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Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst), bugdayda sar1 pas hastaligina sebep
olan obligat, biotrofik bir mantardir ve diinya ¢apinda bugdaya en fazla zarar veren
patojendir. Basta Tiirkiye olmak {iizere diinya bugday iiretimi i¢in en biiyilik

problemlerden birini olusturmaktadir.

Bu tez galismasinda, direng mekanizmasinda rolii oldugu diisiiniilen Pst’ye ait
aday efektor gen PstHal2j12’nin 342 baz uzunlugunda olan kismi sentezlettirilmistir.
Sentezletirilen gen fragmaninin 180 baz uzunlugundaki boliime 6zgiin primerler
dizayn edildi. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltildi ve susturma vektorii
olan pSL039B-1 vektoriine klonlanmasi amaglandi. Daha ileriki asamada Avocet
Yrl0 bugday c¢esidinden enzimatik yolla protoplast hiicrelerinin izolasyonu
amaglandi. PZR ile PstHal2j12 gen fragmani c¢ogaltimi1 basariyla gergeklesti ve
transformasyon sonucu klonlar elde edildi. Sekansa gonderilen klonlarin analiz
sonuglarmma gore klonlama isleminin basarisiz oldu, Avocet Yr10’den protoplast
izolasyonu gerceklesti fakat biliylimeleri i¢in konulduklar1 ortamda olusan
kontaminasyondan dolayr tek bir hiicreden yeni bir bitki olusumu

gerceklestirilemedi.

Anahtar Kelimeler: Bugday, Puccinia striiformis f. sp. tritici, bitki immiin sistemi,

klonlama, protoplast.



ABSTRACT

Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst) is an obligate, biotrophic fungus which
causes yellow rust disease and it is the major patogen that gives destruction to the
wheat around the world. Especially Turkey, one of the biggest problems for world

wheat production.

In this thesis, the 342 base pair of PstHal2j12 gene, which has an important
role on resistance mechanism in Pst, was synthesized. The primers specific to the
180bp of the synthesized gene fragment were designed. After amplified by PCR
reaction, the gene fragment was aimed to inserted into the silence vector pSL039B-1.
further studies, wheat cultivar Avocet Yrl0 cells protoplast isolation with enzyme
aimed. PstHal12j12 gene fragment was amplified by PCR succesfully and the clones
were obtained after transformation. According to the results of clones sequence
analysis the clonning process failed, protoplast isolation from Avocet Yr-10 was
perfomed successfully but there was no plant growing observed since the culture

medium was contaminated.

Key words: Wheat, Puccinia striiformis f. sp. tritici, plant immune system, cloning,
protoplast.



TESEKKUR

Beni 6grencisi olarak kabul edip, kendisiyle ¢aligma sansi tantyan ve bu siire¢
icerisinde bilgi ve deneyimlerini sevgi ve anlayisiyla harmanlayarak maddi ve
manevi her tiirlii destegi saglayan, akademik hayatima yon vermemde biiyiik 6nemi
olan Prof. Dr. Mahinur S. AKKAYA’ya ve Dog. Dr. Hatice OGUTCU’ye,
calismamin laboratuar asamasinda karsilagtigim giicliikklerde sabirli ve sevecen
yaklagimiyla yardimlarini esirgemeyerek degerli fikirlerini paylasan, saymn Yrd. Dog.

Dr. Aslithan GUNEL’e ve Yrd. Dog. Dr. Burcu ARSLAN CETIN’e tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans tez calismam siiresince yardimci olan laboratuar arkadaslarim
Yagmur AKSOY’a, Bayantes DAGVADORJ’a, Kutay OZTURK’e, Caglar
OZKETEN’e, Ayse ANDAC’a ve Dilay KIZISAR’a tesekkiir ederim.

Manevi ve maddi desteklerini hi¢ bir zaman esirgemeyen, bugiinlere
gelmemde en biiyiikk paya sahip olan ve akademik caligmalarimi her zaman
destekleyen sevgili babam Mehmet TEKINER e, sevgili annem Giilser TEKINER e,
agabeylerim Dervis TEKINER ve Yunus TEKINER e tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

O Z ettt ettt ettt |
ABSTRACT ..ottt ettt n sttt es et en st s et an st n e aan e i
TESEKKUR .....ooiiiitiiieeieteeie ettt s st nas s s enss s s sansnans iii
ICINDEKILER ....oocoiiitiiiiceeieiceteee ettt iv
TABLOLAR LISTESI....coiiiiiiiiiieieisiceceee ettt vii
SEKILLER LISTESI ..ottt ettt ettt viii
SIMGELER VE KISALTMALAR .......ccceooietiieietieeiesesistese s s eses s, X
L R ) 0 21 £ 1
LI BUGDAY ..ottt ettt n st 1
1.2. SARI PAS HASTALIG .....cotiieiiieceeieeeeeeete e eee et 3
1.3. SARI PAS ENFEKSIYON SURECT ......cccviiiiieieceeeeeee e, 6
1.4. PSTHAI2J12 GENI ...oioiiiececeeeeeeeeeeeess st 7
1.5. BSMV SUSTURMA VEKTORU PSLO39B-1PDS ........c.coceoovivrrriirrsrenennnnen. 8
1.8. PROTOPLAST ..ottt en st as sttt sn st an s 9

2. KURAMSAL CERCEVE .........c.ooiiiiiieiieeeeeseeeesessess s s senesiasnensenenes 12
2.1. DAYANIKLILIK GENLERI (R GENLER) .......ccoovviiiieieeeseceeseee e, 13
2.2. HIPERSENSITIF TEPKI........coviiiiieeiiececee e, 14
2.3. BITKI IMMUN SISTEM......c.ciiiiiiieeieeeccee e, 15
3. MATERYAL VE YONTEM ........ccccooooiiiiiiiieeeeeeeseee s senesesesas s, 17
3.1 MATERYALLER ..ottt 17
311 KIMYASAIIAr ... 17
3.1.2. Alet ve EKIPMANIAT ......c.ooiiiiiccce e 17
3.1.3. Tampon ve COZEILIET .......c.eiviiiiiiiiiiiie e 18
3.1.4. Bitki Materyalleri ve Biiylime Kosullart...........cccccovviiiiiiiiiiieiiiiciiens 19

3.2, YONTEM ..ottt st 19



3.2.1. Psthal2j12 Gen SeKaNSI.......cccovvviiieiiiiiiiieiinie e 19
3.2.2. Psthal2j12 Gen fragmam I¢in Dizayn Edilen Primerler.......................... 20
3.2.3. Primer Hazirlanmast ........cooveiiiiiiieiiiiciicce e 20

3.2.4. DNA Fragmentinin Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

COZAIIIMAST ..vveiiiii e 21
3.2.5. Agaroz DNA Jeli Hzirlanmasi ve PZR iirlinlerinin Goriintiilenmesi....... 21
3.2.6. PZR Uriinlerinin Saflastirtlmast........cceeueveveveeeeeeesieeee e, 22
3.2.7. Plazmit IZOIaSyONU .......cccvveeieiieieieieccee et 22
3.2.8. Psthal2j12 Gen Fragmaninin pSL039B-1 Vektoriine Klonlanmasi........ 23

3.2.8.1. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile Psthal2j12 gen fragmaninin

ve pSLO39B-1vektorinlin Kesilmesi.........ccocvrviiieiiiieniccc e 23
3.2.8.2 Jel ekstraksiyon kiti ile DNA saflagtirilmast.........cccccoveeeniiiiininnnnnn. 24
3.2.8.3. LIQASYON ...ttt 25
3.2.8.4. Kompetent hiicre hazirlanmasi...........cccccovoveiiniicniciccceee 25

3.2.8.5. Ligasyon iriininiin E.coli DH50 kompetent hiicrelerine

ErANSTOIMASYONU .....vviiiie e 26
3.2.8.6. Pozitif kolonilerin degerlendirilmesi ...........ccccovvviiiiiiniiiiiciiicnn 27

3.2.9 Protoplast 1ZolaSyonu............cc.eevviriveiieeisiieeieessee e, 27

4. BULGULAR VE TARTISMA .......oooiiiiiiiiiic s 30
4.1 DNA FRAGMENTININ PZR ILE COGALTILMASI ......cccccooovvevrerererercnnes 30
4.2. PZR URUNU SAFLASTIRILMASI .....c.cceceiiiiiriiereiiieeeeieees e 31
4.3. PLAZMIT IZOLASYONU.......ooiiiiiiiiiereiiiieieee et 31

4.4. RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZ ENZIMLERI ILE PSTHA12J12 GEN

FRAGMANININ VE PSL039B-1VEKTORUNUN KESILMESI .........ccccccuuc..... 32
4.5. JEL EKSTRAKSIYON KITi ILE DNA SAFLASTIRILMASI............c......... 33
4.6. LIGASYON VE TRANSFORMASYON.......ccceootiriiiieiiicreiieeisseie s 34
4.2. POZITIF KOLONILERIN DEGERLENDIRILMESI .......cc.cccooovvviveiirinnnes 35



4.8. SEKANS AN ALIZL ...oooeoee oo ettt e e e e ee e e e e ee e eer e e e sreens 37

4.9. PROTOPLAST IZOLASYONU.....c.coiiriiiieiieeieiieieeeeie e, 38
5.SONUC VE ONERILER. ...........c.ccovisiiiiieieteeeeeeeeesse e 40
B. KAYNAKLAR .....ooovirerieieeeeeeee e sesees st sssss st sssan s es s 42
EKLER ...cooieeeeceeteveseeeeee sttt ansn s as s sesnesn s sneed 48
1. pSLO39B-1 PLAZMIT SEKANSI......ooiviieiecieieseseeseeeis s 48
L0 Y7€) 00117 1 15T 49

Vi



TABLOLAR LiSTESI

Tablo 1.1. Ekmeklik bugdayin bilimsel siniflandirmasi..............cccceevrieniiiereniennennens 2
Tablo 1.2. Diinyada bugday Gretimi..........c.ecvevviecieiierieeieiiesie et eae e seeas 3
Tablo 1.3. Pst’in bilimsel sin1flandirmasi.............cceeeerieeiiiienieiecieieceeceee e 4

