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Gunumuzde ticari olarak dretimi yapilan tim domates cesitleri Alternaria solani
hastalik etmenine karsi hassastir. Dunyada ve Turkiye’de domateste minimum %10
urin kaybina neden olmaktadir. Gerek klasik gerekse biyoteknolojik ydntemlerle
dayanikli cesitler gelistirilmeye calisgilmaktadir. Fakat hastalik etmenin kompleks
yapisindan dolay: istenen dayanikli domates cesitleri ortaya c¢ikaridlamamistir. Erken
yaniklik hastaliginin kontroli i¢in konukgu dist dayaniklilik alternatif bir ¢6zim
olmustur. S6z konusu bu dayanikhiligi ortaya c¢ikarabilmek igin, Solanacae
familyasindaki bitkilerde hastalik olusturan Alternaria solani’nin, konukcusu olmayan
Brassicae familyasindan bir bitki olan Arabidopsis thaliana’yr c¢alismalarimizda
kullanmak Uzere secilmistir. Arabidopsis thaliana’nin bir model bitki olarak bu
caligmada secilme nedeni, genetik calismalarda kolaylik saglamas: ve cok sayida
mutantmin bulunmasidir Calismada A.solani’nin 3 (6, 5 ve 2) izolatina kars1 A.
thaliana’nin 2 ekotip ( Col-0, Ler,) ve 2 mutanti (pad4-2, nprl) kullanilmistir. Hastalik
etmenine kars1 konukgu dis1 dayaniklilik mikroskop ve molekiler calismalarla ortaya
konulmustur. Calismada A. solani sporlarinin ¢imlenme sayis1 ve penetre olabilme
yetenekleri incelenmistir. Calismada A. thaliana mutantlarmin hastaliga daha hassas
oldugu gorulmustir. Molekuler analizler A. thaliana ekotipleri ve mutantlar: arasindaki
polimorfik farklilig: ortaya koymustur. Dayaniklilik lokuslarmin veya onlarin sinyal
yolu Gzerinde yapilan mutasyonlar A. thaliana bitkisini hastalik etmenine daha hassas
hale getirmistir. Molekiller uygulamalarda, A.solani ile inokule edilen A.thaliana
ekotiplerinin ve mutantlarinin dayanikliligi saglamasindaki farkliliklar1 incelenmistir.
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Today all economic tomato cultivars are susceptible to Alternaria solani. The fungal
agent caused at least %10 crop loss in Turkey and Worldwide. Resistance tomato
cultivars have been attemting to produce by classical breeding and biotechnological
technics. However, either complex structure of fungal disease or lack of resistance
sources, any resistant tomato cultivar has not been investigated yet. Hence, non host
resistance has been thought as an alternative resistance source to be able to early blight
disease. To investigate non host resistance, Alternaria solani that causes disease on
Solanacea plant was inoculated non host A. thaliana plant that is a member of
Brassicae family. The A. thaliana is a model plant, easy to apply genetic applications
and has many mutants to use our purposes. In our study, there isolates of A. solani was
inoculated on to 2 ecotypes and 2 mutants of Arabidopsis thaliana. The germination
and penetration rates of of A. solani spores were investigated. The Arabidopsis thaliana
mutants were more susceptible than ecotypes. Molecular analysis revealed that there
were polymorphic differences between A. thaliana ecotypes and mutants. Mutation
either on resistance loci or their signalling patway cause more susceptibilty to early
blight disease.
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1. GIRIS

Bir model bitki olan Arabidopsis thaliana lahanagiller (Brassicaceae)
familyasindandir. Arabidopsis thaliana ekonomik yonden énemli bir bitki olmamasina
ragmen, 40 yildir fizyolojik, biyokimya ve genetik caligmalarda model bitki olarak
kullanilmaktadir. Arabidopsis thaliana yasam dongulsi boyunca kolayca geliserek ¢zel
iklimsel isteklerinin olmamasi ve ayrica az miktarda mineral istegi, cok sayida tohum
uretmesi, hucrelerindeki tekrarlanan DNA miktarmin toplam DNA’ya olan azlhg;,
mutant bireylerinin varhig: ve bu organizmanin gen aktarim caligmalarina uygunlugu
gibi faktorler nedeniyle molekller calismalar igin model bitki olarak secilmistir
(Anonim,1998). Ayrica Arabidopsis thaliana bitkisinin belirtilen bir¢cok 6zellik yaninda
genetik transformasyonu amacli ¢calismalara uygunlugu, DNA polimorfizminin yiksek
olmasi gibi baska bircok Ozellikler bakimindan gen izolasyonunda ve diger genom
caligmalarinda kullanilmasi agisindan mikemmel bir bitki olup laboratuvarda ¢alismak
icin cok caziptir (Dangl ve Jonathan.,2001). Bitkilere 6rnek olusturan Arabidopsis’in
genom dizi analizi 2000 yilinin sonlarinda tamamlanmustir. Arabidopsis thaliana diinya
uzerinde genom sekansi tamamlanan ilk bitkidir. Gelecek on yildaki hedef bu bitkideki
25 bin genin her birinin fonksiyonunun ne oldugunun molekiler diizeyde anlagilmasidir.
Arabidopsis thaliana kiigcuk genom (130 Mbp) yapisina sahip bir bitkidir. Misir yaklasik
olarak 2400 Mbp olup Arabidopsis genomlarindan 19 defa buyuktir. Yine bugday
genomlar: ise yaklasik olarak 16000 Mbp olup Arabidopsis genomlarindan 123 defa
bliytiktir. Insan genomlar: ise Arabidopsis genomlarindan 5 defa blyiktir (Anonim,
2007).

Arabidopsis thaliana hem genetik hem de molekiler analizler i¢in uygun olup bitki
patojen interaksiyonun incelenmesi agisindan 150 den fazla yabani izolat: bulunmasi ve
bu yabani izolatlarmin fenotipik analizleri i¢in uygun bir model bitki olarak
bilinmektedir. Hizl1 generasyon zamani ve kicik genom yapist gibi 6zellikler yaninda
bitkinin boyunun kiicik olmas: ve genlerin kolayca teshis edilebilmesi agisindan

genetik haritalarin kullaniminda kolaylik saglar.



Dayaniklilik genlerinin veya onun komponentinin olusturdugu Urunlerin inaktive
edilmesiyle olusturulan mutantlar genellikle hastalik etmenlerine karsi daha hassas
olmaktadir. Dogal ekotiplerde ise bu genler aktif olup konukgusu olmayan patojenle
inokule edildiginde bu genler veya onlarin drunleri aktif oldugu igin hastalik
gOrilmemektedir. Fakat mutant bitkilerde bu drtnler bulunmadigindan fenotipik ve
genotipik olarak farklar ortaya c¢ikmaktadir. Arabidopsis ekotiplerinden klonlanan
dayaniklilik genleri veya onlarin kontrol ettigi mekanizmalar Gzerinde mutasyonlar
olusturulmus ve dayanmklilik mekanizmasini etkileyen genler ortaya konulmustur
(Parker ., 1996; Falk ve ark., 1999; Parker ve ark., 2000).

Dogadan toplanan Arabidopsis ekotipleri ile bu ekotiplerin sahip oldugu gen veya
genlerin  kontroli altinda olan kimyasal reaksiyonlar (zerinde mutasyonlar
olusturulmustur. Bu mutant bitkiler ile orijinal ekotiplerdeki yapilar molekiler ve
mikroskobik olarak incelendiginde A. thaliana bitkisinde konukgusu olmayan A.

solani’ye kars1 nasil bir savunma mekanizmasi ortaya koydugu anlasilabilir.

Dinyada toplam domates dretimi 2005 yilinda 124.748.292 ton (t) olup, Tirkiye
9.700.000 t domates Gretimi ile diinya domates tretiminde tctnci sirada yer almaktadir
(Anonim, 2005). Diinyada ve Turkiye’de domateste minimum %20 Uriin kaybina neden
olan hastalik etmeni Alternaria solani, Solanacea familyasindaki bitkileri hastalandiran
fakiltatif saprofitik bir fungustur. Hastahk etmeni fungus yapraklarda dizensiz
kahverengi-siyah lekeler olarak baslar, ilerleyen dénemlerde yaprak ve goévdelerde
cOkik seklinde kahverengi 6lu dokular ve bunlarin gevresinde hastalik etmeninin
toksinlerinin olusturdugu sar1 bolgeler seklinde goralir (Agrios, 1988). Bitki
yapraklarinda i¢ ice ge¢cmis nekrotik alanlarin yanikliga benzer goérinim almasindan
dolay: hastaliga erken yaniklilik denilmektedir. Bu nekrotik alanlar bitkilerin deforme
olarak Uriin miktarmin dusmesine, meyve kalitesinin yok olmasina neden olmaktadir
(Agrios, 1988, Zhang ve ark., 2003). Hastaliktan dolay: biiylik oranlarda rtn kayiplar:
olusmaktadir. OIi bitki dokularmi kullanan (netrotrofik) fungal hastahk etmeni
Alternaria solani basta domates ve patates gibi solanaceae familyas: bitkileri olmak
uzere sebzeleri (fasulye), sus bitkilerini (karanfil) ve meyve tirlerini (elma, portakal)
hastalandirmaktadir (Agrios, 1988).



