin
ekspresyonu, patojenin bitkiyi enfekte ettigi sirada ve Ozellikle de urediosporlarin

¢cimlenmesi esnasinda arttigI gozlenmistir [192].

Bitkilerde sinyal yolaklari hormonlar gibi 6zel molekillere karsi cevap veya isik, sicaklk,
biyotik/abiyotik stres gibi cesitli cevresel uyaricilara karsi aktive edilmektedir [193]. 24.
saat orneklerinde Profilin (PROF), 48. saat érneklerinde Calmodulin (CaM), Small Ran
Related GTP Binding Protein ve Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP), 72.
saat orneklerinde 14.3.3 (TAWIN) protein ve Protein disulfide isomerase (PDI), 96. saat
orneklerinde ise sadece Small Ras-related GTP-binding protein sinyal iletimindeki
proteinler olarak tespit edilmistir. Pek ¢ok bitki grubunda kalsiyum iyonu 6nemli bir
sinyal elemani olarak gérev yapmaktadir. Bitkilerdeki Ca* sinyalini algilayan bircok
reseptor tanimlanmistir. Bunlar arasinda CaM en iyi bilinenlerden biridir ve 6karyotik
organizmalar arasinda iyi korunmustur. Cok sayida izoformu bulunan CaM’larin
ekspresyonu biyotik ve abiyotik stres altindaki bitkilerde artmakta ve bu sayede isi soku
proteinleri, kinazlar ve fosfatazlar gibi hedef enzim ve proteinler aktive edilmektedir
[194]. Profilin ise, ilk olarak hus agaci anterlerinde aktinle baglantili bir protein olarak
tanimlanmis ancak sonraki yillarda bitkilerde sinyal iletiminde 6nemli rol oynadigl
ortaya konulmustur [195]. Ozellikle patojenin taninmasi ve savunma reaksiyonlarinda
etkin bir sinyal proteini olan MAPK’in dogrudan susbstrati olarak tanimlanmis ve MAPK
sinyal yolunun regulasyonunda rol aldigI rapor edilmistir. Bugday ve Puccinia striiformis
f. sp. tritici etkilesiminin incelendigi calismada [196] da hastalik gelisiminin

kisitlanmasinda PROF’in baskilanmasinin etkili olabilecegi belirtilmistir.

Calismada 48 ve 96. saat zaman dilimlerinde tanimlanan small GTP binding (G)
proteinleri bitkilerdeki sinyal iletim mekanizmasinin en 6nemli diizenleyicileridir. G
proteinleri amino asit dizilimlerindeki benzerlik ve kabul edilen fonksiyonlarina gore,
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Ras/Ras-like, Ran/TC4, Rho/Rac, Rab/Ypt ve Arf/Sar olmak Uzere bes familyada
siniflandiriimistir. Genel olarak fonksiyonlari ise sirasiyla, hiicre blyiimesinin kontroli,
cekirdek stoplazmasindaki taginim, mikro flament organizasyonu, vesikdl trafigi ve ADP
ribozilasyonudur [197], [198]. Tez ¢alismasinda tanimlanan Ran grubu G proteininin,
hicresel trafigin yogun oldugu 48. saat diliminde ekspresyonunda artis gozlenirken,
genellikle hiicre buylimesinde rol aldigi bilinen Ras grubu G proteininin ise enfeksiyon
sonucu blylime ve gelismesi git gide gerileyen bitkinin 96. saat diliminde
ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir. 48. saatte ekspresyon artisi gozlenen ve
genellikle hayvan, fungi gibi organizmalarda hiicre bliyiime dizenleyici olarak rol
oynadigl bilinen Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP)’inin bitkide de GTPaz
baglanma ylzeyleriyle ilgili olarak bliyiime diizenleyici etkisi oldugu belirtilmistir [199],
[200]. Arabidopsis bitkisinde TCTP’nin susturuldugu calismada [199] bitkinin yavas
vejetatif gelisim gosterdigi ve azalan hiicre boyutu nedeniyle yaprak blylmesinin
engelledigi rapor edilmistir. Bu baglamda tez calismasindaki ekspresyon artisinin fungal
saldiri sonucu bitki fizyolojik gelisiminde gerceklesen gerilemeye etkisi oldugu
dusltinilmektedir. Calisma kapsaminda 72. saat Orneklerde anlatimi artan diger
proteinler ise sinyal iletiminde 6nemli rol oynadigi bilinen [201] 14.3.3 protein ve
molekiler Endoplazmik retikulum (ER) saperonu olarak gorev alan PDI'dir. Bitki
savunma cevabi gibi onemli hicresel sirecleri dizenledigi bilinen bitkisel 14.3.3
proteinlerinin, arpayla vyapilan bir c¢alismada da fungal gelisim esnasinda
ekspresyonunun arttigi goridlmistir [202]. ER’de islenen proteinlerin kalite
kontroliinde kritik rol Ustlenen PDI ise ¢ogu stres durumunda sinyal cevabinin
diizenlenmesinde de gorev almaktadir. Bitkide basarili bir savunma cevabi olusturmak
icin reseptoér benzeri kinazlarin indiklenmesine yardimci olarak ER saperonlarinin
miktarinda artis gozlendigi belirlenmistir [203]. Bununla birlikte patojen saldirisina