Tablo 1.4. Pst’ye ait haustorya cDNA kiitiiphanesindeki genler ve tahmini olarak

kodladig1 proteinlerin homoOIOJileri........c.eoviviiiiiiiiciicc e 8
Tablo 2.1. Konukgu bitki-patojen ilisKileri..........ccuevvirvierieriieieiicieciecreeeeeee e 12
Tablo 3.1. Kimyasallar ve tiretici firmalar..............cccoocvevvieiiiiene e 17
Tablo 3.2. Kullanilan alet ve eKipmanlar.............c..ccoevveiieriieieeieieceecee e 17
Tablo 3.3. PstHal2j12 gen fragmanina 6zglin primerler..............ccoovvivierereniennnnnns 20
Tablo 3.4. PZR bilesenleri ve miktarlart............ccoceeevieieoiicieeieeeeieceeeeece e 21
Tablo 3.5. PZR KOSUIAIT........c..coviiiiiitiiieeeeeeeeeteeee ettt ettt 21
Tablo 3.6. Restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesim reaksiyon karigimi........... 24
Tablo 3.7. Ligasyon bilesenleri ve kullanilan miktarlar.............ccoccooevioniniiiinenn. 25

vii



SEKILLER LISTESI

Sekil 1.1. Diinyada sar1 pas hastaliginin dagilimi.........c.ccooveviiiiiiiicicee, 3
Sekil 1.2. Bugday yapragi ve basaklarinda sart pas..........cecceeeeeeivienieesiienieeieeneeenees 4
Sekil 1.3. Pst’ye ait yagam dOnGUST........cc.eeevierieeiiieeieerieeieenite et 5
Sekil 1.4. Pst’nin gelisimi ve bitkinin hiicresel tepKisi.........cccvevierciienienieeiieneeenen. 6
Sekil 1.5. pSLO39B-1 vektOrintin haritast..........cccveecveerieriienienieeie e erie e 9
Sekil 2.1. Bitki immiin sistemi gosteren zikzak modeli...........ccccevvevieriineriiierennne. 16
Sekil 3.1. PstHal2j12 gen SeKanS1........ccceecuieiiiiiiiiieeiiecie e 20
Sekil 3.2. Avocet Yr10 bugday tiiriinden protoplast izolasyon asamalart.................. 29

Sekil 4.1. pBSK-PstHa12j12 gen fragmaninin PZR ile amplifikasyonu sonucu agaroz

JEL @OTUNTTSTL. ..ttt ettt nbe e nreere e 30
Sekil 4.2. PZR ile ¢ogaltilan PstHal2j12 gen fragmaninin saflastirilmasit................. 31
Sekil 4.3. pSLO39B-1 vektoriinden plazmit 1zolasyonu...........ccccceeevverieneeieeniennnenes 32

Sekil 4.4. Restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle muamele edilmis PstHal2j12 gen

fragmanin PZR {irtinii ve pSLO39B-1PDS vektoriiniin jel gorintlsii.............coc....... 33
Sekil 4.5. Agaroz jelden geri kazanilmis restriksiyon enzim kesim {riinleri............. 34

Sekil 4.6. LB-Agar/Amp’li besiyerinde pSL039B-1-Psthal2j12 geninin tasindig:

tahmin edilen rekombinant E.coli KOIONIEri.......coooveeieie 35

Sekil 4.7. Transformantlardan elde edilen plazmit DNA konsantrasyonlarmin

NaANODIOP SONUCIATL. ... 36

Sekil 4.8. PstHal2j12 gen fragmanini tasidigini varsaydigimiz transformantlarin

restriksiyon kesim analiz sonucu agaroz jel gorintlisl.......cccoevvvrriveeiiieeniieeniieeenie, 37

Sekil 4.9. Sckans analiz SONUGIATT.............cccouiiiiiiiiiiiiece e 38

viii



Sekil 4.10. Avocet Yr10 bugday tiiriinden elde edilen protoplast hiicreleri



SIMGELER VE KISALTMALAR
Pst: Puccinia striiformis tritici
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1. GIRIS

Tahillar insanoglunun varolmasindan giiniimiize kadar tiiketilen baslica besin
kaynaklarindan biridir. Tahillar igerisinde ekim alani ve besin degeri en fazla olan

bitki bugdaydir.

Bitkiler dogada diger canlilar ile etkilesim halinde olmakla birlikte
yararlarinin yaninda zararlarina da maruz kalabilmektedirler. Konak olarak bugdayi
secen ve hastaliklara sebep olabilen bakteri, viriis, nematod ve mantarlar vardir.
Puccinia striiformis tritici’de bunlardan biridir ve sar1 pas hastaligina sebep olur. Bu
mantart digerlerinden ayiran 6zelligi yaprak, sap ve basak kisimlarinda sar1 renkli
cizgi seklinde piistiiller olusturmasidir. Konak bitki patojenin saldirisina ugradigi
zaman patojenden salgilanan efektor molekiilleri bitkide bulunan direnglilik genleri

(R genler) tarafindan taninir ve sinyal iletimi ile immiin sistem aktif hale gelir.

Bitkilerde hastaliklar1 6nlemek amaciyla kimyasal yontemler uygulanmistir
fakat kimyasallarin ¢evreye ve insan sagligina olan zararlarindan dolay1 pek tercih
edilmemektedir. Bunun yerine biyoteknolojik ydntemlerden yararlanarak hastalik
olusturan patojen ve konak bitki arasindaki iligskiyi anlayip ¢oziimler iiretilerek daha
basarili ve saglikli sonuglarin elde edilebilecegi diistiniilmektedir. Bu sebeple bu tez
calismasinda bitki diren¢ mekanizmasinda rolii oldugunu disiindiigiimiiz aday
efektor geni olan PstHal2j12 gen fragmanimi PZR ile ¢ogaltilip susturma vektori
olarak kullanilan pSL039B-1 vektoriine klonlanmasi amaclanmigtir. Daha sonraki
asamada ise Avocet Yr10 bugday protoplast hiicrelerinin izole edilip PstHal2j12 gen
fragmanmin protoplast hiicrelerine aktarillarak bitkide meydana getirdigi

degisikliklerin incelenmesi amaglanmastir.
1.1 BUGDAY

Tahillar diinyada kiiltiire alinan ilk bitkilerdendir ve ekonomik anlamda en
yaygmn olarak kullanilan ¢igekli bitkiler igerisinde yer almaktadir’. Ulkemizde
islenen tarim alanlan igerisinde tahillarin oran1 % 52’dir ve insanlar tarafindan
tiikketilen baslica besin kaynagidir. En fazla ekim alani ile bugday tahillar arasinda ilk

sirada yer almaktadir®.



Insanoglu bugday1 10.000 yildan beri yetistirmesine ragmen ancak M.O. 8000
yillarinda kiiltiire almmistir®. Bugday bitkisinin kdkeni Giineybati Asya kabul edilen
Anadolu’nun dogusudur. Ayrica Tiirkiye, Suriye, Irak ve Kafkasya’da yabani bugday
tiirleri bulundugundan dolayr bu bolgenin gen merkezi olarak kabul edilmesi

gerektigi belirtilmektedir”,

Tablo 1. 1. Ekmeklik bugdayin bilimsel siniflandirmasi

Alem Plantae — Bitkiler

Sube Magnoliophyta — Cigekli bitkiler
Sinif Liliopsida — Tek ¢enekli bitkiler
Ordo Cyperales

Familya Poaceae — Bugdaygiller

Cins Triticum — Bugday

Tiir Triticum aestivum

Bugday tanesinin igerigindeki glutenden dolayir makarna, biskiivi ve unlu
mamiillerin iiretiminde®, alkollii iceceklerin kaynag1 olarak, sentetik kaucuk ve
patlayict maddelerin yapiminda kullanilmaktadir. Bugday tanesi 6giitiildiikten sonra
geriye kalan kepek kismi ise hayvanlarin beslenmesinde kullanilir. Ayrica yetisme
sartlar1 g6z Oniine alindiginda kolay yetistirilebilmesi, ¢evre sartlarina uyum
saglayabilmesi, depolanmasinin kolay olmasi ve besin yoniinden zengin maddeler

icermesi bugdayim 6nemli bir bitki olmasini saglayan ézelliklerdendir®.

Diinyada yillik bugday iiretimi 600 milyon tonun iizerindedir ve 2020’ye
kadar bu miktarin yaklagik 1000 milyon tonu asmasi tahmin edilmektedir.
Tiirkiye’nin bu tiiretime katkisi FAO’nun (Food and agriculture organization)

verilerine gore 19.3 milyon tondur ve ilk 10 {ilke arasinda yer almaktadir (Tablo 1.2).



Tablo 1. 2. Diinya’da bugday tiretimi (www.fao.org, 2011)
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1.2. SARI PAS HASTALIGI

Sar1 pas hastalig1 Pst’nin tahrip edici etksi nedeniyle diinya ¢apinda 6nemli
bir pas hastaligidir. Antartika haric 60’tan fazla iilkede sar1 pas hastaligina

rastlanrnamlstlr6 :

Sekil 1. 1. Diinyada sar1 pas hastaliginin dagilim: (CABI, 2000).

Cizgi pasi olarak da bilinen sar1 pas hastaligi ilk kez Gadd ( 1777) tarafindan
tanimlanmustir. Hastalik hakkinda ilk rapor ve bilgiler Hassebrauk (1965), Stubbs
(1985), Line (2002), Li ve Zeng (2003) tarafindan verilmistir’.


http://www.fao.org/

Tablo 1. 3. Pst nin bilimsel siniflandirmasi

Alem Fungi

Sube Basidiomycota

Sinif Urediniomycetes

Ordo Uredinales

Familya Pucciniastraceae

Cins Puccinia

Tiir Puccinia striiformis
Varyete Puccinia striiformis tritici

Sar1 pas hastaligina sebep olan Pst obligat, biotrofik bir mantardir. Tahillarin
sap, basak ve yapraklarinda goriiliir. Yapraklarin {izerinde sar1 renkli ¢izgiye benzer
dikis seklinde piistiiller olusturur. Pistiiller yazlik sporlarin tiretildigi yerlerdir. Sari
pas hastalifi bugday haricinde yaklasik 300 adet kiiltiir ve yabani bugdaygiller

familyasina ait tiirde de hastaliga sebep olmaktadir ama ana konak bitkisi bugdaydlrs.

Basaklar tizerinde
tredinialar

-
X
=y
oAy

Urediasporlar (400X) Teliosporlar (400X)

Sekil 1. 2. Bugday yapragi ve basaklarinda sar1 pasB.

Sar1 pas hastaligi bitki gelisiminde en erken goriilen pas mantaridir ve
baslangic enfeksiyon noktasinin Gtesinde siirekli yayillma gosteren tek bugday
pasidir’. Bu hastalikla miicadele etmek ve enfeksiyon sirasinda bitkide ne gibi
degisiklikler oldugunu anlayabilmek i¢in patojenin yasam dongiisiiniin bilinmesi
gerekmektedir. Sar1 pasin yagam dongiisii iki sathadan olusmaktadir bunlar; {iredinial
(yazlik sporlar) ve telial (kislik sporlar) sathalardir. Patojenin {iredosporlar1 yuvarlak

veya oval, ¢eperleri dikenli, ic veya dort adet olan porlar ise yiizey iizerine



dagilmistir. Teliosporlar ise uzunca, hiicre ¢eperi kalin ve diiz iki hiicreli, bu hiicreler
aras1 hafif bogumludur. Bugday tarlalarinda ilkbaharda hava sicakligmin 10-15 °C
arast oldugu zaman nem ile birlikte hastalik goriilmeye baslar. Cizgi gibi uzunlu
kisali dikis benzeri piistiillerin i¢inde patojenin yazlik sporlar1 olusur. Bu piistiiller
limon veya portakal rengindedir. ilkbaharda bu piistiillerden olusan milyonlarca
yazlik spor riizgar ile cevreye dagilarak uygun kosullar saglandiginda bugday
bitkilerine bulasip yeni piistiiller olustururlar. Hastaligin olusumunda sicaklik ve nem
cok &nemlidir. Uredosporlarin ¢imlenip konukguya giris yapabilmesi icin % 100'e
yakin oranda neme veya yagisa gereksinim vardir. Mevsim sonunda tiredosporlarin
yataklarindan ayni piistiillerde siyah renkli teliosporlar (kislik sporlar) olusur ve
hayat devresinde bir 6nemi bulunmamaktadir. Patojen yaz mevsimini, yiiksek rakimli
bolgelerde canli kalan yabani bugdaygillerde, kis mevsimini ise gilizlik ekilen
bugdaylar iizerinde lirediospor veya iirediomisel halinde gecirir. Pas mantarinin
inkiibasyon siiresi 12-14 giin ve ara konukcusu bilinmemektedir. Fakat son yapilan
aragtirmalara gore Berberis, Valerianella ve Mahonia’nin alternatif konaklar

olabilecegi bildirilmektedir®.
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Sekil 1. 3. Pst’ye ait yagsam déngﬁsﬁg.