Gunumuzde Gretimi yapilan tim domates cesitleri Alternaria solani hastalik etmenine
kars1 hassas olup, hastalik etmeni kultiirel dnlemler, uzun sireli ekim nobetleri ve rutin
fungusit uygulamalar ile kontrol altinda tutulmaktadir (Fooland ve ark., 2002). Gerek
klasik gerekse biyoteknolojik yontemlerle erken yaniklhiga karsi dayanikli cesitler
gelistirmeye calisilmakta, fakat hastalik etmeninin kompleks yapist ve dayanikh
bitkilerdeki karmasik genetik yapidan dolay: istenen dayanikli domates c¢esitleri ortaya
cikarilamamistir (Zhang ve ark., 2003). Kdltir ve yabani cesitlerinde dayanikliligin
poligenik bir yapida oldugunu, erken yaniklik hastaligini kontrol altina alabilen
monogenik bir dayaniklihigin kiltir domateslerinde veya onun akrabasi tirlerde heniiz
bulunamadig: arastiricilar tarafindan bildirilmektedir (Anonim, 2003, Zhang ve ark.,
2003). Erken yanikhik hastaliginin kontroli i¢in konukcu dist dayaniklilik alternatif bir
¢ozim olup, hastaligi tamamen kontrol altina alabilecek monogenik geni ortaya
cikarabilmek igin Alternaria solani’nin konukgusu olmayan (non-host) Arabidopsis

thaliana ¢alismalarda kullaniimak Gzere segilmistir.

Konukgu dis1 dayaniklilik ile gen-igin-gen dayanikliligi arasinda gucli bir benzerlik
vardir. Bitkilerde hastalik olusturan organizmalar gen-igin-gen teorisine gore konukcuda
bulunan dayaniklilik genleri tarafindan tamimlanarak bu organizmaya ya da
organizmanin wrkina 6zel dayaniklilik olustururlar. Fakat daha az anlasilan konukgu dis1
dayaniklilikta bitin bitkilerin tim patojen tdrlerine dayanikli oldugu gorilmektedir.
Konukgu dis1 dayanikliik kompleks, ¢ok sayida dayaniklilik faktOrunun bir arada
bulundugu patojene Kkarsi olusturulmus savunma sistemidir. Bir baska deyisle konukcu
dis1 dayanmiklilik hastalik olusturan patojenlerin konukgu bitkilerinde gelisip, ¢ogaldig:
yetisme habitatina zayif adaptasyonu olarak tanimlanabilir (Zimmerli ve ark., 2004).

Dogal olarak bitkilerde var olan savunma mekanizmalarini anlamanin en iyi yolu
dayanikliligi kontrol eden gen veya onlarin drdnlerini mutasyona ugratarak elde edilen
mutantlardaki degisikleri molektler, biyokimyasal ve mikroskobik dizeyde
incelemektir (Zimmerli ve ark., 2004). Bu amacla Arabidopsis thaliana bitkisinin sahip
oldugu genler ve ya onlarin izledigi sinyal yolu Uzerinde ¢ok sayida mutant
olusturulmustur (Parker ve ark., 2000). Bu mutantlar ve bozulmamis halde bulunan

dogal ekotipler incelenerek genler izerinde yapilan spesifik mutasyonlarin konukcu dist



dayanikliligi nasil olusturdugu incelenebilir. Erken yaniklik (Alternaria solani) fungal
etmeninin  konukcusu olmayan Arabidopsis thaliana bitkisindeki dayanikliligin
nedenleri ve bu dayanikliligi kontrol eden dayaniklilik genleri ortaya konulabilir.

Genis konukgu listesine sahip olan, ekonomik olarak her yil biyuk kayiplara neden
olan, erken yanikhik hastalik etmenine karsi kiltur ve yabani pathcangillerde
bulunmayan alternatif dayaniklilik genleri, konukgu dis1 dayaniklilik mekanizmalarmin
incelenmesiyle ortaya konulabilir. Alternaria solani hastalik etmenine karsi bugine
kadar bilinen dayaniklilik gen kaynaklarina ilave olarak model bitki Arabidopsis
thaliana’da bulunan, konukgu disi dayanikliligi olusturan genleri ortaya koymak bu
projenin amacimi olusturmaktadir. Bu amagcla Arabidopsis thaliana ekotipleri ile farkl
A. thaliana mutantlar1 ¢calismada kullanilmistir. Bu bitkiler tizerinde patojenisite testleri,
genetik testler ve mikroskobik caligmalar gergeklestirilmistir.



2. LITERATUR OZETLERI

Tahillarda 6zellikle de arpada 6nemli driin kayiplarina neden olan Blumeria graminis f.
sp. hordei (Bgh) konukgusu olmayan Arabidopsis thaliana uzerine inokule edildiginde
hastalik etmeni fungusun biylk cogunlugu haustorium olusturmamakta ve fungus
penetre olamamaktadir. Fakat buradaki sporlarin sadece %5 oraninda haustorium
olusturdugu ve halen konukcu tzerinde bulunan killeme sporlarmnin fonksiyonel oldugu
anlasiimaktadir. Kulleme hastalik etmeni fungus higbir zaman konukgusu olmayan
Arabidopsis thaliana Uzerinde eseyli ya da eseysiz spor olusturamamaktadir.
Konukgunun hastalik etmenine karsi savunma mekanizmalart arastirildiginda
Arabidopsis thaliana ile Bgh arasinda gen-igin gen iligkisine benzer bir etkilesimin
oldugu ortaya konmustur. Bu iliskide konukgunun hicre duvarini guglendiren kalloz
(callose) miktarinda bir farklilik bulunmustur. Bu amagla Arabidopsis thaliana tizerinde
mutasyon olusturulmus (Penl ve Pen2), lahananin yakin akrabasi olan bu bitkide
kiillleme etmenine karsi1 dayanikliliktan sorumlu olan PEN1 ve PEN2 genleri ortaya

cikarilmistir (Freialdenhoven ve ark. atfen Thordal ve Christensen, 2003).

Bugdayda toprak kokenli hastalik etmeni olan Gaeumannomyces graminis var. tritici
hastalik etmeni fungus vyulaf bitkilerinin koklerini hastalandirmamaktadir. Fakat
yulaflarda hastalik olusturan bir diger fungal etmen G. graminis. var. avenae yulaf
koklerini hastalandirmaktadir. Hastalik etmeni G. graminis. var. avenae igermis oldugu
avenacin A-1 enzimi ile antimikrobiyal saponin maddesini detoksifiye ederek yulaflar
Uzerinde hastalik yapmaktadir. Mutasyonla olusturulan avenacin A-1 icermeyen mutant
yulaf bitki kokleri Uzerinde G. graminis var. tritici gelismekte ve bu mutantlar hastalik
etmenine hassaslik gostermektedir. Burada G. graminis var. tritici yulafin konukcu dist
patojeni olup, yulafta bulunan avenacin maddesini detoksifiye eden enzimi igeren
mutant yulaf bitkilerinde gelisebilmektedir (Papadopoulou ve ark. atfen Thordal ve
Christensen, 2003).

Arabidopsis thaliana’da konukg¢u dis1 dayanikliik geni NHO1 bulunmus ve
klonlanmistir. Kimyasal mutasyon sonucunda ortaya konan NHOZ1 geni igermeyen

mutant A. thaliana bitkileri Pseudomoas syringae pv. phaseolicola, Pseudomonas



syringae pv. tabaci ve Pseudomonas fluorescens bakterilerine karsi hassaslik
gostermektedirler. Bu durum bitkilerin sahip olduklar: tim dayaniklilik sistemlerini
potansiyel hastalik etmenlerine karsi topyekin kullandiklarmi géstermektedir. Genel
olarak bitkilerin sahip olduklar: bu kitlesel patojen imha silahlar1 potansiyel patojenlere
kars1 spesifik olmayan bir yapida aktif hale gecirilerek, hastalik etmeninin gelismesini
smirlamaktadir. Bitkilerde hastaligin olusabilmesi igin mikroorganizmanin tim bitki
savunma mekanizmalarini asip, bitkinin savunma mekanizmalarini inaktive etmesi
gerekmektedir (Lu ve ark., 2001).

Konukgu dis1 patojen Pseudomanas syringae pv. phaseolicola ile inokule edilen A.
thaliana bitkisinde bakteriyel etmenin kontroliinde rol alan 8000 genin fonksiyonlari
incelenmistir. Hastalik etmenlerine karsi bitkilerin icermis oldugu tim savunma
mekanizmalar1 ve bu mekanizmalardaki genlerin gorevleri hem gen-i¢in-gen hem de
konukcu dis1 dayanmklilik i¢in ortaya konmustur (Tao ve ark. atfen Thordal ve
Christensen, 2003).