ugramis dayanikl hatta bile PDI'nin indlklendigi rapor edilmistir [204].
Transporter Grubu Proteinler

Biyolojik stireclerde gerekli olan molekilerin hiicreler arasi tasinimi, hiicresel enerjinin
kullanihp kullanilmamasina goére aktif veya pasif tasinma seklinde gerceklesmektedir.
Hiicre zarinda yerlesmis olan bir kisim tasiyici proteinler, hiicre icerisine nelerin girip
¢iktigini dizenlemesinin yani sira, 6zellikle bazi fitopatojenik funguslarda virlilens
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faktor olarak da gorev almaktadir [81]. Ornegin ATP-binding cassette (ABC) transporter
olarak bilinen taslyici proteinin patojenisite faktorlerinin salgilanmasi veya konukgu
tarafindan uretilen savunmayla iligkili bilegiklere karsi fungusu korumasi yoluyla
hastalik gelisimine destek oldugu bilinmektedir. Bugdayda Pst gelisiminin incelendigi
calismada klonlanan Lr34/Yr18 genlerinin ABC transporter olarak goérev aldiklari ve
hastalik gelisiminde etkin rol oynadigi bildirilmistir [205]. Tez ¢calismasi kapsaminda, 24.
saat orneklerde de membran transport proteinlerden (Cizelge 4.4) ABC transporter
olarak bilinen fungal DppC proteininin, ekspresyonunda artis goézlenmistir. Bitki-
patojen etkilesiminde farkli pek cok savunma reaksiyonunun yogun olarak isledigi ilk 24
saat slirecinde DppC ekspresyonunun artisi, saldiri  amach proteinlerinin

salgilanmasinin etkin bicimde yurataldagina disindirmektedir.

Cizelge 4.4 Tanimlanan transporter grubu proteinleri ve ekspresyon farhliklari

. 24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat
TRANSPORTER GRUBU PROTEINLER
Artma | Azalma | Artma |Azalma | Artma |Azalma | Artma | Azalma
Dipeptide transport system \/
; permease protein (DppC)
© | Outer Membrane Fimbrial Usher \/
Z | Porin
=
L .
Cation Transporter \/

48. saat orneklerde ekspresyonu artan bakteriyel orijinli Outer Membrane Fimbrial
Usher Porin (FUP) proteini hicrenin genel salgi yolaginin son asamalarinda yer alan
saperon grubu bir proteindir [206], [207]. Saperonlarin, patojenesis ile iliskili ylizey
yapilarinin gelisiminde etkin oldugu bilinmektedir [208]. Yine 48. saatte ekspresyonu
artan bir diger protein olan “Cation transporter proteininin” birincil fonksiyonu hiicre
membranindan pozitif yikli iyonlarin (katyon) gecisini kolaylastirmaktadir. Bununla
birlikte cift degerli Nramp1 (murine natural resistance-associated macrophage protein-
1) geninin oksidan diizenlemesiyle ilgili yapilan calismada disik seviyedeki cation
transporter proteininin patojen gelisimini destekledigi rapor edilmistir [209]. Ornegin
demir (Fe), patojenlere karsi savunma mekanizmasi gibi bircok hicresel faaliyette
onemli bir element olmasina karsin, serbest Fe’in reaktif oksijen tirlerini Grettigi yine

ayni calismada bildirilmistir.