1.3. SARI PAS ENFEKSIYON SURECI

Pst’ye ait aseksiiel hayat dongiisii iy1 bir sekilde tanimlanmistir. Hava ile
taginmis olan iirediniosporlar bitki yiizeyinde ¢imlenir ve stoma agikligi boyunca
bitki igerisine girer. Stoma boslugunun igerisinde 3 adet enfeksiyon hiflerinin
gelistigi bolgede bir adet substomatal vezikiilii olusmaya baglar. Bir enfeksiyon hifi
ve konak mezofil hiicresi arasinda kontakt (baglanti) kurulmak {iizere iken ana
haustorya hiicresi farklilasir. Mezofil hiicre duvarina dogru dallanan enfeksiyon
kancasi gelisir ve mezofil hiicresinin igerisinde haustoryum olusur. Yaprak boyunca
gelisen, daha cok haustorya olusumunu saglayan hiicreler arasi dagitict (runner) hif
meydana gelmesi daha fazla kolonizasyonu saglar. Enfeksiyondan 14 giin sonra
aseksiiel yagam dongiisii tamamlanir ve urediniosporlar yaprak yiizeyine ¢ikarak sari
pasa Ozgii olan sar1 pistiller meydana gelirl0. Patojenin gelisiminin farkl
sathalarinda sar1 pasa ait farkli R genleri goriilmesi enfeksiyon siirecini anlamayi
zorlagtirmaktadirl1. Enfeksiyon siirecinin bilinmesinin en iyi yolu hiicresel ve

molekiiler mekanizmalarin arkasindaki irka 6zgii dayanikliligin anlagilmasidir’®.

Sekil 1. 4. Pst gelisimi ve bitkinin hiicresel tepkisi (A) Cimlenen iirediniospor (GU),
substomatal vezikiil (SSV), birinci enfeksiyon hifi (IH) ve dagitici (runner) hifi (RH).
(B) Dagitict (runner) hifinin uzunlugu boyunca olusan haustorya ana hiicresi(HMC)
(C) Mezofil birincil (1°HCD) ve ikincil (2°HCD) hipersensitif hiicre 6liimii. (D)
Cokmiis mezifil hiicreleri (MCC). Biitiin resimler 72 hpi(hour post inoculation=saat
sonra indkiilasyon) Avocet 6/Yrl ve Yrl-avirulan izolatinin 232E137 ile etkilesimi
Bar=50 mm*,



1.4. PSTHA12J12 GENI

PstHal2j12 geni Pst tiiriine ait bir gendir. Bu gen Pst ile yiiksek diizeyde
enfekte edilmis hassas ekmeklik bugday da olusan haustorya elde edildikten sonra
yapilan cDNA sekans analizi sonrasinda elde edilmistir. Yin ve ark.,* tarafindan
yapilan g¢alismada haustoryada ifade edilen tiim RNA’lardan (ribo niikleik asit)
mRNA’lar elde edilerek olusturulan c¢cDNA kiitiiphanesinden gen sekanslar
bulunmustur. Sekans sonucu elde edilen EST’ler (Expres Sequence Tags) BLAST
yapilarak diger protein ve patojenlerle arasindaki etkilesime bakilarak 15 adet gen
belirlenmis ve PstHal2j12’de bu genlerden bir tanesidir (Tablo 1. 4). Bu genin
anlatim seviyesi analizlerine gore Pst ile muamele edilmis yapraklar iirediniosporlara
gore 100 kat daha fazla anlatim gergeklestirmistir ve sekans sonucunda bitki genomu
ile homoloji gostermemektedir. Pst ile enfekte edilmis yapraklarin anlatim
diizeylerinin artmasi bu genin patojen tarafindan salgilanip bitkide hastalik

olusturmada 6nemli bir role sahip oldugu goriilmektedir.

Giliniimiize kadar yapilan c¢alismalarin incelenmesi sonucunda PstHal2j12
yeni bulunan bir gendir. Bu genin fonksiyonu ve kodladigi proteinin diger
proteinlerle etkilesimi heniiz bilinmemektedir. Hulbert H. S. ve ark. (2010)
yaptiklar gen susturma ¢alismalarinda PstHal2j12 geninin anlatim seviyesinde % 53
azalma tespit etmigler ve BMSV-VIGS yontemi ile PstHal2j12 geninin yaziliminin

baskilanabilecegini gostermislerdir.



Tablo 1. 4. Pst’ye ait haustorya cDNA Kkiitiiphanesindeki genler ve tahmini olarak

kodladig1 proteinlerin homolojileri“.

Gen GenBank  Boyut Homoloji

No (a.a)
PstHa2a5 GH737102 117 P.graminis’de tahmin edilen protein
PstHa9F18 GH737274 259 P.graminis’de tahmin edilen protein
PstHal2a4  GH737444 289 P.graminis’de tahmin edilen protein
PstHal2j12 GH737467 133 Homolojisi yok
PstHal5N21 GH737567 98 Homolojisi yok
PstHa2108 GH737139 92 Kabul edilen siilfat transportir
PstHa5a23  GH737046 108 Homolojisi yok
PstHa6i16 GH737950 73 P.graminis’de tahmin edilen protein
PstHa8F13 GH737007 116 Homolojisi yok
PstHa2c7 GH737231 204 P.graminis’de tahmin edilen protein
PstHal683  GH737129 87 Homolojisi yok
PstHal0OF24 GH737323 56 Homolojisi yok
PstHaléD6 GH737598 66 Aspergillus niger’de tahmin edilen protein
PstHa9C13 GH738022 65 P.graminis’de tahmin edilen protein
PstHal2h2  GH737173 70 Homolojisi yok

1.5. BSMV SUSTURMA VEKTORU PSL039B-1PDS

Arpa ¢izgi mozaik virlisii (BSMV) Hordeivirus grubuna ait arpay1 enfekte eden bir

virlistiir. Asil konak olarak kullandigi bitki arpa olmasina ragmen bugday bitkisinide

enfekte edebilmektedir. BSMV genomu ii¢ boliimden olusmaktadir a, B, 715.

pSLO39B-1PDS vektoriiniin yapisinda 185 baz uzunlugundaki PDS geni Pacl ve

Notl enzimleri ile kesilip yerine PstHal2j12 gen fragmani konulmak iizere

tasarlanmistir. pSLO39B-1PDS vektorii Steven R., Scofield of Purdue University,

USA’dan temin edilmistir.
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Sekil 1. 5. pSL039B-1PDS vektdriiniin haritas:.

1.6. PROTOPLAST

Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan yontemlerden biri protoplast
izolasyonu ile gen aktarimidir. Bitki hiicreleri seliilozdan olusan bir hiicre duvariyla
cevrilmis ve doku igerisindeki hiicreler birbirlerine zengin bir matriks ile baglidirlar.
Mekanik ya da enzimatik yollarla bitki hiicre duvarmin uzaklagtirilmasi sonucu
olusan yapiya da protoplast denir.

Protoplazma ismi ilk kez Purkinje tarafindan 1840 yilinda ve daha sonra Von
Mohl tarafinda 1846 yilinda Onerildi. Protoplazma bugiin bildigimiz en kompleks
yapilardandir. Canli protoplazma organizmadan organizmaya ve hiicreden hiicreye
yapist degisse de ortak metabolizma, biiylime, iireme ve uyarilabilme 6zelliklerinin
fazla degismedigi gozlenmektedir.

Yiiksek yapilt bitkilerde mekanik yolla protoplast izolasyonu ilk kez 1892°de,

1960’1 yillarda ise enzim uygulamas: yoluyla canli protoplast izolasyonu



gerceklestirilmistir. Protoplast ¢aligmalarinin temel amaci, bir tek hiicreden yeni bir
bitki olusumunu saglayabilmektir'®. Protoplastlardan bitki rejenerasyonu ilk kez
tiitin  bitkisinde gerceklestirilmistir'’. Giiniimiizde ise tek yillik bitkiler'®,
baklagiller'® ve cok yillik bitkilerde® protoplast kiiltiirii ¢aligilmustr.

Protoplastlar genellikle dokularin protoplast yapisini ve canliligini koruyacak,
osmotik basincin sabit kalmasini saglayacak, hiicre duvarin1 pargalayacak enzimlere
maruz birakilarak izole edilir. Basarili bir protoplast izolasyonu; kullanilan doku ve
hiicrelerin fizyolojik durumuna, kullanilan enzimlere, soliisyon bilesimlerine,
osmotik  basincin  stabilizasyonu  saglayacak  maddelerin  yapisina  ve

konsantrasyonuna baglidir.

Protoplast izolasyonunda genel olarak yapraklar kullanilir. Geng bitkiler
veya yeni siirglinlerden alinan tam olarak agilmis yapraklar protoplast izolasyonu
icin uygundur. Yapragin yasi ve yapragin alindigi bitkinin yetistigi ortamdaki 151k,
sicaklik, toprak verimliligi ve su gibi ¢evre kosullar1 protoplast verimini, canliligini
ve kalitesini Onemli derecede etkiler. Dokunun fizyolojik durumu protoplast
izolasyonunda 6nemli bir faktor oldugu icin bitkiler ¢evre kosullarinin kontrol

edilebildigi iklim odalarinda ve seralarda yetistirilir.

Protoplast izolasyonunda yaprak dokusunun disinda, siirglin uglari,
kotiledonlar, c¢icek petallari, mikrosporlar, kallus ve hiicre siispansiyonlar1 da

protoplast kaynagi olarak kullanilabilmektedir.