Arabidopdis  thaliana  ekotipleri ~ dayanmklilik  genlerini  orijinal  olarak
bulundurmaktadirlar. Fakat mutant bitkilerde farkli dayaniklilik genleri veya onlarin
izledikleri dayaniklilik mekanizmasinin bir pargasi olan genler kimyasal ve X-ray
isinlartyla mutasyona ugratilmistir. Mutant bitkiler ve mutasyona ugratilan genler
ginimizde klonlanarak karakterize edilmistir (Jirage ve ark.,1999). Arabidopdis
thaliana Col-0 ekotipi RPS2 (Resistance to Pseudomonas syringae2), RPS5( Resistance
to Pseudomonas syringae 5) ve RPM1(Resistance to Pseudomonas maculicola)
genlerini icermektedir. Bu Col-0 ekotipinin etilmethonasilfanat (EMS) ile mutasyona
ugratilmasiyla elde edilen ndrl( non race specific disease resistance) mutant: tim
Pseudomonas syringae ve Pseudomonas maculicola bakterilerine kars: hassaslik
gOstermektedir. Elde edilen ndrl mutanti RPS2, RPS5 ve RPM1 genlerini inaktive
edilmektedir. Dolayisiyla NDR1 geni RPS2, RPS5 ve RPM1 genlerinin ¢alisabilmesi
icin gerekli olan bir gendir ve bu genlerle birlikte Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 bakterisine kars1 dayanikhilig: saglamaktadir (Century ve ark., 1995).



Eds1(Enhanced disease susceptibility) mutanti Ler ekotipinin EMS ile mutasyona
ugratilmasiyla elde edilmistir. Ler ekotipi Perenospora parastica’ya dayanikli iken edsl
mutant: ayn: fungal hastalik etmenine artirilmis bir sekilde son derece hassaslik
gostermektedir. EDS1 geni 623 aminoasitten olusan sitoplazmik lipaz benzeri protein
kodlar iken Ler ekopinde bulunan bu gen edsl’de mutasyona ugratilarak islevselligini
yitirmistir (Parker ve ark., 1996; Falk ve ark., 1999; Parker ve ark., 2000).

A. thaliana ekotipleri tzerinde olusturulan mutasyonlarla fitoaleksin icermeyen mutant
pad4 (phytoalexindeficient4) bitkiler bulunmustur. Bu mutant bitkiler Pseudomonas
syringae pv. maculicola, Perenospora parastica ve Erysiphe orontii gibi hastalik
etmenlerine son derece hassastir. PAD4 geni lipaz benzeri bir genle birlikte EDS1 genin
yapisal 6zelligine benzeyen bir gen kodlamakta ve birlikte dayaniklilik mekanizmasinda
fonksiyonel gorev almaktadirlar (Feys ve ark., 2001; Jirage ve ark., 1999).

Bir diger super hassas mutant olan eds5-1 (enhanced disease susceptibility 5-1) EMS ile
elde edilmistir. eds5-1 mutant Peranospora parastica fungal ve Pseudonomonas
syringae pv. maculicola ES4326 bakteriyel izolatlarina karsi son derece hassas bir
bitkidir. EDS5 geni salisilik asidin olusturdugu dayaniklilik mekanizmasinin Uzerinde
yer almaktadir ve salisilik asidin sagladigi farkli patojen gruplari icinde bu gen
dayanikliligin olugsmasina yardimci olmaktadir (Nawrath ve Metraux, 1999; Volko ve
ark., 1998). Ornegin killemelere kars: dayaniklihgi saglayan RPW8 geni EDS5-1
genine ve Salisilik aside ihtiya¢c duymaktadir (Xiao ve ark., 2001).

Salisilik asit, genellikle biyotrof patojenlerin Urettigi ve hastahklara karsi1 dayaniklilik
genlerinin aktive ettigi hastalikli dokular ile saghkli dokular arasinda koordinasyonu
saglayarak sistemik kazanilmig dayanikliligin (SAR) olusmasini saglamaktadir. nahG
transgenik bitkilerinde, salisilik asit kendisi ile yapisal olarak ayni olan fakat molektler
olarak fonksiyonel olmayan catechol’e donustirilmistur. Bu bitkilerdeki nahG geni
catechol’e  donusimi saglayan flavoprotein salisilatin  dekarboksilasyon ve
hidroksilasyonla katelizlenmesini saglamakta ve Pseudomonas putita bakterisinden
nahG bitkilerine aktarilmistir (Gaffney ve ark.,1993; Parker et al., 2000). Sistemik
kazanilmig dayanikhilik bitkilerde genel bir dayanikhiliktir. Bu SAR igerisinde



patojenisite ile ilgili bitkinin Grettigi patojen ile ilgili (pathogenesis related = PR)
genleri bulunmaktadir. Bitkinin patojenin yerlesmesini onleyici bu proteinlere PR
proteinleri denilmektedir ve pek ¢cogu enzimatik aktiviteye sahiptir, ornek olarak kitinaz
5 proteini funguslarin yapisinda bulunan kitin maddesini parcalamakta ve fungusun
yapisini bozmaktadir. SAR mekanizmas: avirulent bir patojenin lokal olarak bitki
hicrelerinde hipersensitif (HR) reaksiyon olusturmasindan sonra bu dayanikliligin
salisilik asit ile tim bitkiye yayilmasidir (Cao ve ark., 1994).

Arabidopsis EDS1 ve PAD4 genleri lipaz genleri gibi kodlanir, dayaniklilik genleri
fonksiyonel olan R proteinlerini kodlar ve bu proteinler, temel bitki dayanikliligini
saglar. Edsl ve pad4 mutantlarinin fenotipik analizleri gostermistir ki, EDS1 ve PAD4
genleri R genleriyle birlikte dayanikliligi saglayan yardimci genlerdir. Bu genlerin
mutasyona ugratiimasiyla dayaniklilik mekanizmasi ¢alisamaz. EDS1 bitkileri, HR igin
gereklidir, ayrica EDS1 ve PAD4 genlerinin her ikisi birden SA birikiminde gereklidir.
Bu iki gen analizi bize gosterir ki; EDS1 geni PAD4 geni ile interaksiyon halinde
bulunabilir ve patojen bitki htcresini uyarwr. Uyarilmig bitki hiicresinde olusan

dayaniklilik SA ile tiim bitkinin diger hiicrelerine yayilir (Feys ve ark., 2001).

Son zamanlarda Arabidopsis thaliana ‘da klonlanan NPR1 geni bitkide kazanilmis
dayanikliligin regulatoriadur. Sistemik kazanilmis dayaniklilikta genin miktar: artarken e
PR genlerinin olusumunu tetikleyen bir operator gendir. NPR1 (non-expressor of PR
genes) geni patojene karsi PR proteinlerinin yeniden aktivasyonunu saglayan bir gendir.
Yapilan ¢alismalarda (non-expressor of PR genes) geni patojene karsi PR proteinlerinin
yeniden aktivasyonunu saglayan bir gendir. Yapilan caligmalarda NPR1 geninin
Pseudomonas syringae ve Peronospora parasitica’ya karst dayanikliligin
saglanmasinda gorev aldigin ortaya koymustur. NPR1 geni dayanikhligi artirirken
bitkide hicbir farkli gorunim vermemektedir. Bdylece genetik mihendisliginde
bitkilerde spesifik olmayan dayaniklilik geni bulunmus ve ilk defa tek bir yardimci
genin miktarinin artirilmasiyla dayanikliligin saglanabilecegi hedef olarak gosterilmistir
(Cao ve ark., 1998).



Arabidopsis’de patojene karsi olusturulan SAR, SA birikmesiyle ve PR genlerinden
PR1, PR2 ve PR5 miktarmin artmasiyla ortaya c¢ikar. Yapilan caligmalarda SA
biyosentezinin iki allel olmayan mutant Uzerinde olusmadig: ortaya konmustur. Elde
edilen sid (SA induction-deficient) mutantlari, patojen inokulasyonundan sonra SA
biriktirmezler ve Pseudomonas syringae ve Peronospora parasitica’min virulent ve
avirulent formlarina duyarhdirlar. Bununla birlikte bu mutanlar SA’i katekole
indirgeyen SA hidroksilazlariyla kodlanmis nahG genine sahip transgenik bitkiler kadar
duyarl degildir. NahG bitkilerindeki durumun tam tersine sid mutantlart PR1 proteini
olusturmamakta ve diger PR2 ve PR5 proteinleri ancak patojen saldirisindan sonra
uretilebilmektedir. Bu sonuglar SA’den bagimsiz ¢ahisan sid mutantlarinin dayaniklilik
yolunun nahG genini igeren bitkilerin yolunda bulundugunu ve nahG geninden
bagimsiz olarak gorev yaptigin1 gostermistir. Mutantlardan biri eds5 ile allel iken diger

mutant ise henliz tanimlanamamistir (Nawrath ve ark., 1999).