106




Transkripsiyon Grubu Proteinler

Bitkide, patojenle etkilesim sonrasi gergeklesen biyolojik slreglerde bir¢cok genin
aktifleserek eksprese edildigi gorilmektedir. Bu genlerinin transkripsiyonunu
promoterler, zenginlestiriciler ve baskilayicilar olarak isimlendirilen farkli diizenleyici
elemanlar etkilemektedir. Farkli DNA sekanslarindan olusan bu elemanlar, DNA’nin
belirli bir bolgesine baglanan proteinler i¢in baglanma bdlgelerini olusturmaktadir. Bu
proteinler DNA’ya, icerdikleri Heliks—Déni—Heliks, Cinko Parmagi ve L&sin Fermuari
gibi bazi ortak motifler araciligi ile baglanmaktadir [210]. Tez ¢alismasinda da bu ortak
motiflere 6zgl proteinler hem patojende hem de bitkide tanimlanmistir (Cizelge 4.5).
72. saat orneklerde tanimlanan patojene ait DNA kivrilmasinda etkin rol oynayan
transkripsiyonel protein “Integration host factor (IHF) a subunit”in ekspresyonunda
azalma gozlenirken, 96. saatte yine DNA baglanmasi ve kivrilmasi gibi sireclerde etkin
“Transcriptional regulator AraC family” ve “Sigma 54 dependent DNA binding response
regulator” proteinlerinin ekspresyonu artmistir. AraC family proteinlerin patojende
stres cevabini diizenledigi ve enfeksiyon gelistirmesinde etkin oldugu da raporlanmistir

[211].

Cizelge 4.5 Tanimlanan transkripsiyon grubu proteinleri ve ekspresyon farliliklari

TRANSKRiIPSiYON GRUBU 24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

PROTEINLER Artma | Azalma | Artma |Azalma | Artma |Azalma | Artma | Azalma

Integration host factor alpha subunit \/

Transcriptional regulator AraC
family

FUNGAL

Sigma 54 dependent DNA binding
response regulator

CCAAT-box transcription factor \/
complex WHAP8

NFXL1

< |2

MADS box transcription factor

BiTKIiSEL

BolA like protein domain containing \/
protein expressed

Basic transcription factor 3 \/

Quinone reductase 2 \/

Bitkideki transkripsiyonel proteinler de ¢ogunlukla 72 ve 96. saatlerde tanimlanmistir.

72. saat orneklerde anlatimi artan proteinlerden ilki NFXL1'dir. Cinko parmagi motifli

transkripsiyon faktori grubuna giren NFXL1 protistalardan bitkilere kadar genis bir
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organizma grubunda goézlenmektedir [212]. Ozellikle Arabidopsis’de fonksiyonlarinin
calisildigi NFXL proteinleri (NFXL1 ve NFXL2), mildiyo enfeksiyonunda da pozitif
ozmotik stres dizenleyici olarak tanimlanmistir [213]. Ayrica bitkilerde ROS (retimini
tetikledigi ve abiyotik stres cevabina olanak saglamak igin biyotik stres cevabini
baskiladig rapor edilmistir [212]. Bitkinin patojene karsi savunma cevabinin nisbeten
azalip metabolik sireclerle iliskili proteinlerin anlatiminin arttigi 72. saat diliminde
NFXL1 proteinin ekspresyonunun artmasi da benzer bir fonksiyon Ustlendigini

dislindirmektedir.

Tanimlanan proteinler igerisinde sinyal iletiminde 6nemli rol oynadigi da bilinen
“MADS box transcription factor”in hiicre blylime ve c¢ogalmasiyla iliskili cesitli
genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde etkin kofaktorlerle etkilesime girerek bitki
gelisiminin kontroliine katki sagladigi belirtilmistir [214]. Bugday bitkisinde yapilan
¢alismalarda WAP1, WPI1, WPI2, WAP3, WAG ve TaMADS1gibi MADS box
transkripsiyon faktorleri tanimlanmasina ragmen [215] patojenle etkilesiminde

ekspresyonunda degisimin meydana geldigi calismalara rastlanmamistir.