Protoplast teknolojisinin iki dnemli uygulama alani1 somatik melezleme ve
protoplastlara dogrudan gen aktarimidir. Somatik melezleme, farkli gesit, tiir veya
cinsten 1iki protoplastin genellikle PEG (polyethylene glycol) yardimiyla
kaynastirilmasi olayina denir. Izole edilmis protoplastlar ¢ekirdek ve kloroplast gibi
bitki organellerini igine alabilmektedir. Ayrica protoplastlarin protein, DNA ve
mikro molekiilleri, i¢ine alabildigi arastirmalarda saptanmistir. Bakteri ve diger
organizmalarin DNA’s1 protoplastlar tarafindan alinabilmektedir. Bu yolla
protoplastlara dogrudan gen aktarimi yapilmaktadir. Islemin yapilabilmesi igin
sadece bu genleri tasiyan plastitlerin veya fajlarin elde edilmesi yeterli degildir.
Bunlar dogrudan bir bitkiye aktarilma yerine hiicrelerin igine sokulabilirler ve

protoplastlar bu tiir gen maniplasyonu ¢alismalarinda ideal bir materyal olustururlar.
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Bu 06zelliginin yan1 sira genetik degisiklige ugratilarak yeni bitki bir olusturma

yeteneginede sahiptirler.
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2. KURAMSAL CERCEVE

Ekosistem igerisinde bitkiler diger canlilarla siirekli etkilesim halindedir.
Mikroorganizmalarin ve boceklerin olumlu ya da olumsuz etkilerine maruz kalirlar.
Olumsuz etkilerden kendilerini korumak i¢in bitkiler bir¢ok savunma mekanizmasi
gelistirmistir. Bu mekanizmalar baz1 patojenler icin engelleyici olsa da bazilari igin
engelliyici degildir ve bunun sonucunda bitkide hastaliklar meydana gelir. Bu
hastaliklarin tarimda verimliligi azaltici etkisinin yanisira iirlin kayiplarina da sebep
olmaktadir. Bu yiizden bitki patojenle karsilastiginda patojene karsi verdigi tepki

bitki savunma mekanizmalarini anlamada biiyiik yarar saglayacaktir.

Bitki immiin sistemi omurgali canlilarinkinden farklidir. Ornegin, omurgalilar
gibi kan dolagim sistemi, antikorlari, gezici hiicreleri yoktur. Bitkilerin sahip
olduklari immiin sistem bazi patojen ve pestisitlere karsi dogal dayaniklilik
gosterirken farkli patojenlere karsi daha duyarli olurlar. Bu duruma temel
dayaniklilik (genel dayaniklilik) denir ve uzun Omiirliidiir. Temel dayanikliligin
mekanizmas1 bir¢ok durumda bitkide patojen sporlarmin gelismesini, hiicre ve
dokularda lezyonlarin olugsmasint engeller. Bitki, patojenin hiicre i¢ine girmesini
engelleyici veya hiicre i¢ine girmeyi basarmis etkenin ¢ogalmasini ve yayilmasini
onleyebilecek kimyasal maddelere (antimikrobiyal bilesikler, enzimler, yapisal
savunma engelleyicileri vb.) ve fiziksel engellere sahiptir. Bu durum bitkinin

hastaliga kars1 dayanikli olmasini saglamaktadir.

Tablo 2. 1. Konukgu bitki-patojen iliskileri

Konukgu bitki genotip

Patojen genotip RR Rr rr

AA (Avirulan) Dayanikli Dayanikl Hassas
Aa (Avirulan) Dayanikli Dayanikl Hassas
aa (Virulan) Hassas Hassas Hassas

Herhangi bir patojen konuk¢u bitki iizerinde normal yasamini devam
ettirirken bitkiye zarar veriyorsa, bitki hassas, patojen viriilan ve aralarindaki iliski
uyumlu iliski olarak adlandirilir. Patojen bitki iizerinde normal yasamini devam
ettirirken, bitkide herhangi bir zarar ortaya cikarmiyorsa, bitki o patojene karsi

toleranshidir denir. Eger bir patojen konukgu bitki iizerinde gelisme ve ¢ogalmasini
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timiiyle durdurursa, bu durumda konukc¢u bitki dayanikli, patojen aviriilan ve
konukgu-patojen arasindaki iliskiler de uyumsuzdur denir. Patojen konuke¢u bitki
lizerinde gelismeye baslamakta ve konukc¢u hiicrenin etrafindaki komsu hiicreler hizli
bir sekilde apopitoz (programlanmis hiicre Oliimii) duruma gegerek patojenin
konukgu bitkide yayilmasini engelliyorsa bu duruma hipersensitif tepki (asir1

duyarlhilik) denir®.

2.1. DAYANIKLILIK GENLERI (R GENLER)

Bitki savunma mekanizmalarindan en 6nemlisi R (resistant=dayaniklilik)
genleridir’. R genleri patojene karsi dayanikliligi saglayan yapisal proteinlerdir®.
Genelde patojenleri tanima ve patojenlerin biiylimesini engellemekle gorevlidirler.
Dayanikl1 bitkide bulunan R proteinleri patojene ait aviriilan (Avr) proteinlerini tanir
ve diren¢ olusumunu uyarir. Bu mekanizmaya gene karsi gen hipotezi (gene for gene
resistance) denir?. R proteininin dayamklilik mekanizmasini baslatabilmesi i¢in R-
Avr etkilesimi olmalidir. Bu etkilesim sonucu olusan sinyal mekanizmasi patojenin
bitkiye enfekte olmaya calistigi bolgedeki hiicrelerde Hipersensitif Tepki (HR)
ortaya ¢ikar ve patojenin o bolgedeki saldirisini etkin bir sekilde sinirlandirir. Bitki-
patojen iliskisi boyunca HR dahil bir¢ok savunma mekanizmas: aktif hale
gelmektedir. R protein veya Avr proteinin olmadig1 durumlarda etkilesim olmadig:

i¢in patojen bitki tarafindan algilanamaz ve patojen bitkide yayilmaya baslar®.

Flor (1971)*un gene karsi gen modeline gére, Avr geni tarafindan
sentezlenen efektdr ya da elisitdr, R geninin iiriiniine baglanarak aktive olur. Aktif
duruma gegcen R geninin iiriinii de savunma yanitin1 baslatacak olan sinyallerin
iletimini saglar. Izole edilen R genlerinin biiyiik ¢ogunlugu, maya, Drosophila ve
memelilerde bulunan reseptor proteinlere yapisal benzerlik gdsteren proteinleri
kodlarlar. R genlerinin iiriinleri de reseptdr benzeri fonksiyonlar1 yerine getirirler%.
R proteinlerinin biiyiilk ¢ogunlugunun yapisinda NBS (Nucleotide Binding
Site=Niikleotit baglanma bolgesi) ve LRR (Leucine Rich Repeat=Ldsin zengin
tekrar1) altbirimleri bulunur. Bitkilerde NBS-LRR yapisin1 gosteren ¢ok sayida gen
bulunmaktadir.  Ornegin Arabidopsis thaliana genomunun % 1’ini NBS-LRR
yapisindaki genler olusturmaktadir®’. NBS-LRR genlerindeki NBS, ATP veya GTP

baglarken, LRR birimi protein-elisitor/efektor etkilesiminden sorumludur. Tanima
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islevinin spesifik olusunu LRR birimi saglar®®. LRR biriminin ii¢ boyutlu yapis1 ilk
kez ribonukleaz inhibitériinde (RI) incelenmistir® ve NBS’lerden birine karsilik

gelmektedir®.

Genel olarak bugday allohekzaploid’dir (2n = 6x = 42) ve oldukc¢a uzun
genoma sahiptir (her bir haploid hiicre i¢in 16 milyon kb) ve bununla birlikte %
80’den daha fazla tekrarlayan DNA sekanslari bulunmaktadir. Bu 6zellik bugday
genomunun agronomik oneme sahip genlerin genetik metotlarla klonlanmasini
zorlagtirmaktadir. Giinlimiize kadar bugdaydan sadece ii¢ tane R geni izole edilmis
ve yaymnlanmistir. 50 adet Lr geninin sadece fenotip ve/veya kromozom tizerindeki
pozisyonlar: bilinmekle birlikte sadece bunlardan 2 tanesinin fonksiyonu karakterize
edilmistir. Bunlar Lr21% ve Lr10* genleridir. Bugdayda iigiincii R geni ise Pm3” diir
ve kiilleme hastaligina kars1 dayanikliliktan sorumludur®. Yr10 geni ise bugdayda
sar1 pas hastaligina neden olan bir Pst irkina (Avrl0 igeren) karsi dayanikliliktan
sorumludur ve GenBank’ta sekansmma ulasmak miimkiindiir®, ancak heniiz
NCBI’daki sekansi Yr10 direng aktivitesine sahip oldugunu kanitlayan bir ¢calismaya

literatiir arastirmasinda rastlanmamustir.
2.2. HIPERSENSITIF TEPKI

Gene-karsi-gen  etkilesiminin  tetikledigi  dayaniklihlk  mekanizmasi
hipersensitif tepki olarak adlandirilir. Hipersensitif tepki yapisal bir savunma
mekanizmasindan ¢ok biyokimyasal bir savunma mekanizmasidir. Asir1 duyarli yanit
da denilen hipersensitif tepki, komsu hiicreleri patojenin varligina karsi uyaracak
olan sinyal molekiillerin olusturulmasi, antimikrobiyal enzim ve metabolitlerin
sentezi, enfeksiyonun gergeklestigi bolgeyr ¢evreleyen hiicre duvarlariin
giiclendirilmesi ve patojenle temas kuran hiicrelerin programli Sliimii gibi
mekanizmalar1 kapsar. Programli hiicre 6liimii bitkinin patojene gosterdigi en 6nemli
dayaniklilik mekanizmasi olup, hiicre bilesenlerinin kahverengilesmesine neden olan
katalitik reaksiyonlar tarafindan gergeklestirilir. Olii hiicreler gegirgen olmayan bir
tabaka olusturarak, patojeni saglikli hiicrelerden uzak tutar ve patojenin yayilmasini
engeller™. Patojen ile etkilesime giren konukg¢u hiicre ne kadar hizli dliirse, bitki

enfeksiyona o kadar dayanikli olur.
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2.3. BITKI IMMUN SISTEM

Bitkilerde hastaliklara karsi direnclilik ekonomik agidan énemli bir sorundur
ve bu konu iizerinde pek c¢ok c¢alisma yapilmaktadir. Bitkilerde direnglilik
mekanizmasinin anlasilmasi ve genlerin fonksiyonlarmin belirlenmesi bitki immiin

sistemini anlamak tiizere atilan biiyiik adimlardandir.

Bitki ve patojen arasindaki iliskinin evrimsel siireci Jones ve ark.
(2006)***larinin zikzak modeline gére dort bolimden olusmaktadir. ilk bolimde,
bitki patojen tarafindan salgilanan faktorler yani mikrop iligkili molekiiler motifleri
(MAMPs) tanidigi zaman bazal savunmayi indiikler. Bu immiiniteye patojenin
tetikledigi immiinite, PTI, denir. Ornegin bakteriyal flajellinler, mantar kdkenli kitin,
Pep-13 gibi MAMP’lar bitki tarafindan taninir. Mikrop iliskili molekiiler motifler
(MAMPs) bitkinin motif tanima reseptorleri (PRRs) tarafindan taninir. Ornegin flg2
flajellin domain membran {izerinde konumlanmig olan FLS2 adli LRR-RKs (leucine
rich repeat-receptor kinase=Losin zengin tekrar-reseptor kinazlar) tarafindan taninir.
PRRs tarafindan taninan MAMPs zayif bir immiinite saglar ve daha fazla

kolonizasyonu engeller®®.