Arabidopsis ve biyotrofik oomycete Peronospora parasitica arasindaki iliski uygun
konukgu patojen sistemi sunmaktadir. Bu sistem igerisinde konukgunun hastalik
etmenin  0zel genotiplerine karst1 kazanmis oldugu molekuler bilesenleri
tanimlamaktadir. Ws-0 zerinde mutasyon sonucunda olusturulan ve RPP ( Resistance
to Peronospora parastica) genleri olarak adlandirilan genlerin veya onlarin sinyal yolu
Uzerinde mutasyonlar olusturulmustur. EDS1 (enhanced disease susceptibility)
bulunarak, kromozom 3 ve kromozom 4 (izerinde bulunan RPP genlerini kazandirdig:
ortaya konmustur. Fenotipik olarak Ws-edsl mutant bitkileri (izerine inokule edilen
Peronospora parasitica izolatlar1 yiksek sporlanma gosterirler. Peronospora parasitica
izolatlarmin her biri WS-0 yabani tipinde sporlanacak yetenege sahip degildir. Ws-eds1
tohumlar1 Peronospora parasitica izolatlarina karsi yabani bir tip olan Col ve Ws
ekotipinin edsl mutantin karsilastirildigi zaman daha ¢ok hassaslik gostermektedirler.
Fakat Ws-edsl kotiledonlar1 ve Brassica oleracea ‘de Peronospora parasitica’nin 5
no’lu izolatina kars1 duslik sporlanma gosterir. Bu izolatlar Ws-0 ‘in yabani tipinide
iceren Arabidopsis’in 100 den fazla ekotipinde sporlanma gosteremezler. B.oleracea
‘den izole edilen Albugo candida Ws-edsl mutanti izerinde sporlarmin gelistigi fakat
diger konukculardan izole edilen birkagc oomycete funguslari inokule edildigi zaman

mutantlarin fenotiplerinde hicbir degisme olmamistir. RPM1 bakteriyel dayaniklilik
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genine sahip olan Ws- edsl bitkilerine avrB geni iceren Pseudomonas syringae pv.
glycinea bakterileri inokule edildiginde Ws-edsl bitkilerinde herhangi bir fungus
gelisimi gorulmemistir. Kimyasal olarak kazanilmig sistemik dayaniklilig: saglayan 2,6-
dichloroisonicotinic asit ile Ws-eds1 tohumlari muamele edilmisler, Ws-0- uyumlu olan
Emwal ve Ws-0-uyumsuz olan Noco2 Peronospora parasitica izolatlarina kars: bitkiler
dayaniklihk kazanmaya baslamistir. Ozet olarak Arabidopsis’de EDS1 geni pek cok
RPP tarafindan dayanikliligi saglamak igin gereklidir ve dayaniklilik yolunun st
kisminda fonksiyonunu gdstermektedir (Parker ve ark.,1996).

Bir diger calismada patojen saldirilarini  smirlayan  bitkilerdeki  savunma
mekanizmalarin1 kesfetmek igin, virulent bakteri patojeni Pseudomonas syringae pv.
maculicola ES4326 ile inokule edilmis EMS A. thaliana mutant bitkileri tarandi.
Yapilan arastirmalar sonucunda 12 tane hassasligi artirilmis mutant elde edilmistir. Bu
mutantlar Kklonlandiginda fitoaleksin sentezini etkileyen iki gen bulunmustur. Bu
mutantlara pad2 ve pad4 (phytoalexin deficient) mutantlari denilmis ve bu mutantlarin
hastalik etmenine karsi herhangi bir fitoaleksin olusturmadiklar: bulunmustur (Nawrath
ve Metraux, 1999; Volko ve ark., 1998).

Bir bagka calismada birincil konukgusu olmayan A. thaliana’nin 360 ekotipi Erysiphe
cichoracearum (UCSC1) ve Erysiphe cruciferarum (UEAL) killeme sporlar: ile
inokulasyon gerceklestirilmistir. inokule edilen A. thaliana ekotiplerin 84 tanesi UEA1
ve UCSC1 killemelerine farkl derecelerde dayaniklilik gosterirken 213 tanesi ise her
iki killeme tirtne hassaslik gostermistir. Farkli iki kulleme turine karsi dayanikliligi
saglayan bir tane gen klonlanmistir (Adam ve ark., 1999).

Cogu ticari domates turi ( Lycopersicum esculentum Mill.) Amerika ve diinyanin tim
yerinde domatesin tahripkar hastahigi olan erken yanikliga (Alternaria solani)
hassastirlar. Halen, sanitasyon, uzun Grlin rotasyonu ve rutin fungusit uygulamalari gok
yaygin hastalik kontrol muameleleridir. Kultire alinan domates turlerinde genetik
dayaniklilik kaynagi bilinmese de, dayanikliik kaynaklari yabani tirlerle teshis
edilmektedir. Bu c¢ahismanin amaci, selektif genotip yaklasiminin kullanilmasiyla

L.hirsutum Humb. ve Bonpl yabani domates turlerinin (P1126445), erken yaniklik
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dayanikliligin1 veren QTL s yi degerlendirmek ve teshis etmektir. P1126445 ve erken
yanikliliga hassas domatesten tretilen hat (NC84173; ana¢ ve yinelenen ebeveyn)
arasindaki caprazlarin tim 820BC1 bitkileri serada yetistirilmistir. Son tohum verme
asamasi boyunca bitkiler A.solani izolatlariyla inokule edilmistir ve daha sonra erken
yaniklik (A.solani) simptomlar: degerlendirilmistir. En dayanikli (% 9.1=75 bitki) ve en
hassas bitki (%9.8=80 bitki) secilmistir ve daha sonra bitkiler erken yaniklik hastalik
etmeninin dogal enfeksiyonunun siddetli oldugu araziye dikilmistir. Bitkiler gelismistir
ve son hastahk seviyesi degerlendirilmistir. En yiksek dayanikliligi gdsteren 75
dayanikl: bitkiden 46 tanesi ( tum bitkilerin %5.6°s1) ve en yuksek hassasiyeti gosteren
80 hassas bitkiden 30 tanesi (tim bitkilerin %3.7°si) sec¢ilmistir. Secilmis 76 bitki, 145
RFLP markori ve 34 dayanikli gen analogu (RGAS) icin genotip edilmistir. Ortalama
7.3 ¢cM markor uzunluguyla 12 kromozomunun yaklasik 1298 cM’ne baglanan genetik
baglant: haritast olusturulmustur. Birkag RGAs lokasyonu A.solani’nin QTLs
lokasyonuyla cakismigtir yada dayanikliik geni (R geni) olarak bilinir ve bu
RGAs’lerin hastalik dayaniklhiligiyla iliskili oldugu ileri surultr. Dahasi, ¢ok sayida R
gen familyas: icin birka¢ RGAs lokusunun kiimeler halinde teshis edilmesi benzerdir
(Zhang ve ark., 2003).

A. alternata f.sp lycopersici fungal patojenine ve patojen tarafindan Uretilen konukcuya
Ozellesmis toksinlere (AAL-toksinleri) karsi dayanikliligi saglayan Alternaria govde
kanser dayaniklilik lokusu (Asc-lokusu), genetik olarak domates genomunda
haritalanmistir. Hassashik ve dayaniklilik, yaprak biyotestlerinde AAL toksinlerine
hassaslik i¢cin F2 populasyonunun ayrimiyla test edilmistir. Hassas ve dayanikli
genotiplerde AAL toksin hassasiyeti farkli bitki hicre gelisimi seviyeleri boyunca
konukgusu olmayan (non-host dayaniklilik) Nicotiana tabaccum’da AAL- toksin
hassasiyeti ile karsilagtirilmistir. Hassas ve dayanikli domates genotiplerinde engelleyici
etkileri, yapraklari hari¢ tum seviyelerde gorilmistur. Ancak polen ve kok gelisimi
boyunca hassas genotipler Gzerindeki engelleyici etkileri, dayanikli genotipler Gizerinden
daha buyuktur. Konukgu olmayan Nicotiana tabaccum’da AAL toksinlerin herhangi bir
etkisi gortulmemistir. Gortnlste hicresel bir hedef bolge domateste mevcuttur fakat
Nicotiana tabaccum’da yoktur. 1) konukgu hassasiyetine hassas, 2) konukgu
hassasiyetine dayanikh, 3) konukgusu olmayan hassasiyet halinde 3 tane AAL toksin
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hassasiyet seviyesinin var oldugu ve domateste kontrol edilen dayaniklilik
mekanizmasmin Nicotiana tabaccum’dan kontrol edilenden farkli oldugu sonucuna

varilmistir (Witsenboer ve ark., 1989).

Bitki savunma sistemindeki bazi elisitorler, hastalik oranmin azalmasini saglayan
biyokimyasal degisikliklere neden olabilir, ancak, ot yiyen bdcekler (izerinde neden
oldugu tepkiler konusunda cok az bilgi bulunmaktadir. Domateste (Lycopersicon
esculentum) birka¢g abiyotik savunma sistemi elisitorleriyle, dis kaynakli arazi
uygulamalar: yapilarak bu probleme yaklagilmistir. Pestisit yogunlugunu azaltan ve
otcul bocekler ve patojenlere karsi capraz koruma saglayan elisitorlerin
(benzo(1,2,3)thiadiazole-7-carbothioic  asit (S)-methyl ester (BTH, Actigard);
Probenazole; chitosan; salisilik asit; KeyPlex 350; KeyPlex DP2; ve KeyPlex DP3)
Ozellikleri degerlendirilmistir. Yalnizca BTH capraz koruma saglamistir ve bakteriyel
leke (Xanthomonas campestris pv. vesicatoria), erken yaniklik (Alternaria solani),
yaprak kifu (Fulvia fulva), ve yaprak kemirgeni larva (Liriomyza spp.) yogunlugunu
onemli derecede azaltmistir. Yaprak kemirgeni larva Uzerindeki etkilerinin, bitki
gelisiminin ilk asamasi boyunca daha ¢ok oldugu soylenebilir. Beyaz sinek (Bemisia
argentifolii) ve powdery mildiyd (Oidium sp.) yogunlugunu azaltict egilimi, ayni
zamanda BTH uygulanan bitkiler Gzerindede bulunmustur. Diger elisitorler bocek
populasyonu Gzerinde etkiye sahip degildir fakat Probenazale ve KeyPlex 350 6nemli
Olclide bakteriyel leke ve erken yaniklik hastalik oranini azaltmistir (Inbar ve ark.,
2004).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hastahk Etmeninin izolasyonu

Erken yaniklik hastalik etmeni Alternaria solani 2004 sonbahar déneminde Tokat ile
Turhal arasinda sirik ve yer domatesi yetistirilen tarlalardan toplanan bitki 6rnekleri
laboratuvara getirilmistir. Hastalikli 25 6rnek igerisinden 2, 5 ve 6 no’lu 6rneklerden
hastalik etmeni izole edilmistir. izole edilen bu 2, 5 ve 6 no’lu wklarin kiiltiirleri
domates besi ortaminda 20-25 giinde dizenli olarak tazelenmistir. Hazirlanan otoklav
edilmis domates besi ortami steril kabinde igerisinde 9 cm gapindaki steril Petrilere ~20
ml olacak sekilde dokulmustur. Hastalik etmeni Alternaria solani’n teshisi, Gazi
Osmanpasa Universitesi Ziraat Fakiltesi Bitki Koruma Anabilim Dali 6gretim
uyelerinden Dog. Dr. Yusuf YANAR tarafindan yapilmistur.