Tanimlanan bir diger protein “BolA like protein domain”dir ve bitkilerdeki fonksiyonlari
tam olarak bilinmemektir. Bununla birlikte bitkide stres cevabinda ekspresyonunun
incelendigi calismalar mevcuttur [216]. 96. Saatte ekspresyonunda azalma meydana
gelen “Basic transcription factor 3 (Btf3)”Gn HR iliskili genlerin ekspresyonunun
transkripsiyonel diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Biberde Btf3 transkripsiyon
faktorinin susturuldugu calismada [217] dayanikh cesitte titlin mozaik virlisi
karsisinda HR olusumuna yol acgtigi bildirilmistir. Enfeksiyonun ilerleyen asamalarinda
(96.saat) yasamsal faaliyetlerini stirdiirmeye calisan bitkide savunmayla iliskili genlerin

transkripsiyonunu azaltmis olabilecegi dislinilmektedir.
Metabolizma Grubu Proteinler

Tanimlanan proteinler incelendiginde c¢ok sayida proteinin metabolizma
reaksiyonlarinda gorevli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6). Metabolizma grubu
proteinler fungal proteinlerde %4-%34 arasinda degisirken bugdaya ait proteinlerde
%9-%21 arasindadir (Sekil 3.17). Fungal metabolizma grubu proteinler arasinda agirhkli

olarak karbohidrat metabolizmasinda rol alan enzimler (Glycoside hydrolase,
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Transaldolase,

Malate dehidrogenase) tanimlanmistir.

Digerleri

ise

isoprenoid

biyosentezi, nukleik asit, nitrat ve karbon metabolizmasinin rol alan proteinlerden

olusmaktadir. Bitkisel metabolizma grubu proteinler arasinda da benzer bicimde

karbohidrat metabolizmasinda rol alan proteinler (Fructose bisphosphate aldolase,

sedoheptulose 1 7 bisphosphatase, cytosolic malate dehydrogenase, Bp2A protein,

Cp31bhv, phosphoribulokinase, phosphoglycerate kinase, cytosolic glyceraldehyde 3

phosphate dehydrogenase, S adenosyl methionine synthetase) cogunluktadir.

Cizelge 4.6 Tanimlanan metabolizma grubu proteinleri ve ekspresyon farliliklari

METABOLiZMA GRUBU PROTEINLER

24. Saat

48. Saat

72. Saat

96. Saat

Artma

Azalma

Artma | Azalma

Artma

Azalma

Artma | Azalma

FUNGAL

Geranylgeranyl diphosphate
synthase 3

\/

Recombinase A

Oxaloacetate decarboxylase alpha
subunit

NapB

\/
\/
\/

Pyrroloquinoline Quinone Synthase
Partial Uncultured

Carbonic Anhydrase

Glycoside hydrolase 15 like protein

RNA binding zinc finger protein
RanBP2 type

Transaldolase

TRIOSEphosphate isomerase

Malate dehydrogenase

Monomeric glyoxalase |

2|22 12| 2 [<2]