Ikinci boéliimde patojen bazal savunmanin iistesinden gelmek igin bazi
adaptasyonlar gelistirir fakat patojen ataklarina kars1 ¢ok etkili degildir. Patojenin bu
modifikasyonlar1 g¢ogunlukla konaga 6zgilidiir. Bu boliimde patojenler PTI’nin
tistesinden gelir ve ETS ile sonuclanir. Bu baskilama patojenin kazandigi bazi
fonksiyonlar; 6rnegin yapisal rol ile basarilir. Patojenler ayrica kiiciik molekiiller
tiretirler ve bunlar bitki hiicresinin fonksiyonlarini taklit eden ya da tahrip eden
molekiillerdir. Ornegin taklit eden bitki hormanlarindan jasmonik asit, oksin,
giberellin ve sitokinin patojenin konak hiicreyi basarili bir sekilde istila etmesini
saglar. Bu molekiillerin dagittmi1 TTSS (Tip ii¢ salgt sistemi) tarafindan yapilir.
TTSS, PTI’y1 baskilar ve boylece PTI’da daha fazla kolonizasyona izin verir®. TTSS
daha cok bakteriyal patojenler i¢in kullanilir ama mantar patojenleri igin

kullanimiyla ilgili yeterli ¢alismabulunmamaktadir.

Bitki cevap siireci dayanikli patojenlere karsi bitkilerin evrimini igerir.

Spesifik elisitorler diger bir deyisle aviriilan (Avr) genleri R genleri tarafindan taninir
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ve ETI (effektoriin tetikledigi immiinite) olusur. Bitkide R geni patojende Avr
geninin her ikisi de bulundugu zaman patojene dayaniklilik olusur fakat bu genlerden
biri olmadig1 zaman hastalik goriiliir. Bu R-Avr iligkisi zincir sinyal transdiiksiyonu
olaylarm tetikler ve patojenin kolonize olmasini engellenir. R geni aracili ETI ¢ok
hizli, giiclii ve PTI’dan daha etkilidir. ETI genellikle enfeksiyon bdlgesinde HR ile
sonuglanir. R genleri patojenin tetikledigi savunma cevabinin dogrudan ya da dolayli
olarak farkina varir. Gene karsi gen hipotezi R-Avr iliskisini dogrudan etkilesim
olarak Onerir ve ayni kokenli R genleri iginde bu gegerlidir. Bunun aksine Guard
hipotezi de R proteinlerinin dolayli olarak elisitorleri algiladigini, yani iligkinin baska

bir protein ile saglandigiménermektedir, yani iliskiyi bir baska protein saglar®’.

Zikzak modelinin son boliimiinde, patojen ETI’in distesinden geldikge
evrimlesir. Eger R-Avr genleri arasindaki etkilesim dogrudan ise mutasyon seklinde
degisiklige sebep olur. Diger taraftan R-Avr iliskisi dolayli ise, patojen viriilan

aktiviteyi duraklatarak kacar>®®.

) PTI ETS ETI ETS ETI
Yitksek
A A
HE icin esik degeri
©, o
e e
e i Patojen
s effelctorleri
g Avr-R
& ©
& - 00
Etldli davanilchlilc
0 icin esikc degeri
Drinsiik ﬁ:} Q
{‘} C’G PAMPS

Sekil 2. 1. Bitki immiin sistemini gosteren zikzak model®®,
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYALLER

3.1.1. Kimyasallar

Tablo 3. 1. Kullanilan kimyasallar ve tiretici firmalar

Kimyasallar Uretici firma
Agaroz Applichem
DNA marker NEB

Taqg DNA polimeraz NEB

TAE tampon Applichem
Primer Heliks biyoteknoloji
10X PZR tampon Fermantas
Restriksiyon enzim Fermantas
PZR piirifikasyon kit Qiagen

Jel ekstraksiyon kit Qiagen

T4 DNA ligaz enzim Fermantas
Agar Lab M

Yeast extract Lab M
Tripton Applichem
NaOH Fluka
Cellulase Onuzuka R-10 Yakuruto
Murashige and Skoog (MS) Sigma Aldrich
Macerozyme R-10 Yakuruto
Mannitol Sigma Aldrich
Percoll Sigma
3-Mercaptoetanol Sigma Aldrich
BSA Gerbu
Ampisilin Applichem

3.1.2. Alet ve Ekipmanlar

Tablo 3. 2. Kullanilan alet ve ekipmanlar

Alet ve ekipmanlar

Uretici firmalar

Santrifiyj
Spektrofotometre

Agaroz jel elektroforez sistemi

Sigma 3K15
Shimadzu UV 1601
Continental Lab

Vorteks Fisons whirlimixer
Inkiibatdr ve calkalayici Biosan Es-20

Jel goriintiileme sistemi Kodak jel logic
Mikropipet Eppendorf

Sicak su banyosu Grant w-14
Mikrosantrifiij Continental Lab 3410
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3.1.3. Tampon ve Cozeltiler

Tim ¢ozeltiler aksi belirtilmedigi takdirde 0.22-mikron steril filtreden
gegirilerek sterilize edildi. Cozeltilerin hazirlanmasinda bidistile H,O (ddH,0)
kullanildi.

Agaroz jel: % 1.5 agaroz 1XTAE tamponunda 1sitilarak ¢oziildii ve agaroz

jel elektroforezi deneyinde kullanilmak iizere jel kasetine dokiildii.

Ampisilin stok cozeltisi (100 pg/mL): 100 pg/mL konsantrasyonda olacak
sekilde ampisilin steril ddH,O igerisinde ¢ozildi, 0.22-mikron steril filtreden
gecirilip 500 pL hacimlerde -20 °C’de saklandi.

CaCl, (1M): CaCly;x2H,0’dan 29.4 g tartildi ve 200 mL ddH,O igerisinde

¢ozildii. Filtreden gegirilerek sterilizasyonu saglandi ve +4 °C’de saklandi.

NaOH (0.5N): 3.99 g NaOH tartildi ve 200 mL steril ddH,O igersinde
¢oziildii ve oda sicakliginda saklandi. LB ve LB agar hazirlarken pH’1 ayarlamak i¢in

kullanilmaktadir.

Protoplast besiyeri: 4.3 g MS makro element, 0.1 g MS mikro element ve 30
g sakkaroz tartildi ve 900 mL ddH,O igerisinde ¢oziildi. pH 5.7-5.8’e ayarlanarak
toplam hacim 1 L’ye tamamlandi. 7 g agar eklenip 1siticili karistiricida agarin erimesi
saglandi. Besiyeri sicakligi 50-55 °C’ye diistiigli zaman 50 cc cam siselere besiyeri
dokiildii ve 20 dakika otoklavlandi daha sonra besiyerlerinin donmasi beklendi ve

oda sicakliginda saklandi.

LB: 5 g Tripton, 5 g NaCl, 2.5 g Yeast Extract, 1.6 mL NaOH 488 mL
ddH,0 igerisinde ¢6ziildii ve 1 atm basing 121 °C’de 20 dakika otoklavlandi ve 4
°C’de sakland.

LB Agar: 5 g Tripton, 5 g NaCl, 2.5 g Yeast Extract, 1.6 mL NaOH, 7.5 g
Agar 480 mL dH,O igerisinde ¢oziildii ve 1 atm basing 121 °C’de 20 dakika
otoklavlandi. LB agarin sicakligi 55-50 °C oldugu zaman petri kaplarina dokiildi ve
donmasi beklendi. Kontaminasyonu onlemek i¢in petri kaplarinin kapaklar1 parafilm

ile sarild1 ve 4 °C’ye kaldirildu.
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Protoplast ¢ozeltisi: 0.6 M Mannitol, % 1.5 Cellulase RS (Yakuruto), % 0.3
Macerozyme R10 (Yakuruto), 10mM MES, % 0.1 BSA, 1mM CaCl,’dan gerekli
miktarlarda tartildi ve 150 mL ddH.O igerisinde ¢6ziilerek pH 5.7’ye ayarlandi. Daha
sonra 5mM f3-MercaptoEtOH, 50 ppm Ampisilin eklenip toplam hacim 200 mL’ye

tamamlandi ve filtreden gegirilip steril edildi.

Siispansiyon ¢ozeltisi: 0.6 M Mannitol, 20mM KCI, 4mM MES 180 mL
ddH,0 karistirilip KOH yardimi ile pH 5.7’ye ayarlandi ve toplam hacim 200 mL’ye

tamamlandi ve filtreden geg¢irildi.
3.1.4. Bitki Materyalleri ve Biiylime Kosullar1

Avocet-S (susceptible=hassas) bugday tohumlar1 bir saksiya ekildi ve 16 saat
18 °C 151kl ortamda ve 8 saat 15 °C karanhik ortamda biiyiimeye birakildi. ilk
yapraklar ¢iktiktan sonra yapraklarin esit biiylimesini saglamak i¢in maleik hidrazit
(20 mL/kap) konuldu. Ikinci yapraklar ¢ikmaya basladign zaman bugday bitkisi
inokiilasyona hazir hale gelmis oldu. Bugday yapraklarina elle siiriilerek sar1 pas
sporlart inokiile edildi ve bugday bitkisi 10 °C’de 24 saat karanlik ve nem igeren
ortamda birakildi. Ertesi giin bitkiler normal biiyiime kosullarma (16 saat 18 °C 1sik,
8 saat 15 °C karanlik ortam) alindi. Sekiz giin sonra bugday yapraklar iizerinde
beyazimsi renk kayiplari olusmaya basladi ve inokiilasyonun 14. giinii sonunda
yaprak iizerinde sar1 renkli sporlar olustu. Sporlar yapraklardan toplandi ve 1 giin 4
°C’de desikator de bekletildikten sonra -80 °C’ye kaldirild.

3.2. YONTEM
3.2.1. Psthal2j12 Gen Sekansi

PstHal2j12 gen sekansi dizi ifade etiketi (Expression Sequence Tag=EST)
NCBI, National Center of Biotechonology, kayitlarindan alindi (Erisim No:
GH737467) ve kirmiz1 ile gosterilen gen sekansi ise Sentegen Biotechnology
(Ankara, Tirkiye) firmasi tarafindan pBluescript (pBSK) igerisine klonlanmis olarak

satin alindi.
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GGGGGACGATTTCAAAAACCACATATTCCGACGTTTGAAATTTTGAATAACCTACCTACCTC
TCAAGATTTTTTCCAGTTCAATCCCCAACAATTATTATCGACTGTTCACCTTAGTCGGCAAT
GCAGCTCTACATATCAATTGGATTAGTACTGCTTATAGCAACGACAGTGAAAACCCTAACTA
AGACAGGGGCATTTCTTGAGCCATTGTTTACAAAAGTAACAAAACGTGAAGACAAGTTTTGT
ACAAACGGGGGGGCTCATTACTGCTTCAAGAAAATCGCGAAAGAGGGTGGCTTATTTGTACA
TATTGCTATACCAACATCACCAAATGAAAAAACGGATGATTCTTTATGCAACAAGCTTCGTT
CGGGATTCAAAGCAACTAAGTCCTGCTGTGAATATAAAAAATTTGATCAAATTCCTCAGGAA
AAGGACATTGATAGAGATATCTTTATTGTTACAAATAAGGGCTTCGAAACTGCCTGTTCCCA
AGATGTTGGGAGAAGCACATCTTAATCAGCTCCCATCTGCTTATCAAGGGCTGCGGTCTCTC

TCCAATTCG

Sekil 3.1. PstHal2j12 gen sekansi (Erisim No: GH737467). Sart ile belirlenmis olan
kisim ileri ve geri primerleri ile cogaltilmasi istenen boliim.