3.2. Domates Aganmin Hazirlansi

Ticari olarak tretilen (DIMES, Tokat) %100 domates suyundan 30 ml alinarak 270 ml
cesme suyu ilave edilerek 300 ml besi ortami hazirlanmistir. Hazirlanan domates
suyunun pH’s1 6lgilerek 5.5-6.0 olmasi icin seyreltik HCI ilave edilmistir. Bu domates
ortaminin katilasmas: icin %1.5 agar olacak sekilde 4.5 gr agar agar1 (Lab M, ingiltere)
ilave edilerek 121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklav edildikten sonra steril besi

ortami hazirlanmstur.

3.3. Hastahk Etmeninin Agar Ortaminda Yetistirilmesi

Petrilere dokilen besi ortamlar1 Uzerine Alternaria solani hastahk etmeninin
miselyumlart 5 mm c¢apinda en gucli gelisimin oldugu yerden kesilerek tam ortasina
ters olarak birakilmistir. inokule edilen Petriler oda sicakliginda gelismeye birakilmstar.
Boylece hastalik etmeni saf olarak dretilip patojenisite testlerinde kullanilmistir (Seki I).

Calisma kapsamina alinan 2, 5 ve 6 no’lu Alternaria solani izolatlar: igerisinde 2 no’lu
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izolatin daha ¢ok sayida spor olusturmas: nedeniyle inokulasyon isleminde daha fazla

kullaniimistur.

Sekil 1. Calismada kullanilan 3 farkl: erken yaniklik hastalik etmeni Alternaria solani’n
besi ortaminda gelisimi a) 6 no’lu, b) 5 no’lu, c) 2 no’lu A.solani izolatlar1

3.4. Bitkiler icin Toprak Hazirlanmas

Model bitki Arabidopsis thaliana’nin gelisebilmesi igin, 2 hacim toprak, 2 hacim grit
(ktglk cakal), 2 hacim torf ve 1 hacim vermikulit ile 6zel toprak karigimi hazirlanmstir.
Hazirlanan Arabidopsis thaliana toprag: isiya dayanikli firin torbalarina konularak
121°C’de 1 atm basingta 20 dakika otoklav edilmistir.

3.5. Arabidopsis thaliana Bitkilerinin Yetistirilmesi

Hazirlanan steril toprak karisimi saksilara konulduktan sonra cesmeye takilan bir
hortum vasitasiyla saksilardaki toprak (zerine birka¢ defa darbeler uygulayarak yiizeyin
plrizsuz bir halde olmas: saglanmistir. Otoklavdan ¢ikan toprak, nemini kaybettigi icin
bu islem birka¢ defa tekrarlanmistir. Tohum ekimi sirasinda herhangi bir bulasmanin
onlenmesi acisindan bir arada bulunan ekime hazir saksilar tek tek tepsiden disari
ahnarak ekim yapilmistir. Ependorf tiplerde bulunan Arabidopsis thaliana
tohumlarindan avucumuza bir miktar alinarak, toprak tzerinde homojenligin saglanmasi
icin saksinin her yerine gelecek sekilde itinayla ekim yapilmistir. Daha sonra bu saksilar
bir tepsi igerisine konulmus, sulamas: alttan olacak sekilde, haftada ¢ defa su ilave

edilerek saksilar sulanmistir. Tohum ekilen saksilarin Gzeri ise ilk 48 saat nemi
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muhafaza etmek icin stre¢ film ile kaplanmistir. Tohum ekimi yapilan saksilar, homojen
bir cimlenme igin 24 saat soguk hava deposunda (8-9°C) bekletildikten sonra,
22+5°C’deki iklimlendirme odasina yerlestirilmistir. Tohumlar 12 saat giindiiz, 12 saat

gece olacak sekilde kisa gun sartlarinda %55-60 nispi nemde gelismeye birakilmustir.

Sekil 2. Saksilara sasirtilmis 2 gercek yaprakli Arabidopsis thaliana bitkilerinin
gorunumi

Cahsmada Arabidopsis ekotipleri yaminda kimyasal ve X-ray isinlariyla farkh
dayaniklilik genlerinin ya da onlarin sinyal yollar1 Gzerinde yapilan mutasyonlarla
gelistirilmis hassas Arabidopsis mutant tohumlari da hazirlanan toprak ortamina
ekilmistir. Ekotip bitkileri ve mutantlar ayn sartlarda gelismeye birakilmistir

Cizelge 1. Calismada kullanilan Arabidopsis thaliana ekotip ve mutantlar:

Bitkinin Adi Bitki Tipi
Bitkinin Orijini Bitki Adimin Kisaltmasi
Colombia-0 Col-0 Ekotip
Landsberg Ler Ekotip
Phytoalexin deficient Pad4-2 Mutant
Non expressor of pathogenesis- | Nprl Mutant
related genesl
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3.6. Hastalik Inokulasyonu

3.6.1. Spor Inokulasyonu

Besi ortaminda yetistirilen Alternaria solani izolatlarina distile su ilave edilerek sporlar
toplanmistir.  Haemocytometer (Thoma lami) ile saymmi yapilmistir.  Spor
konsantrasyonu 2x10° spor ml™ olacak sekilde ayarlanmistir (Sekil 3A). Hazirlanan
spor konsantrasyonuna 5-6 damla Tween 20 ilave edildikten sonra yapragin tamami
1islanacak sekilde puskirtme yapilmistir. Spor konsantrasyonu ayni gun iki defa

tekrarlanmustir.

3.6.2. Miselyum Inokulasyonu

Arabidopsis thaliana bitkilerine uygulanan bir diger inokulasyon metodudur. Besi
ortaminda yetistirilen Alternaria solani miselyumlarmin gicli oldugu ug kisimlarindan
cork-borer ile 5 mm c¢apinda kesilerek miselyum diskleri hazirlanmistir. Hazirlanan bu
miselyum diskleri ters cevrilerek igne ile delinmis Arabidopsis yapraklari Uzerine
birakilmistir. Miselyum disklerinin kurumamasi icin bitkiler 7 giin boyunca torba ile

kapatilarak nem muhafaza edilmistir. Hastaligin gelisimi 7 guin sonra incelenmistir.

(A) (B)

Sekil 3. A: Spor inokulasyonu igin hazirlanmig spor soliisyonu. B: Arabidopsis
thaliana yapraklari Gzerine birakilmis miselyum diskleri
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3.7. DNA lzolasyonu ve Genetik Varyasyonun Saptanmasi

Her bitkiden gen¢ yapraklar alinarak ve buz torbalari ile 1s1 muhafazas: saglanarak

laboratuvara getirilmistir. Fermentas Kit DNA izolasyonu yontemi ile DNA izolasyonu

yapilmistr.

o K~ WD

10.
11.

12.
13.

14.
15.
16.

100-150 mg agirhginda (4-5 cm uzunlukta ) bir yaprak ependorf tipde likit
nitrojen igerisinde 1 ml mavi ug kullanilarak iyice ogutulur.

100 pl 1XTE i¢inde vortekste karistirilir.

200 pl LYSIS c¢ozeltisi eklenerek, flip sekilde karistirilir.

65°C su banyosunda 5-10 dakika tutularak arada iki defa flip sekilde karistirilir,.
Derhal 600 pl kloroform (veya 24:1 Kkloroform:izoamil alkol) eklenerek,
yaklasik 10 kez yavasca alt-Ust ederek karistirilir.

10,000 RPM’de 2 dakika santrif(ij edildikten sonra stpernatant: yeni bir tlpe
almar.

400 pl yeni hazirlanmig PRECIPITATION c¢ozeltisi eklenir (her drnek igin
orijinal 10X ¢ozeltiden 40 ul’ye 360 pl steril ddH20O eklenerek hazirlanir).

1-2 dakika alt-Ust ederek karistirilir.

10,000 RPM’de 2 dakika santriflij edildikten sonra peleti tamamen kurutmadan
stvi uzaklastirilir.

Pelet tizerine 2 pul RNAse (10mg/ml) enzimi eklenir.