ELP3 histone acetyltransferase

BiTKIiSEL

Putative glycine decarboxylase
subunit

Phosphoribulokinase

Phosphoglycerate kinase

2|2

Putative glyoxalase |

S adenosyl methionine synthetase 2

Cytosolic glyceraldehyde 3
phosphate dehydrogenase

Single stranded nucleic acid binding
protein

< | 2 ||

Glycine rich RNA binding protein

Cp31bhv

Peptidylprolyl Isomerase

212

RNA Binding Ras GAP SH3 Binding

Protein

Geranylgeranyl Hydrogenase

109




Glyceraldehyde 3 Phosphate \/ \/
Dehydrogenase

Bp2A protein

2|2

Fructose bisphosphate aldolase

Cytosolic malate dehydrogenase

<2212

Formate dehydrogenase partial

Sedoheptulose 1 7 bisphosphatase \/

Adenylate kinase A-like \/

Biyotrofik patojenler, gelismek ve ¢ogalmak igin konaklarinin canl olmasina ve bu
organizmalardan saglayacaklari besin ve kimyasallara ihtiyac duyarlar. Bu besin
maddeleri icinde karbohidratlarin ayri bir 6énemi vardir ve bu nedenle patojen
saldirisinin ardindan bitki de gesitli metabolik degisimler olmakla birlikte karbohidrat
metabolizmasindaki degisimler ¢ok daha belirgindir. Karbohidratlar patojenisite igin
oldugu kadar bitki savunmasi icinde 6nemlidir. Sukroz ve sukrozun yikilma Grlinleri
olan glukoz ve fruktoz yiiksek bitkilerde hem metabolizma hem de ¢esitli uyaranlarin
algilanmasinda temel sinyal molekilleri olarak goérev yapar. Bu molekillerin hizli
dolagimi bitki-patojen etkilesiminin dayanikliik mi yoksa enfeksiyon gelisimi mi
seklinde sonuglanacagini énemli élciide etkiler [218]. Ozellikle, savunma siirecinde
hedef hiicrelerdeki karbon akisinin sukrozdan heksoza dogru yeniden programlanmasi
¢ok onemli olabilmektedir. Bu nedenle bitki-patojen etkilesiminde karbohidrat
metabolizmasindaki degisimlerin etkilerini inceleyen cesitli calismalar yapilmistir ancak
bu degisimlerin dayanikliik veya enfeksiyon gelisimindeki biylik etkileri net olarak
anlasilamamistir. Dayaniklilik/enfeksiyon gelisimi ile karbohidrat durumu arasindaki
karstlikli iliskinin karmasikhgini etkileyen cesitli faktorler vardir. Bunlardan ilki, daha
oncede bahsedildigi gibi karbohidrat durumu bitkinin genel metabolizmasini etkiledigi
kadar savunma yanitini da etkiler. ikincisi, sekerler hem bitki hem de patojen igin
sadece besin kaynagl degil ayni zamanda sinyal molekilleridir. Bu nedenle
karbohidratlarin metabolize edilme dlzeylerindeki degisim, patojen genlerinin
ekspresyonunu ve patojenin vyayilisini etkileyebilmektedir. Uciincii faktér, mevcut
patojenler invertaz, fruktoeksohidrolaz ve levansukraz gibi ekstrasellller siikroz yikim
enzimlerine sahiptir. Patojen, bu enzimlerin ekspresyonu ile apoplasttaki slikroz ve
heksoz seviyelerini degistirirerek patojenitesini arttirabilmektedir [219]. Dolayisiyla tez
calismasinda, bitki-patojen etkilesiminde hem bitki hem de patojen acisindan énemli

oldugu ve gelisecek cevabin seyrine 6nemli Olclide etki ettigi ongoriilen karbohidrat
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metabolizmasina dair ¢ok sayida proteinin tanimlanmasi bu o6ngurileri destekler

niteliktedir.
Enerji Metabolizmasi Grubu Proteinler

Enerji metabolizmasi kapsaminda tanimlanan proteinlere bakildiginda (Cizelge 4.7)
patojen inokulasyonu sonrasinda bitkide gerceklesen savunma mekanizmasi boyunca
bitkinin normal kosullarda fotosentez gibi yasamsal faaliyetlerinde 6nem tasiyan
mekanizmalarda kullandig1 enerjiyi yogun bir sekilde patojen saldirisini baskilamak icin
sarfettigi gozlenmistir. Patojen saldirisi sonucunda bitki fotosentezinin azaldigi
literatlirdeki c¢alismalarda da raporlanmistir [220], [221], [222]. Patojen saldiri ve
istilasinin iyice arttig1 72. saat zaman dilimine gelindigi ise enerji metabolizmasi ile ilgili
protein ekspresyonlarindaki artis ve azalislarin, bitki metabolizmasinda patojen igin

kullanimina yonelik yeni diizenleme oldugu seklinde yorumlanabilir.