3.2.2. Psthal2j12 Gen fragman icin Dizayn Edilen Primerler

PZR’da kullanmak {iizere PstHal2j12 gen fragmanma O&zgiin primerler
Primer3 programi kullanilarak dizayn edildi. 180 baz uzunlugunda olan PstHal2j12
gen fragmanina PZR ile primerler eklenenince 210 baz uzunlugunda elde edildi
(Sekil 3.1). Ileri ve geri primerleri BMSV nin y genomunu igeren pSL039B-1PDS
vektorii icindeki PDS geni ¢ikartilip yerine PZR ile ¢ogaltilmis PstHal2j12 gen
fragmanini icine alacak sekilde tasarlanmistir. Tablo 3.3’de PstHal2j12 geni icin
dizayn edilen primerlerde ileri primerine Pacl, geri primerine Notl tanima bolgeleri

eklenmistir.

Tablo 3. 3. PstHal2j12 gen fragmanina 6zgii primerler

Primer adi Primer sekansi (5°- 3°)
PstHal2j12 Pacl ileri GGATTAATTAAGGCATTTCTTGAGCCATTGT
PstHal2j12 Notl geri TAACGCCGGCGCGAACGAAGCTTGTTGCATA

3.2.3. Primer Hazirlanmasi

PstHal2j12 primerler toz halde Heliks Biotechnology (Ankara, Tiirkiye)
firmasma sentezlettirildi. 100 uM toz stok primerleri PZR suyunda ¢ozildi ve
konsantrasyonu 10 pmol olacak sekilde seyreltilip -20 °C’de saklandi.
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3.2.4. DNA Fragmentinin Standart Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile

Cogaltilmasi

PZR, ¢ogaltilmasi istenen DNA molekiiliiniin in vitro kosullarda enzimatik
olarak kopyalanmasidir. PZR’in temel prensibi 3 asamadan olusur: DNA’nin
denatiirasyonu, primerlerin baglanmasi ve DNA polimeraz enzimi yardimiyla DNA

sentezi adimlarinin 2040 defa tekrarlanmasiyla DNA fragmenti gogaltilir.

Amplifikasyon reaksiyonlar1 1s1 dongiisii cihazinda (thermocycler) PZR
(Eppendorf Mastercycler) yapildi ve her bir reaksiyon volumii 50 pL olarak
ayarlandi. PZR en uygun sartlar1 saglamak i¢in baglanma sicakligi ve siiresinde
ayarlamalar yapildi. Polimeraz zincir reaksiyonu bilesenleri 200 pL ependorf tiiplerin

icerisinde karistirild1 ve Tablo 3.5°de gosterilen kosullar uygulandi.

Tablo 3. 4. PZR bilesenleri ve miktarlari

PZR kullanilan malzemeler Kullanilan miktarlar (1X)
Kalip DNA luL

10X PZR ¢ozeltisi + MgCl, SuL

Tag DNA polimeraz (5 u/ul) 0.4 uL

dNTPmix (20 mM) 1puL

Tleri primer (10 pmol) 1uL

Geri primer (10 pmol) 1pul

PZR suyu 40.6 puL

Toplam hacim 50 uL

Tablo 3. 5. PZR kosullar1

PZR basamaklar Sicakhik derecesi ve siiresi
[k denatiirasyon 94 °C 3-5 dakika
Denatiirasyon 94 °C 30 saniye

Baglanma 58 °C 1 dakika

Sentez 72 °C 1 dakika

Son sentez 72 °C 5 dakika

3.2.5. Agaroz DNA Jeli Hzirlanmasi ve PZR iirtinlerinin Goriintiilenmesi

Agaroz  jel elektroforezi DNA  molekiilllerinin  ayrigtirilmasinda,
tanimlanmasinda  ve  saflastirllmasinda  kullanilan  yontemlerden  biridir.

Calisgmamizda PZR ile g¢ogaltilan kalip DNA orneklerini gorebilmek i¢in % 1,5
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(w/v) agaroz 1XTAE (Applichem) tampon ¢ozeltisi i¢cinde kaynatilarak ¢ozildii. El
degecek sicakliga geldigi zaman igerisine 30 pL etidyum bromiir eklendi ve jel
kasetine dokiildii. Jel donduktan sonra 6rnek:yiikleme boyasi oran1 1:5 olacak sekilde
kanistirild1 ve jele yiiklendi. 65 V’da 1 saat boyunca 6rnekler jelde yiiriitiildii. Daha

sonra Kodak gel logic gériintiileme sistemi yardimiyla jel goriintiisii elde edildi®.

3.2.6. PZR Uriinlerinin Saflastiriimasi

PZR ile ¢ogalttigimiz DNA Orneklerimizin daha sonraki ¢aligmalarda verimli
bir sekilde kullanabilmek i¢in PZR iirlinii saflastirmast yapildi. PZR iiriini
saflastirlmasinda Gene Jet PCR Purification Kit (Fermantas, KO702 Lot# 00080748)

kullanildi. Kit kullanma kilavuzuna gore;

> 1:1 oraninda baglayici tampon PZR karigimina eklendi.

> Bu karigim daha sonra PZR kolonuna aktarildi ve 13000 rpm’de 1 dakika
santrifiiij yapildi.

> Altta kalan kisim dokiildii ve 700 pL yikama tamponu eklendi.

> 3-5 dakika beklenip ve tekrardan 13000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi.

> Kolon yeni 1,5 mL ependorf tiipiine aktarildi ve tizerine 20-50 uL eliisyon
tamponu eklendi.

> 1 dakika santrifiij yapilip elde edilen saf DNA -20 °C’ye kaldirild1.

3.2.7. Plazmit Izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in Qiagen Plasmid Miniprep kiti (Cat. No: 27106, Lot.
N0:124104532) kullanild1 ve iiriin i¢erisinde bulunan yontem uygulandi;

> Bir giin 6nce LB-Amp besi ortaminda 16-18 saat biiylimeye birakilan

pSLO39B-1PDS vektorii microsantrifiij yardimiyla 2 mL ependorf tiipli kullanilarak

hiicrelerin dibe ¢okmesi saglandi.

> Bakteri hiicrelerini igeren dipteki pellet {izerine 250 pL tampon P1 (RNase A
eklenmis) eklenip pelletin ¢oziilmesi saglandi.

> 250 uL tampon P2 eklendi. Eppendorf tiipii igerisindeki karigim tamamen

maviye donene kadar hassas bir sekilde karistirildi.
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> 350 pL tampon N3 konuld:i ve eppendorf tiipii hemen hassas bir sekilde
yogun beyaz ¢okelti olusturana kadar karistirildu.

> Eppendorf tiipii microsantrifiij kullanilarak 10 dakika 13000 rpm’de
santrifiijlendi.

> Santriflij sonucu olusan siipernatant kistm Miniprep kit igerisinde bulunan
spin kolona pipet yardimiyla konuldu.

> 1 dakika 13000 rpm’de santrifiij yapildi ve kolonun alt kismina gegen sivi
kisim dokiildii.

> Kolonun iizerine 750 pL tampon PE eklendi ve 1 dakika 13000 rpm’de
santrifiij yapild ve altta kalan sivi kisim dokiildii.

> 1.5 mL temiz eppendorf tiipiine alind1 ve {izerine 30 puLL PZR suyu konuldu.

> Kolonun oldugu eppendorf tiipii 13000 rpm’de 2 dakika santrijiij yapild1 ve

altta kalan s1v1 kisim daha sonra kullanilmak tizere -20 °C’ye kaldirildi.

3.2.8. Psthal2j12 Gen Fragmaninin pSL0O39B-1 Vektoriine Klonlanmasi

3.2.8.1. Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile Psthal2j12 gen fragmaninin ve
pSLO39B-1vektoriiniin kesilmesi

Calistigimiz geni (PstHal2j12) izole etmek ve pSLO39B-1 vektoriini diiz
zincir haline getirmek amaciyla Pacl ve Notl (Fermantas) restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesim yapildi. Restriksiyon endoniikleazlar ile kesim yapilabilmesi i¢in
gerekli malzemeler Tablo 3.6’da verilmistir. Reaksiyon kosullarini saglamak igin
enzimler igerisinde bulunan protokol uygulandi. 0.2 mL ependorf tiipli igerisinde
gerekli malzemeler karistirildi ve 37 °C’de 3-5 saat arasinda inkiibe edilerek 65
°C’de 20 dakika enzimleri inaktive etmek icin bekletildi. Restriksiyon endoniikleaz
enzimleriyle kesilen 6rnekleri almak i¢in % 1,5’luk agaroz jel 1X TAE tampon

¢ozeltisi icerisinde ornekler yliriitilmiistiir.
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Tablo 3. 6. Restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle kesim reaksiyon karigimi

Kullanilan malzemeler Reaksiyon karisim (1X)
10X G tampon + BSA 45 uL

Pacl enzimi (10 u/uL) 2uL

Notl enzimi (10 u/uL) 2 uL

Gen fragmani/ vektor DNA 100 ng- 1 ng

Toplam hacim 45 nL

3.2.8.2 Jel ekstraksiyon kiti ile DNA saflastirilmasi

UV 151k altinda goriintiilenen DNA parcalar1 temiz bir bistiiri yardimiyla
jelden kesildi ve steril eppendorf tiipleri igerisine alindi. DNA’nin agaroz jelden
ekstraksiyonu QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN, Lot# 139312248) kullanildi.

Kitin kullanma kilavuzuna gore;

»  DNA:Tampon ¢ozelti oran1 1:3 oraninda QG ¢o6zeltisinden konuldu ve 10
dakika 50 °C sicak su banyosunda tutuldu.

»  Jel ¢oziildiikten sonra karisima 1 hacim filtre edilmis izopropanol eklendi ve
karisim QIAquick kolonuna aktarildi.

» 1 dakika 12000 rpm’de santrifiij yapild1 ve altta kalan kisim dokiildi.

» 500 pL QG tamponu eklendi ve tekrar 1 dakika 12000 rpm’de santrifiij
yapildi ve altta kalan kisim dokiildii.

»  Kolona 750 pL PE tamponu eklendi. 5 dakika bekledikten sonra 1 dakika
12000 rpm’de santrifiij yapildi.

> Kolon 1,5 mL’ lik eppendorf tiipline transfer edildi ve kolona 20-50 uL. EB
tamponu konuldu.

» 1 dakika 12000 rpm’de santrifiij yapildi. Elde edilen DNA -20 °C’ye
kaldirildi.

»  DNA nin jel bandindan tam olarak ekstrakt edilip edilmedigini kontrol etmek

amactyla % 1,5 (w/v) agaroz jelinde yiiriitiildii.