Pelet 100 ul 1.2 M NaCl ¢dzeltisi icerisinde eritilir. Peleti eritmek icin 65°C su
banyosunda 20-30 dakika tutmak gerekebilir. Bu esnada her 5-10 dakikada bir
flip sekilde karistirilir.

300 pl soguk % 96 etanol eklenerek, birkac kez alt tist ederek karistirilir.
Buzdolabinda -20 °C’de 10 dakika tutalarak DNA ¢oktiiriilir. Sonra ¢ikarilarak
oda sicakliginda 1-2dakika bekletilmelidir.

10,000 RPM’de 10 dakika santriflij edildikten sonra sivi dokulir.

% 70 soguk etanol ile yavasca yikanir.

Pelet 100 pl steril ddH,O veya 1XTE iginde ¢Ozulir.
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3.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, DNA polimeraz enziminin kullanilmasiyla suni sartlarda DNA’nin bir par¢asinin
uretilmesidir. Bitkilerden DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra Rdder et al. (2002)’a
gore PZR reaksiyonlart yapilmistir. Toplam 20 pl reaksiyon karigimi hazirlanmistir.

Reaksiyon karigimi;

» dH20 9.7 ul
» 10x Buffer 2.0 pl
> dNTP 2.0 pul
» Primer 1.5ul
> MgCI2 2.5l
> Taq 0.3 ul
> DNA 2.0 ul  olacak sekilde buz tzerinde hazirlanmistir.

Hazirlanan PCR 6rnekleri “Thermo” marka sicaklik dongi (Sekil 4) aletinde 94 °C’de 5
dakika bekletme isleminden sonra arka arkaya birbirini takip eden 94 °C’de 45 saniye
denattirasyon, primere bagli olarak 35-37 °C arasinda 45 saniye yapistirma ve 72 °C’de
1 dakika uzatma islemlerini iceren 40 sirkulasyondan sonra 72 °C’de 5 dakika son
uzatma safhasindan olusmaktadir. Her bir 6rnek icin ve bitln primerler agisindan bu
islem yurutilmistir. Reaksiyonda kullanilan kimyasallarin kontaminasyonuna veya jel
sisteminde karsilasilan sorunlara bagli olarak reaksiyonlar tekrarlanmis ve reaksiyon

sayist artirilmastir.

Sekil 4. PZR’de kullanilan termocycle
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Bitkiler arasinda konukgu dis1 dayanikliliktan sorumlu olan genler ile iligkili
markorlerin arastirilmas: amaciyla 10 baz ciftinden olusan Random Amplified
Polymorphism DNA (RAPD) primerleri kullanilmistir. Bu primerler tesadiifen secilmis
olup nukleotid siralamalari asagida verilmistir (Tablo 2).

Cizelge 2. PZR’da kullanilan primerler

Primer Adi Primer Tipi | Nikleotid siralamasi

B5 RAPD 5’- TGCGCCCTTC - 3’
E3 RAPD 5’- CCAGATGCAC - 3
E4 RAPD 5’- GTGACATGCC - 3’
E5 RAPD 5- TCAGGGAGG T - ¥
G3 RAPD 5’- GAGCCCTCCA - 3’
H5 RAPD 5’- AGTCGTCCCC -3’

3.9. Agarose Jel Elektroforezi

PCR sonucunda elde edilen sonuglar1 gorunttlemek igin, UV 15181 altinda floresan etki
gosteren  Ethidiumbromide  (EtBr) boyasi  kullanilmigtr.  PCR  Urunlerini
goruntuleyebilmek icin 6rnekler hazirlanan%2 lik agaroz jelde elektroforez edilmistir..

%1’lik Agaroz Jelin hazirlanmast;
» 176 ml dSu
» 44 ml TBE
» 225 gr Agaroz tartilarak solusyon mikrodalga firinda tamamen

eritilmistir.

Eritilen jele 14 pl ethidium bromid ilave edilerek solusyon 80°C jel tepsisine dokiilmiis

ve donuncaya kadar oda sicaklhiginda birakilmastir.

PCR urunleri, DNA kuyucuklarina yiklemeden 0Once loading boyas: ilave dilerek
toplam 24 pl 6rnek kuyucuklara ytklenerek elektroforez islemi gergeklestirilmistir.
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Agaroz jel elektroforezinde ethidium bromidin DNA baglar1 arasina baglanarak 300-

360 nm dalga boyunda 15181 absorbe etmesi sonucu floresan etki gostermesi ile DNA

jelde gorindr hale gelmistir. 135V 2,5-3 saat kosma islemi sonunda elektrik baglantisi

kesilip jel tanki, ultraviyole 1sin veren cihaza konularak jel icerisindeki DNA bantlar:

goruntilenmis ve fotografi cekilmistir. Kullanilan genomik DNA ise keskin bir bant ve

yukari dogru biraz yayilan bir gorintt verecektir.
[ By

(A) (B)

Sekil 5. (A) Calismada kullanilan ve 24 pl PZR drunlerinin yiklendigi elektroforez
tanki, (B) Elektroforez edilen PZR urunlerinin gorintilendigi jel goruntiileme
sistemi

3.10. Mikroskop Uygulamalar

Isik mikroskobunda Arabidopsis bitkilerine inokule edilen Alternaria solani 2 no’lu
izolatinin sporlarmin penetrasyonu incelenmistir. Ayrica mikroskop ¢alismalarimizin
diger asamasi olan Arabidopsis bitkilerine inokule edilen Alternaria solani sporlarinin
goruntilenmesi ve hastalik etmeni ile konukgusu arasindaki iligkileri ortaya koyabilmek
icin, 6ncelikle Alternaria solani’nin iki nolu izolat: ile inokulasyon yapilmistir. Daha
sonra Arabiopsis yapraklart Diaminobenzidin (DAB) kimyasali i¢cinde her 12 saatte bir
olacak sekilde t¢ giin boyunca bekletilmistir. Her 12 saat sonunda alinan yapraklarin bir
kismt klorofillerinin uzaklastirilmas: igin %2100°1uk etil alkolde bekletildikten sonra
Trypan blue boyama yapilmis ve diger bir kisim yaprak ise 3-3 Dihaxyloxacarbocyanin
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iodide (DIOC6) kimyasali icinde 20 sn kadar bekletildikten sonra UV 1sik altinda
mikroskopta incelenmistir. Her iki boyama islemlerinin mikroskopta incelenmesinin

ardindan resimleri cekilmistir.

Sekil 6. Mikroskop Calismalarinda Kullanilan Nikon E600 faz kontrast mikroskop

Calismada kullanilan Diaminobenzidine (DAB) solusyonu hazirlanirken 1mg mi™
olacak sekilde DAB tartilmis ve dH,O ilave edilmistir. DAB solusyonunun pH’si
seyreltik HCI asit ile 3.3-3.5 olacak sekilde ayarlanmistir. Trypan blue boyamada 250ug
ml™* Trypan blue tartilarak esit miktarda glycerol ve dH,O bulunan 100 mI’lik ortama
ilave edilmistir. DIOC6 kimyasali 0.5 mg mlolacak sekilde tartilarak etil alkol
icersinde ¢Ozumlenerek stok soliisyon hazirlanmistir. Mikroskopa Nikon UV Light

sistemi  entegre  edilerek  digital kamerayla  fotograflar  cekilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Mikroskobik Uygulamalar

Yapilan miselyum inokulasyonlarindan sonra 1sitk mikroskobunda Arabidopsis
bitkilerinin yapraklar: Gizerinde Alternaria solani izolatlarinin bitki Gzerindeki gelisimi
ve penatrasyonu incelenmistir. Sonuglar Ek 1°de verilmistir. Yapraklar tizerine birakilan
miselyum disklerinin yaprakta olusturdugu semptomlar fungus disklerinin kaldirilip,
igne ile acilan yaradan etmenin bitki dokusuna girisleri 151k mikroskobunda tespit
edilmistir.

40% -

35% -

30% -

% 25% -
Penetrasyonlu 20% -
Bitki Orant  15% 1
10%

5% -

0% -

Ler Col-0 Npr Pad 4-2

@ Penetrasyon Orani

Sekil 7. Arabidopsis bitkilerinde Alternaria solani 6 no’lu izolat: ile yapilan
inokulasyonda hastalik gelisimi.

Arabidopsis bitkilerinde Alternaria solani’n 6 no’lu izolati ile yapilan miselyum disk
inokulasyonunda, Ler ve Col-0 ekotipinde, Npr ve Pad-4-2 mutantina gore hastalik
etmeninin dokulara girisinde ciddi farklar ortaya konmustur (Sekil 7). Elde ettigimiz
sonuclar incelendiginde nprl mutantinda % 38 ve pad4-2 mutantinda % 28 oraninda

hastalik gelisimi bulunurken bu oranlar Ler ekotipinde % 18 ve Col-0 ekotipinde %25
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olarak bulunmustur. Nprl mutanti diger ekotiplere gore A. solani’n 6 no’lu izolatina gok
daha hassas olarak ortaya gikmaktadir.