Cizelge 4.7 Tanimlanan enerji metabolizmasi grubu proteinler ve ekspresyon farlliklari

24, Saat

ENERJi GRUBU PROTEINLER | 48. Saat | 72. Saat | %6. Saat

Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma

Cytochrome oxidase subunit | \/

FUNGAL

Ferredoxin NADP H Oxidoreductase \/ \/ \/ \/

Ferredoxin nitrite reductase \/
precursor

Ferredoxin chloroplastic Flags \/
Precursor

Cytochrome c oxidase subunit

ATP synthase CF1 epsilon subunit

21212

Cytochrome f

Thioredoxin M \/ \/

Plasma membrane ATPase - Proton \/
pump

Cytochrome b6 f complex iron sulfur \/
subunit

Cytochrome B6

ATP synthase CF1 beta subunit

L1212 2

ATPase alpha subunit

Putative Rieske Fe S precursor \/
protein

RuBisCo activase B

BiTKIiSEL (Elektron Transportu+ Fotosentez)

2|2

RuBisCo oxygenase large subunit

Photosystem Il oxygen evolving
complex protein \/ \/ \/ \/
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23kDa oxygen evolving protein of
photosystem \/ \/ \/

<

Chloroplast RuBisCo activase \/

Putative Oxygen Evolving Complex
Precursor \/ \/ \/

Photosystem | 9kda Protein \/

< |2
<

Calvin cycle protein CP12-like

Oxygen evolving enhancer protein 1 \/
chloroplastic Short OEE1

33kDa oxygen evolving protein of \/ \/
photosystem Il

Oxygen evolving complex precursor \/ \/

Photosystem Il polypeptide

Oxygen evolving enhancer protein 2

2|22

Photosystem | 8 kDa subunit

Photosystem | subunit C

< |2

Photosystem | subunit VII

Chlorophyll a-b binding protein, \/
chloroplastic-like

Putative RuBisCo small subunit \/

Patojen saldirisi bitki savunma mekanizmasinin yani sira primer ve sekonder
metabolizmalarda da degisikliklere yol acar [219]. Biyotrofik oOzellikteki patojenin,
enfeksiyonu sonrasi primer metabolizmadaki degisimler ¢ogunlukla enfekteli doku
icerisinde gerceklesse de patojen istilasi arttikca bunlarin beslenebilmesi icin metabolik
degisimler enfekteli olmayan dokular yoniinde de ilerlemektedir. Bununla birlikte
enfekteli dokular icerisinde hentliz patojen saldirisina maruz kalmamis ve fotosenteze
devam eden hatta enfekteli dokulardaki fotosentez kaybini dengelemek icin daha fazla
fotosentez gerceklestiren dokular yer almaktadir [223]. Bu nedenle 72. ve 96. Saat

orneklerde bazi fotosentetik proteinlerin ekpresyonunda artislar gézlenmis.

Bitkide fotosentez sirasinda gercgeklesen c¢ok sayida reaksiyon fotosentetik elektron
transferi ve karbon fiksasyonu reaksiyonlari olarak iki biylk kategoride
incelenmektedir [224]. Tez calismasinda tanimlanan fotosentez proteinleri de bu iki
kategori altinda degerlendirilmistir. Isik reaksiyonlari olarak da bilinen fotosentetik
elektron transferi kapsaminda ¢ok sayida tanimlanan ve elektron tastyici olarak goérev
alan ferrodoksinler, sitokrom a,b,c ve demir-siilfir proteinleri gibi proteinlerin
ekspresyonlarindaki degisim enfeksiyona ugramis ve henliz ugramamis dokularda
gerceklesen yogun fotosentez reaksiyonlarina isaret etmektedir. Tanimlanan proteinler
icerisindeki NADP-malat dehidrojenazi aktiflestirdigi bilinen [225] Thioredoxin M’nin 72
ve 96. saat zaman dilimlerinde ekspresyonunda artis gozlenmistir ve tim zaman
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dilimlerinde rastlanan ferrodoksin proteinleri ile birlikte islev gorerek kloroplastlardaki
fotosentezi dlizenledigi yapilan ¢alismada belirtilmistir.  Bununla  birlikte
thioredoxin’lerin  bitki antioksidan savunma mekanizmasinda rol aldigi da
distnidlmektedir [226]. Uyarilmis klorofil molekilleri tarafindan yakalanan isik
enerjisini kullanarak kimyasal enerjiye katalizyen fotosistem iliskili proteinlerin de
ekspresyonlarinda degisimlere rastlaniimistir. Fotosistem | ve Il gibi fotokimyasal
reaksiyon merkezlerinde rol alan bircok proteinin cesitli biyotik ve abiyotik stres
kosullarinda ekspresyonlarinin degisimi yapilan bircok calismada raporlanmistir [219],
[227], [228]. Patojen kendi yasamsal ihtiyaglarini karsilayabilmek igin bitki karbohidrat