Biitiin bu asamalar oda sicakliginda yapildi.
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3.2.8.3. Ligasyon

Restriksiyon enzimleri ile kesilmis PstHal2j12 gen fragmani ve pSL039B-1
vektor DNA’smin birbirine baglanmasi amaciyla bu reaksiyon yapildi. Tablo 3.7°de
verilen malzemeler belirtilen miktarlarda kullanilarak insert:vektdr molar orani 3:1
olacak sekilde ayarlandi. Reaksiyon kosullari iireticinin tavsiye ettigi protokole gore
1 saat 22 °C’de inkiibe edildikten sonra 65 °C’de 10 dakika inaktivasyon islemiyle
tamamlandi. Kullanilan T4 DNA ligaz enzim ve T4 DNA ligasyon tampon
Fermantas (Lot# EL0014)’dan temin edilmistir. Uygulanan islemin ardindan

ligasyon karigim1 E.coli Dh5a bakterisine transfer edilmek tizere kullanilmistir.

Tablo 3. 7. Ligasyon bilesenleri ve kullanilan miktarlar

Kullanilan malzemeler Kullanilan miktarlar
T4 DNA ligasyon tampon (10X) 2 uL

T4 DNA ligaz enzim (5 u/ulL) 1ulL

PstHal2j12/ Pacl+ Notl 3.1uL

pSL039B-1/ Pacl+ Notl 13.9 uL

Toplam hacim 20 pL

3.2.8.4. Kompetent hiicre hazirlanmasi

Bakteriler yabanci DNA molekiillerini biiyiime ortamindan hiicre igine
alabilme yetenegine sahiptir. Bu 6zellik Streptococcus, Bacillus, Rhizobium,
Salmonella, Pneumococcus gibi bakteri gruplarinin yapilarinda mevcuttur.
Laboratuar kosullarinda da bu 6zellige sahip olmayan bakteri gruplarinin (6rnegin,
Escherichia coli) hiicrelerine bazi kimyasal ve fiziksel metodlar kullanilarak bu
ozellik kazandirilabilir. Kimyasal ve/veya fiziksel uygulamaya maruz kalmis
hiicrelere kompetent (yeterlilik) denir. Kimyasal kompetent hiicre hazirlanmasinda
CaCl; (kalsiyum kloriir) kullanildu. Ca*? DNA’nm negatif ylikiinii maskeleyip hiicre
duvarindaki porlarin agilmasini saglar ve 42 °C de 1s1 sokuna maruz birakilarak da
DNA’ nin hiicre igine girisi saglanmis olur. Kompetent hiicre hazirlanirken asagidaki

asamalar uygulandi;

»  Stok E.coli DH5a hiicresi, -80 °C’den alindi ve 3 mL LB i¢ine inokiile
edildikten sonra 37 °C 250 rpm’de calkalayicili inkiibatérde ~16 saat bekletildi.
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»  Ertesi giin inkiibe edilen hiicrelerden 1000 pL alinip 100 mL LB igerisine
konur ve ODggy degeri 0.375 nm olana kadar (~2 saat) 37 °C 250 rpm’de inkiibe

edilir.

»  Bakteri kiiltiiri buz iizerinde sogutulmus 2 adet 50 mL falcon tiipiine

paylastirildi ve 10 dakika buz iizerinde tutuldu.
»  4°C 5000 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant kismi1 dokiildii.

> 10 mL soguk 0.1 M CaCl, eklenip ¢okelti hassas bir sekilde pipetleme
yardimiyla ¢oziildii ve 10 dakika buzda bekletildikten sonra 5 dakika 5000 rpm 4
°C’ de santrifiij yapilds.

»  Siipernatant kismi tekrar dokildii ve iizerine soguk 10 mL 0.1 M CaCl,
eklenip ¢okelti ayni1 sekilde ¢oziiliip 30 dakika buzda bekletildi.

> 5 dakika 5000 rpm 4 °C’ de santrifiij yapild1 ve siipernatant atildi.
»  Her bir ¢okelti 2 mL 0.1 M CaCl; ile ¢oziiliip 5 dakika buzda bekletildi.

>  Onceden hazirlanmis filtre ile steril edilmis %50 (w/v) gliserol 100 pL’lik
kisimlar halinde 1.5 mL eppendorf tiiplerine konulup tizerine 100 pL CaCls, ile

muamele edilmis hiicrelerden konuldu.

»  Hiicreler ile gliserol hassas bir sekilde karistirildiktan sonra -80 °C derin

dondurucuda saklandi®.
3.2.8.5. Ligasyon iirliniiniin E.coli DH5a kompetent hiicrelerine transformasyonu
Transformasyon islemi i¢in asagida belirtilen islemler uygulandi;

» 80 °C’de saklanan kimyasal kompetent hiicreler (200 pL) islemden yarim saat
once ¢ikarilarak erimesi beklendi. Hiicreler eridikten sonra tizerine 10 pL ligasyon
iirtinti eklendi ve 20 dakika buz lizerinde beklendi.

» 20 dakikanin son 45 saniyesinde ornekler 42 °C 1s1 sokuna maruz birakildi ve

tekrar buz lizerine alinip 5 dakika bekletildi.
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»  Transformasyon tiiplindeki sivilarin tamami once 1.5 mL antibiyotik
icermeyen LB sivi besi yerlerine bosaltilarak 37 °C’de aerobik olarak 1-2 saat
stireyle 37 °C 160 rpm de ¢alkalayicili inkiibatorde tiretilmislerdir.
»  Inkiibasyonun ardindan 300 pl, 200 ul ve 100 ul almarak ampisilin igeren LB
agar besiyerlerine steril cam ¢ubukla yayma yontemiyle ekimler yapildi ve 18 saat
inkiibasyona birakildi®.

Bu siire sonunda transformasyon plaklarinda rekombinant (geni almis olan)
ve non-rekombinant (geni almadan kapanmis olan) plazmit DNA’lar ile transforme

olmus olan bakteriler tireyecektir.
3.2.8.6. Pozitif kolonilerin degerlendirilmesi

Elde edilen kolonilerde istedigimiz gen (PstHal2j12) pSL039B-1vektoriiniin
icerisine dogru sekilde baglanip baglanmadigini kontrol etmek amagli rastgele
secilen kolonilerden restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesim yapilmistir.
Rastgele secilen koloniler 12 pL PZR suyu igerisinde ¢6ziilmiis ve 5 mL ampisilinli
LB igerisinde 16 saat biiyiitiilmiistiir. Ertesi glin plazmit izolasyonu yapilarak elde
edilen DNA’lardan belli bir miktar alinarak restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile

kesim yapilmistir.
3.2.9 Protoplast izolasyonu

Avocet Yr10 tohumlari besiyerine konulmadan once asagidaki sterilizasyon

islemleri uygulands;

> Tohumlar % 70’lik etil alkol icerisinde 2-3 dakika bekletildi. % 10’luk

hazirlanmis olan sodyum hipoklorit igerisinde 2-3 dakika tutuldu.

> Otoklavlanmis  ddH,O igerisinde bekletilerek  sterilizasyon islemi
tamamlandi.
> Steril tohumlar 50 cc cam siselerde hazirlanmis olan MS ortami iizerine

tohumlar birbirine degmeyecek sekilde konuldu ve 26 °C’de 2 hafta boyunca

karanlik ortamda ¢imlendirilmek {izere bitki biiylitme kabinine birakildi.
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> Iki hafta sonunda ¢imlenen Avocet Yr10 bitki yapraklari uzunluklar1 0.5-1
mm olacak sekilde kesilip 10 mM pH’1 5.7 olan MES (2-N- morfolin etanosulfonik

asit) tamponu igerisinde tutuldu.

> Bu islem bittikten sonra kesilmis olan yapraklar protoplast tamponu igerisine

alinarak ~2 saat inkiibe edildi.

> Petri plag1 igerisindeki protoplast tamponu ve bitki pargaciklari desikatore
konuldu ve oda sicakliginda 1 atm basing altinda vakum infiltrasyon islemi

uygulandi.

> 26 °C sicaklik ve 40 rpm’de 4 saat boyunca calkalayicida inkiibasyon islemi
yapild.

> Bu siire sonunda ¢alkalayicinin hizi 80 rpm’e ¢ikarildi ve 5 dakikada bu hizda

karigmasi saglandi.

> 100 um’lik naylon filtreden gecirilen protoplast tamponu igindeki bitki
pargaciklar filtre lizerinde kald1 ve altta kalan sivi kisim 800 rpm’de 5 dakika oda

sicakliginda santrifiij yapildi.
> Bu islem 2 kez tekrar edildi.

> Dipte olusan pelleti 2 mL siispansiyon tamponu eklendi ve pelletin slispanse

olmas1 saglandi.
> Olusan hiicre siispansiyonu iizerine Percoll gradiyent eklendi ve karigtirildi.
> Bu karisimi 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

> Ust kistmda olusan protoplast tabakasi pastdr pipet yardimiyla alindi ve

tizerine 13 mL siispansiyon tamponu eklenip yikama islemi yapildi.
> 800 rpm’de 10 dakika santrifiij islemi uygulandi ve iistte kalan kisim atildi.
> 5 mL siispansiyon tamponu eklendi.

> Protoplastlar esit miktarlarda ayrilip tizerlerine B5 ortami ilave edilerek

protoplastlarin biiytimeleri i¢in gerekli ortam saglanmis oldu.
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Sekil 3.2°de protoplast izolasyon asamalar1 goriilmektedir.

Sekil 3.2. Avocet Yr-10 bugday tiirtinden protoplast izolasyon agamalari. (Soldan
saga) Resim 1. In vitro olarak ¢imlendirilmis Avocet Yr10 fidecikleri, 2. resim enzim
soliisyonu iginde birakilan yaprak pargalari, resim 3. vakum infiltrasyon iglemi ile
stomalar i¢indeki havanin alinmasi, resim 4. naylon membran yardimiyla sivi kismin
stiziilmesi, resim 5. santriflij yardimiyla dibe ¢oken protoplast y18ini1, resim 6. percoll
gradiyent yardimiyla iist kisimda yiizen protoplast tabakasi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 DNA FRAGMENTININ PZR ILE COGALTILMASI

NCBI veribankasinda sekansi bulunan PstHal2j12 geninin 342 bp’lik kismi
olan acik okuma cergevesi SenteGen Firmasina sentezlettirilmistir. Sentezlettirilen
genin 180 baz uzunlugundaki bir bolgesini ¢ogaltmak {izere hazirlanan primerlerle
yapilan PZR sonucunda Sekil 4.1’de goriildiigli lizere ¢ogaltma basarilmistir. PZR
amplifikasyon sonucu beklenen fragman uzunlugu 210 bp’dir. PZR kontrolii olarak

kalip igermeyen reaksiyon karigimi negatif kontrol jelin 5. kuyusuna yiiklenmistir.
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3. pBSK-PstHa12j12 PZR iiriinii
4. pBSK-PstHa12j12 PZR iiriinii
5. Kalip DNA olmayan PZR {iriini

=
)
=<
S
=
<
b
(@]
o
a
o
S)
=
—

F AN

— 200

— 100

Sekil 4. 1. pBSK-PstHal2j12 gen fragmanmnin PZR ile amplifikasyonu sonucu
agaroz jel goriiniitiisii. 1. kuyu Marker 100 bp gene ruler’ dan (1 pL) (Fermantas), 2.
3. ve 4. kuyu pBSK-PstHa12j12 geni ve her bir kuyucukda (5 pL) PZR iiriindi. 5.
kuyu kalip DNA disinda PZR bilesenlerini iceren PZR sonucu.
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4.2. PZR URUNU SAFLASTIRILMASI

PZR iriiniinii diger bilesenlerinden temizlemek amaciyla Qiagen, “PCR
purification kit” kullanilmigtir. Sonug¢ olarak elde edilen saf PstHal2j12 gen
fragmaninin konsantrasyonu ve agaroz jel fotografi Sekil 4.2B’de gosterildi. Sekil
4.2B’ye gore PZR fiiriinli saflastirma islemi sonucu bir tane parlak bant elde edildi.