60% -

50% -

40% -

%
Penetrasyonlu 30% -
Bitki Orani

20% -
10% -

0%
Ler Coal-0 Npr Pad 4-2

@ Penetrasyon Orani

Sekil 8. Arabidopsis bitkilerinde Alternaria solani 2 no’lu izolat: ile yapilan
inokulasyonda hastalik gelisimi

Ayni paralelde gerceklestirilen miselyum disk inokulasyonunda Arabidopsis bitkilerinin
Alternaria solani’n 2 no’lu izolat: birakilmigtir. Miselyum disklerinin nprl mutant
bitkilerinde % 52 oraninda gelistigi bulunmustur. Fitoaleksin olusturmayan pad4-2
mutant bitkilerinde hastalik gelisimi % 24 olurken Ler ve Col-0 ekotiplerinde sirasiyla

% 17 ve % 23 oranlarinda A. solani’n gelisimi bulunmustur (Sekil 8).

Arabidopsis ekotip ve mutantlar: iizerine 2x10° spor/ml konsantrasyonunda piiskiirtiilen
A. solani konidiosporlarinin gelisimi yaprak (zerinde incelenmistir. Arabidopsis
yapraklarina inokule edilen sporlardan tesadufen 100 sporun ¢imlenme, penetrasyon
sayilar1 kayit edilmistir. Inokule edilen bitkiler Diaminobenzidin (DAB) kimyasal: ile
boyanmistir. DAB ile boyanan Arabidopsis yapraklari 3-3 Dihexyloxacarbocyanin
iodide (DIOC6) kimyasal icinde 30 sn kadar bekletildikten sonra, UV 1sik altinda

konidiosporlarin germinasyon ve penetrasyonu 72 saat boyunca arastirilmastir.
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Sekil 9. 3-3 Dihexyloxacarbocyanin iodide (DIOCS6) ile boyanan Arabidopsis ekotip ve
mutantlarinin 72 saat sonra gorunima (20x10 blyitmede)

DIOC6 fluorescent boya ile boyanan yapraklarda saglikli klorofil igeren hucreler
kirmizi, DAB solusyonu ve hiicre 6limi gergeklesenler ise siyah alanlar olarak
bulunuyorken Alternaria solani sporlar1 parlak sari-yesil renkte gorintulenmistir (Sekil
9). Ekotip ve mutant Arabidopsis yapraklarinda tesadifen sayilan 100 konidiospordan

¢imlenme ve penetrasyon gerceklesmemistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. DIOCG6 ile boyanan Arabidopsis thaliana bitkilerinde Alternaria solani
konidiosporlarin gelisim durumu

Bitki Cimlenme Penetrasyon Toplam spor sayisi
Ler - - 100
Col-0 - - 100
Npr - - 100
Pad4-2 - - 100
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DAB ile boyanan bitki yapraklarindaki hucre Olumlerini ve hastalik etmeni
konidiosporlar: arasindaki iliskiyi ortaya koyabilmek igin bitki 6rnekleri Trypan blue ile
boyanmistir. Arabidopsis yapraklarindaki damarlar kirmizi- kahverengi DAB solusyonu
ile boyanirken hiicrelerde herhangi bir DAB olusumu bulunmamstir. DAB ile boyanan
klorofili uzaklastirmak igin drnekler %96 etil alkole konuldugu igin ayni gorinttlerde
mavi konidiosporlar gorunttulenememistir. Etil alkol yaprak tzerinde ¢cimlenemeyen ve
penetre olmayan tim konidiosporlarin ylzeyden uzaklasmasina neden olmustur.
Dolayisiyla Arabidopsis hiicrelerindeki ani hticre 6limu ile konidiospor penetrasyonu
arasinda bir iligki gorilmemektedir (Sekil 10). Trypan blue sadece 6lu yada zarar

gOrmus hucreleri boyamaktadir.

Sekil 10. Zaman ¢alismasina tabi tutulan Arabidopsis bitkilerinde 72 saat sonra DAB ve
Trypan blue boyama sonucunda bitkilerin gorinimi ( 10X10 blyutmede)
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Sekil 11. A. thaliana bitkilerinde 72 saat sonunda DAB ve Trypan blue boyama ( 20X10
blyitmede)

Yaptigimiz zaman ¢alismasinda Arabidopsis thaliana ekotip ve mutant bitki yapraklar
uzerinde higbir konidiospor ¢cimlenmemis ve penetre olmamistir. Mikroskobik boyama
yontemleri  konidiosporlarin  ¢imlenmedigini ve hicrelere penetre olmadigini
gOstermektedir (Sekil 11).

4.2. Molekuler Cahsmalar

Arabidopsis thaliana ekotip ve mutantlar1 arasinda A. solani’ye karsi konukcu dis1
dayanikliligi molekiler dlizeyde ortaya koyabilmek igin 5 tane RAPD primeri
kullaniimigtir. Bu primerlerle elde edilen PZR Urinleri %1’lik agaroz jelde elektroforez

edilerek ekotip ve mutantlar arasindaki polimorfizm belirlenmeyecaligiimistr.
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B5 RAPD Primeri

Nprl

50 bp Ladder

Sekil 12. Ekotip ve mutantlar arasindaki polimorfiz (B5 RAPD primeri)

B5 RAPD primeri hem ekotipler hem de mutantlarda fazla amplifike Grina
olusturmamustir. Bu primer Ler ekotipinde 1 adet (55bp), Col-0 3 adet (215bp, 235bp,
300bp), Nprl mutantinda 2 adet (175bp, 300bp) ve Pad4-2 mutantinda 5 adet (50bp,
235bp, 295bp, 337bp, 387bp) band gdstermistir. 300bp band Col-0 ekotip ve Nprl
mutantinda ortakken, 235bp band Col-0 ekotip ve Pad4-2 mutant: arasinda ortaktir.
Ekotip ve mutantlarin kendi iginde ortak oldugu amplifikasyonlarin Grinti bu primerden

elde edilmistir.
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E3 RAPD Primeri
Nprl Pad 4-2 50 bp Ladder

Sekil 13. Arabidopsis thaliana ekotip ve mutanlar: arasindaki polimorfizm (E3 RAPD
primeri)

Zayif amplifikasyon drunlerinin fazla oldugu E3 RAPD primerinin kullanildig: bu PZR
caligmasinda ekotip ve mutantlardan elde edilen amplifikasyon miktar1 yine daha dnceki
baska arastiricilar tarafindan yapilan RAPD cahsmalarina nazaran dusiktir. Col-0
ekotipi 3 adet (124bp, 237bp, 375bp) band verirken, Pad4-2 mutanti 6 adet (30bp, 35bp,
47bp, 100bp, 175bp, 225bp, 350bp) amplifikasyon drini olusturmustur. 175bp bandi
Ler ekotipi ve iki mutantta ortak olmustur. Pad4-2 mutantinda sadece kendisinde
bulunan 3 adet zayif band gorulmustr.
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E4 RAPD Primeri

Nprl Pad 4-2 50 bp Ladder

Sekil 14. Arabidopsis thaliana ekotip ve mutanlar: arasindaki polimorfizm (E4 RAPD
primeri)

E4 RAPD primeri ekotip ve mutantlarda 2 ile 4 band arasinda amplifikasyon Grini
olusturmustur. Ler ekotipi ve Pad4-2 mutant: 175bp’lik band disinda ayri amplifikasyon
urtinlerine sahiptir. Yani aralarindaki polimorfizm orani ¢ok dustktir. Nprl’in band
drdnlerinin ikisi (175bp, 287bp), Col-0 ekotipi ve Pad4-2 mutantinda ortaktir.



30

G3 RAPD Primeri

Nprd _Pad4-2 Eolbpleadact

-— T -
— -

R

Sekil 15. Arabidopsis thaliana ekotip ve mutanlari arasindaki polimorfizm (G3 RAPD
primeri)

G3 RAPD primerinin kullanildigi bu PZR c¢alismasinda zayif bandlar fazla sayida
olmasina ragmen, amplifikasyon Grind tim ekotip ve mutantlarda 7-8 band seklinde
goralmustir. Tim ekotip ve mutantlar tarafindan ortak olan band Grtnleri yaninda, daha
cok Ler ekotipi ile Pad4-2 mutant1 ve Col-0 ekotipi ile Nprl mutant: arasinda benzerlik
gostermektedir. Col-0 ekotipi ve Nprl mutant: arasinda hi¢ polimorfizm yokken
bunlardan olmayan Ler ekotipinde 3 adet (50bp, 68bp, 127bp) band, Pad4-2 mutantinda
3 adet (58bp, 78bp, 127bp) band vardir. Ler ekotipi ve Pad4-2 mutant: arasinda 1 adet
(127bp) band ile polimorfizm mevcut olup bu band Col-0 ekotipinde mevcut degildir.
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H5 RAPD Primeri

Nprl S 50 bp Ladder

Sekil 16. Arabidopsis thaliana ekotip ve mutanlari arasindaki polimorfizm (H5 RAPD
primeri)

H5 RAPD primeri tim ekotip ve mutantlarda fazla sayida spesifik olmayan zayif
bandlar olusturmustur. Kuvvetli bandlar dikkate ahndiginda Ler ekotipinin 2 band
uranl (71bp, 175bp) Nprl ve Pad4-2 mutantlarinda da ortaktir. Nprl mutantindaki
farkli bandlardan 1 adet band:i Ler ekotipinden 1 adedini ise Col-O ekotipinde de
olmaktadir. Pad4-1 “deki ortak olmayan tek band (300bp) Ler ekotipi ile ortaktir.