metabolizmasini ele gegirmeye ¢alistigini diisiindiirmektedir.
Protein Metabolizmasi Grubu Proteinler

Bitki-patojen etkilesimi suresince protein diizeyinde gerceklesen bir¢ok degisim tez
calismasinda protein metabolizmasi ile iliskili tanimlanan proteinlerin (Cizelge 4.8)
ekspresyonlariyla da kendini géstermistir. Bu baglamda 6zellikle proteinlerin yikiminda
aktif rol alan proteazlar ve proteazlarin kontroliinde rol alan proteaz inhibitorleri dikkat
cekmektedir. Bitkide protein metabolizmasinin yogun olarak isledigi, hem patojen
saldirisin yogun bicimde sitrdlirtldigii ve hem de bu saldiri ve istila nedeniyle yasamsal
faaliyetlerde meydana gelen degisimler sonucunda 72. saat zaman diliminde anlatimi
artan proteinlerden en dikkat c¢ekeni “Clp proteas”dir. Bu protein, onemli
fonksiyonlarinin yani sira molekiler saperon aktivitesi de gosterdigi bilinen ATPazin
diizenlenmesinde etkin alan bir proteazdir [229]. Yine bircok calismada [230], [231],
[232], [233] biyotik veya abiyotik stres kosullarinda ekspresyonlarina rastlanan ve
proteinaz inhibitdr olarak gorev alan wali3, wali5, Cysteine proteinase inhibitér ve
Cystatin WC1 proteinlerinin de ekspresyonlarinda artis meydana geldigi goriGlmdastdr.
Proteaz inhibitorlerinin bitkide patojen saldirisina cevap surecinde indiiklendigine daha
onceki calismalarda da rastlanilimistir [230]. Protein biyosentezinin o6nemli
asamalarindan translasyon esnasinda polipeptit zincirlerinin uzamasinda aktif rol alan

“Elongation factor 1 alpha” ninda ekspresyonunda artis goriilmustir.
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Cizelge 4.8 Tanimlanan protein metabolizmasi grubu proteinler ve ekspresyon
farhhiklari

PROTEIN METABOLIZMASI 24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

GRUBU PROTEINLER Artma | Azalma | Artma |Azalma | Artma |Azalma | Artma | Azalma

Elongation factor 1 alpha \/

FUNGAL

Polyubiquitin A 610 aa \/

Putative proteinase inhibitor related \/
protein

Triticain Alpha \/

Cysteine proteinase inhibitor

Cystatin WC 1

Wali3

BiTKIiSEL

Wali5

ATP dependent Clp protease
proteolytic subunit

2 |22 <2

Yapi Grubu Proteinler

Tez calismasinda fungal organizmaya ait yapisal proteinler olarak tanimlanan
proteinlerin (Cizelge 4.9) hepsinde ekspresyon artisi gozlenmistir. Hlcresel iskeletin
yapisina katilan aktin proteinlerinin patojen saldirisinin gerceklestigi ilk saatler ve bitki
savunma cevabinin hiicresel boyutta tolere edilmeye c¢ahlsildig ileriki zaman
dilimlerinde yogun sekilde islevsel oldugu bu ekspresyon artislarindan da
anlasilmaktadir. Hicreye mekanik destek saglamasi, olusumuna katildigi yapilar
sayesinde hareketine olanak saglamasi, hilicre bdélinmesine katki saglamasi gibi
fonksiyonlari bilinen aktin proteinlerinin patojenin virllensliginde de etkili oldugu

yapilan ¢alismalarda da bildirilmistir [234], [235].