Dogadan toplanan A. thaliana ekotiplerinde dayaniklilik genleri aktif olarak calisirken
mutasyona ugratilan bu genler veya onlarin ihtiya¢ duydugu orijinal yardimci genlerin
mutasyonu ile elde edilen mutantlarin ekotiplere gore daha hassas olacag: varsayilir.
Yapilan mikroskopi calismalarinda misel inokulasyonunda A. thaliana ekotip ve
mutantlar: tzerinde bir misel gelismesi bulunmus, fakat konidiospor inokulasyonunda

hastalik etmeninin gelisimi ortaya konamamistir. Misel inokulasyonunda yaprak tzerine
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yapilan igne ile delme islemi, patojenin yerlesmesine yardimci olmus ve misellerin hala
besi ortaminda gelismesine devam ediyor olmasi hastalik etmeninin konukguya
yerlesmesi icin basariyr artirmis olabilir. Nprl mutant bitkilerinin pad4 mutantlarina ve
ekotiplere gore hastalik etmenine daha hassas olmas: bu bitkilerin patojene kars1 6zel
PR proteinlerini olusturmamasindan kaynaklaniyor olabilir. Fakat yapilan spor
inokulasyonlarinda nprl bitkileri Gzerinde spor gelisimi ve penetrasyonun olmamasi
burada A. solani’ye kars: bitkinin savunma mekanizmasinin hala aktif oldugunu isaret
etmektedir. Bu konuda daha sonra yapilacak ¢alismalar icin farkl ekotip ve mutant
tohumlar1 kullaniimasi tavsiye edilebilir.

Molekdiler calismalar inokulasyon ¢alismalarina paralel yapilmistir. Bitkilerin DNA lar1
Uzerine tesadlfen yapisan RAPD primerleri kullanilarak ekotip ile mutant bitkiler
arasindaki polimorfizm ortaya konmaya calisilmistir. RAPD primerler ile yapilan PZR
reaksiyonlarinda polimorfik olan bantlar isaretlenmis ve aralarindaki farklar ortaya
konulabilmistir. Col-0 ile onun nprl mutant:1 ve Ler ile onun mutant1 pad4-2 arasinda
yukarida belirtilen polimorfizmler bulunmasina ragmen mutantlarda hastalik
gelismemesi bu polimorfizmlerin dayanikhilik ile ilgili olmadigi konusunda soru isareti
dogurmaktadir. Genelde yaygin gorus, RAPD primerlerinin gtvenilir bir markor
olmayisi, sonuglarin tekrarlanma oranmin disuk olmasi gibi faktorler géz 6nine
ahindiginda ¢alismaya spesifik SSR, CAPS, SNP markorlerinin ilave edilmesi gerektigi
dustnilmektedir.

Calismada misel inokulasyonunun spor inokulasyonuna gore daha dstun oldugu
anlasilmaktadir. Sporlarin ¢imlenme ve penetrasyonu 72 saat boyunca takip edilmis
fakat belirtilen zaman diliminde konidiospor gelisimi olmamistir. Konidiosporlarin
¢imlenme suresi uzun olabilecegi i¢in ¢calismanin zamanlamasinin 7 gline ¢ikarilmas: ve

pozitif kontrol olarak domates bitkilerinin kullanilmasi 6nerilebilir.
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4. SONUC

Bu calisma, genis konukgu listesine sahip olan, ekonomik olarak her yil biyuk
kayiplara neden olan ve domateste yaygin olarak gorilen erken yaniklik hastalik etmeni
Alternaria solani hastahgina karsi dayanikli bitkilerin olusturulmas: ¢alismalarinin bir
baslangi¢ olusturmak amaciyla yurutilmustir. Bu amacla Alternaria solani hastalik
etmeninin hastalik olusturmadigi Arabidopsis thaliana ekotipleri ve mutantlar
caligmada kullanilmistir. Calismada konukcu dis1 dayaniklilik mekanizmalarinin
incelenmesiyle dayaniklilik genlerinin  calisma mekanizmalarmin  belirlenmesi
amaclanmigtir. Calismanin planlanmasinda Arabidopsis thaliana ekotiplerinin patojene
kars1 hastalik olusturmayacagi bunun aksine dayaniklilik mekanizmas: mutasyona
ugratilan mutantlarda hastalik gorilecegi varsayilmistir. Degisik Alternaria solani
izolatlarmin farkli mutantlardaki hastalik gelisim orani ve seyri incelenip, bitkilerin bu
patojene karsi olusturdugu dayaniklilik mekanizmasinin aralanmasi ve konukgu patojen
arasindaki iligkileri tanimlamasi amacina karsin, Arabidopsis thaliana mutantlarinda
beklenen hastalik gelisimi yaygin bir sekilde gdzlenememistir. Dolayisiyla ekotip ve
mutantlar arasinda hastalik etmenine kars1 agik sekilde farklilik gérilmemesi nedeniyle
molekiler duzeyde ekotip ve mutantlar arasinda olusan polimorfizmlerin dayaniklilik
mekanizmasiyla iliskileri de yeterli diizeyde yorumlanamamistir. Ekotip ve mutantlar
arasinda dayaniklilik acisindan fazla fark olmamasina karsin molekuler diizeyde
polimorfizm olusmasi, dayaniklik lokuslari disinda baska bolgelerin de mutasyona
ugramast ve polimorfizmin bundan kaynaklanabilecegi ya da dayaniklilik
mekanizmasinda mutasyona ugratilan bolgeler disinda diger baska genlerin de etkili
olabilecegi seklinde yorumlanabilir. Bu konuda ileride yapilacak ¢alismalarda farkl ve
fazla sayida mutant ve ekotiplerin calisma kapsamina alinmasi konunun biraz daha

acikhga kavusturulmasinda yardimci olacaktir.
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Ek 1:
Cizelge 4. Arabidopsis ekotiplerinde Alternaria solani’n 6 no’lu izolat1 ile yapilan
inokulasyon

e« Ler Col-0

= 1. SAKSI 2. SAKSI 1. SAKSI 2. SAKSI

ff INOKULASYONU | INOKULASYONU | INOKULASYONU | INOKULASYONU
@1 |2|3|4a|5|1|2|3|4a|5|1|2|3|4|5|/1]2]|3]|4]5
1 - - - - -+ |- - - - |+

2 - - - - - - - - + + | -

3 - -l -+ -] - - - - - - + | - -

4 + - - - - |+ - - -] -

5 + - - - + - |+ - - -+ - |-+ + ]+ -
6 - -+ - - - -+ |+ - - - -

7 - - -] - - - -

8 - - -

Cizelge 4’e bakildiginda Arabidopsis thaliana Ler ekotipinde 9/50 = 0. 18 ve Col-0
ekotipinde 9/36 = 0.25 olarak sayilmistir.

Cizelge 5. Arabidopsis mutantlarinda Alternaria solani 6 nolu

izolat1 ile yapilan

inokulasyon

e Npr Pad 4

= 1. SAKSI 2. SAKSI 1. SAKSI 2. SAKSI

,E INOKULASYONU | INOKULASYONU | INOKULASYONU | INOKULASYONU
m|1|2[3]4]|5]1]2|3[4|5/1|2|3|4]5|/1]|2|3]|4]5
1 - - - + + - - + - - + | - +
2 + - - - + +| + - - -
3 + - + - - |+ + - - - + | - - -
4 + | - - - - - - - -+ - -
5 - -+ -+ - + -

6 - - - - - - - -
7|+ + -+ -+ - -

8 | +| - + + | -

Cizelge 5’e bakildiginda Arabidopsis thaliana Npr mutantinda 14/38 = 0.37 ve
Pad 4 mutantinda toplam 12/43 = 0.28 olarak gozlenmistir.
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Cizelge 6. Arabidopsis ekotiplerinde Alternaria solani’n 2 no’lu izolati ile yapilan
inokulasyon

Ler

Col-0

1. SAKSI
INOKULASYONU

2. SAKSI
INOKULASYONU

1. SAKSI
INOKULASYONU

2. SAKSI
INOKULASYONU

1 123|415

112131415

112]3]4|5

112 13]4]5

- - + -

+ + -

- - |+

+ |+

-

+ - - -

® |~ [o |0 & [ |~ |- | BITKILER

Cizelge 6’a bakildiginda Arabidopsis Ler ekotipinde toplam 9/52 = 0.17

ekotipinde toplam 8/35 = 0.23 olarak gozlenmistir.

ve Col-0

Cizelge 7. Arabidopsis mutantlarinda Alternaria solani 2 nolu izolat1 ile yapilan

inokulasyon
e« Npr Pad 4
= 1. SAKSI 2. SAKSI 1. SAKSI 2. SAKSI
ff INOKULASYONU | INOKULASYONU | INOKULASYONU | INOKULASYONU
m|1(2|3|4|5(1|2|3|4|5|1|2|3[4|5|1]2|3|4]5
1|+ -+ |+ - - -] - -+ - +
2 |+ + -+ |+ -] - + - - - -
3 | - - - - - G R I (RS IR
4 | + - + + | + | - - - - - -] -] -
5 - + + | + - - - - - + -
6 | - - - - - - - -
7 + + + | -+ |+ |- + - -
8 - - - - -
Cizelge 7e bakildiginda Arabidopsis Npr mutantinda toplam 16/31 = 0.52 ve Pad4-2

mutantinda toplam olarak 13/55 = 0.24 olarak g6zlenmistir.
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