Cizelge 4.9 Tanimlanan yapi grubu proteinler ve ekspresyon farhliklari

. 24, Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat
YAPI GRUBU PROTEINLER
Artma | Azalma | Artma |Azalma | Artma |Azalma | Artma | Azalma

Actin \/
;:‘ Dethiobiotin Synthetase \/
9 | Actin 376 aa N
E Beta tubulin \/

Gamma actin \/
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Bilinmeyen Proteinler

Calisma sonunda patojene ait tanimlanan fungal proteinlerin %70’i, mevcut veri
tabanlarinda bulunan tanimlanmis herhangi bir protein ile homoloji géstermeyen
proteinlerdir ve hypothetical olarak ifade edilmektedirler. Hem Pst genom projesinin
veri analizi kisminin da tamamlanmasiyla hem de yeni ¢alismalarla mevcut protein veri
bankalarinin zenginlestiriimesi ile tanimlanamayan bu gibi proteinlerin anlam
kazanacagl disunilmektedir. Bu takdirde su anda degerlendirilemeyen ve 0Ozellikle
patojen istilasinin yogunlastigl 72 ve 96. saat orneklerde bulunan, bu nedenle de
hastalik gelisiminde 6énemli olduklari distnilen proteinlerin tanimlanmasi mimkiin

olabilecektir.
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Sonug olarak, tez ¢aligmasinda tanimlanan proteinlere bakildiginda;

Patojenin dncelikle bitki hiicrelerine giris ve istila yoniinde yogun ¢aba gosterirken bir
yandan da sirekli olarak bitki savunmasina karsi koymak ya da baskilamak seklinde
saldirisina devam ettigini gostermektedir. Buna karsilik bitkinin de antifungal
proteinler, toksinler, ROS’lar ve PR proteinleri gibi bilinen birgok savunma yaniti ile
patojeni 6ldirme, bliyiime ve gelisimini durdurmaya yonelik savunma yaptigini ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte ilk 24 ve 48. saat orneklerde tanimlanan proteinler
arasinda agirhkli olarak hem fungal saldiri ve hem de bitki savunma grubu proteinler
bulunurken daha sonraki zaman dilimlerinde ise ekspresyon degisimleri diger grup
proteinlerde daha fazla gézlenmistir. Bu nedenle bugday-Pst etkilesimindeki en yogun
ve kritik saatlerin ilk 48 saat oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica, elde edilen sonuglar,
daha once dayanikli cesitte yapilan calisma [25] ile kiyaslandiginda, bugday-
Pst etkilesiminde bitki yanitinin hastalik mi yoksa dayanikhlik seklinde mi gelisecegi

knusunda belirleyici slirecin HR oldugunu dislindirmektedir.

Son yillardaki teknolojik gelismeler sayesinde proteomik yaklasimlar, 6zellikle bitkilerde
son derece karmasik olan biyotik/abiyotik stres yanitinda islevsel gen/gen Urlnlerinin
belirlenmesinde daha somut veriler ortaya koymasi acisindan tercih edilen bir
arastirma alani olmustur. Sunulan tez calismasi, literatirde karsilastigimiz bugdayda
sarl pas hastaligina karsi bitkinin hassasiyet cevabinin incelendigi en kapsamli
proteomik ¢alismadir ve elde edilen sonuclar agisindan da son derece 6zglin bulgular
icermektedir. Bu sonuglar, bugiine kadar ayni amacla yapilmis olan pek ¢cok genomik ve
transkriptomik calismayr tamamlayici niteliktedir. Bunun yani sira mevcut verilerle
birlikte bitki-patojen etkilesimindeki molekiler mekanizmalarin daha anlasilir olmasina
onemli katkilar saglayabilecektir. Dolayisiyla c¢alismamizdan elde edilen verilerin
hastaligin kontroli igin daha etkin miicadele yontemlerinin gelistiriimesine de katki

saglayacagi disinlilmektedir.
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