Bu ise saflastirma isleminin basarili bir sekilde yapildigini gostermektedir.
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Sekil 4.2. PZR ile ¢ogaltilan PstHal2j12 gen fragmanimin saflagtirilmasi.
A)Nanodrop cihaz1 yardimiyla PstHal2j12 gen fragmaninin konsantrasyonu. B) %1
Agaroz DNA jel fotografi 1. kuyu 100 bp DNA Marker (1 pL) (Fermantas), 2. kuyu
PstHal2j12 gen fragmanil pL saflastirilmis PZR iiriini.

4.3. PLAZMIT iZOLASYONU

PSL039B-1PDS vektorii E.coli DhSo hiicresinden izole edildi ve miktar
tayini yapild1 (Sekil 4.3). Agaroz jel fotografinda 2.kuyuya yiiklenen pSL0O39B-
1PDS vektoriinde birden fazla bant goriilmektedir. Bunlar plazmit DNA’nin farkli

formlaridir. En altta ¢ikan bant sirkiiler, digerleri ise konkatamerlerdir. NanoDrop
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sonucu 260/280 nm orani 1.8-2.0 aras1t DNA’nin basarili bir sekilde izole edildigini

gostermektedir. Agaroz jel goriintiisii de NanoDrop sonucunu desteklemektedir.
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Sekil 4. 3. pSL039B-1PDS vektorii plazmit izolasyonu. A) NanoDrop ile tayin
edilmis pSL039B-1 vektor konsantrasyonu. B) %1 Agaroz DNA jel fotografi. 1.
kuyu 1 kb DNA Marker (1 pL) (Fermantas), 2. kuyu pSL039B-1PDS plazmit
izolasyon triinii (1 pL).

4.4. RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZ ENZIMLERI ILE PSTHA12J12
GEN FRAGMANININ VE PSL039B-1VEKTORUNUN KESILMESI

PZR amplifikasyonu sonucu PstHal2j12 genine Pacl ve Notl enzim kesim
bolgeleri eklenmistir. pSLO39B-1 vektoriinde ise bu tanima bdlgelerinde ~200 bp
uzunlugunda PDS gen fragmani vardir. Pacl (TTAATTAA) ve Notl (CGCCGGCQG)
enzimleri ile kesim yapilarak PDS geni ¢ikartilip yerine PstHal2j12 gen fragmam
konularak rekombinant plazmiti olusturulmus olacaktir. Tablo 3.6’daki miktarlar
uygulanarak restriksiyon enzim kesimi yapilmistir. Calismalar siiresince vektorden
PDS geninin tamamiyla kesilip ayrilmasi igin inkiibasyon siiresinde optimizasyonlar
yapildi. Restriksiyon enzim kesim firtinleri Sekil 4.4’de gosterilmektedir. Buna gore

210 baz uzunlugundaki PstHal2j12 gen fragmani kesim sonrast boyutu yaklasik 200
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baz uzunlugunda, pSLO39B-1PDS vektorii kesim sonrasi icerisinden 185 baz
uzunlugunda PDS geni c¢ikarildiginda 2 adet bantin goriilmesi bekleniyordu. Sekil

4.4’de belirtilen sonucu desteklemektedir.

2.iki enzimle kesilmis PstHal2j12 PZR

iriini
3.iki enzimle kesilmis PstHal2j12 PZR

iriini
6. Iki enzimle kesilmis pSLO39B-1 vektorii

=
)
<<
S
=
<
zZ
[a)
a
o
o
S
=
i

5.1 kb DNA Marker

1000 bp
500 bp

200 bp

Sekil 4. 4. Restriksiyon endoniikleaz enzimleriyle muamele edilmis PstHal2j12 gen
fragmanin PZR tiriinii ve pSLO39B-1PDS vektoriiniin jel goriintiisi. 1. kuyu 100 bp
DNA Marker (Fermantas) (1 uL). 2. ve 3. Kuyu PstHal2j12 gen fragmanimin Notl ve
Pacl enzimleri ile kesilmis 6rnekleri (10 pL). 5. kuyu 1kb DNA Marker’dan (1 uL)
ve 6. kuyu pSL039B-1-PDS vektoriiniin Notl ve Pacl enzimleriyle kesilmis 6rnekleri
(10 puL).

4.5. JEL EKSTRAKSIYON KiTI ILE DNA SAFLASTIRILMASI

Sekil 4.4°de beklenen molekiiler agirlikta olusan tek DNA bantlar steril bir
bistiiri yardimiyla diisiik UV 1s1k altinda dikkatli bir sekilde kesilerek darasi alinmig
1,5 mL eppendorf tiipiine konuldu ve agirligi 6l¢iildi. Bolim 3.2.8.2°de anlatilan
yontem uygulanarak DNA’lar agaroz jelden alinip saflagtirildi. Sekil 4.5’e gore tek
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bir bant halinde ve istenilen boyutta bantlarin goriilmesi saflastirma isleminin

basartyla tamamlandigini gostermektedir.

2. ki enzimle kesilmis PstHal2j12 gen

fragmani
4.1ki enzimle kesilmis pSL039B-1PDS
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Sekil 4. 5. Agaroz jelden geri kazanilmis restriksiyon enzim kesim {riinleri. 1. kuyu
100 bp gene ruler DNA marker (1 pL). 2.kuyu PstHal2j12 gen fragmani (1 pL).
3.kuyu 1 kb gene ruler DNA marker (1 pL). 4. kuyu pSL039B-1PDS vektorii (1 pL).

4.6. LIGASYON VE TRANSFORMASYON

Molekiiler biyolojide klonlamanin verimli bir sekilde olmasi igin belli bash
asamalarin 1yi dengelenmesi gereklidir. Ligasyon reaksiyonunun yiiksek verimde
olmasi i¢in insert ve vektdr miktari iyi bir sekilde ayarlanmalidir. Ayrica restriksiyon
enzimle muamele edilmis 6rneklerin jelden kesimi sirasinda DNA’nin UV 1s18a ¢ok
maruz kalmamasi saglandi.

Ligasyon sonrasi olusan liriin transformasyon da kullanilmak tizere 10 pL
olarak 2 ayr1 100 pL’lik E.coli Dh5o kompetent hiicrelerine aktarilarak ve LB-
Agar+Amp besiyerlerine 100, 150, 200 pL olacak sekilde ekim yapildi. 37 °C’de

yirmi dort saat sliren inkiibasyon sonrasi dort transformantin biiyiidiigii gézlemlendi.
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Sekil 4. 6. LB-Agar/Amp’li besiyerinde pSL0O39B-1-Psthal2j12 geninin tasindigi
tahmin edilen rekombinant E.coli kolonileri.

4.2. POZITIF KOLONILERIN DEGERLENDIRILMESI

Transformasyon sonucu besiyerinde biiyliyen rekombinant koloniler
arasindan rastgele ii¢ tanesi se¢ildi ve plazmit izolasyonu yapild1 (Sekil 4.7). Plazmit
izolasyon sonucuna gore kolonilerden iki tanesi alind1 ve PstHal2j12 gen fragmanini
igerip icermedigini kontrol amagli Pacl ve Notl enzimleri ile kesim yapildi. Kesim
reaksiyonlarinin her birinden 10 pL alinarak % 1 agaroz jelde yiritildi. Sekil
4.8.’deki jel fotografina gore beklenildigi gibi 6000 bp biiyiikliigiinde pSL0O39B-1
vektor DNA’s1 (tistteki parlak bant) ve digeri ~200 bp biiyiikliigiinde PstHal2j12 gen

fragmani1 oldugu tahmin edilen bantlar goriilmektedir.
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Sekil 4. 7. Transformantlardan elde edilen plazmit DNA Konsantrasyonlarinin
NanoDrop sonuglari. A) 1. koloniden elde edilen plazmit DNA konsantrasyonu. B)
2.koloniden elde edilen plazmit DNA konsantrasyonu. C) 3. koloniden elde edilen
plazmit DNA konsantrasyonu
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Sekil 4. 8. PstHal2j12 gen fragmanmi tasidigini varsaydigimiz transformantlarin
restriksiyon kesim analiz sonucu agaroz jel goriintiisii. 1. kuyu 1 kb DNA Marker (1
puL) (Fermantas), 2. kuyu 1. koloniden alinan 10 pL ve 3. kuyu 3. koloniden alinan
(10 pL) restriksiyon enzim kesim tirtinii.

Sekil 4.8’e gore klonlama isleminin basariyla tamamlanmis oldugu
goriilmektedir fakat kesin sonug alinmasi i¢in drneklerin sekanslatmaya gonderilmesi
gerekmektedir. Bunun i¢in plazmit Orneklerinden 5 pL RefGen Firmasma

gonderilerek sekanslama yaptirildi.
4.8. SEKANS ANALIZI

RefGen firmasina gonderilen plazmit DNA ornekleri sekans sonucu Sekil
4.9°da gosterilmektedir. Bu sekanslar M13 geri primeri kullanilarak sekanslatma
yaptirilmistir. Sekans analiz sonucunda c¢alistigimiz gen fragmani olup olmadigimi
NCBUI/niicleotide blast programini kullanilarak karsilastirma yapilmistir. Sonug
olarak elimizdeki sekansin % 94 PDS geni ile benzerlik gostermesi klonlama

isleminin basariyla sonuglanmadigini gostermistir.

Sar1 pasa ait aday efektor genlerinden biri olan PstHal2j12 geni Yin ve ark.,
(2009)** yilinda belirlenmis ve simdiye kadar PstHal2j12 ve diger belirlenen aday
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efektor genler iizerinde yapilan calisma bulunamamistir. Bu yiizden calismamiz

baska arastirmalar ile karsilastirilip desteklenememektedir.

CCCAGCTTGCTGACGCGCGCGTGGTCTTCCCTTGG
GGGACCGAAGCTGAGCTTCGGCTCAGTATGCACAC
TCTTAAAGTGTGACGCAGCTACCGGAAGTTGTAGC
TTACATACCAATTCCTAAATTTTCTCTCCAGAGTC
CGTTAAGATTCATGGTTTCCAATTCAGGCATCGTT
TTCAAGTTCGATTATAGTGGACTTGCAAACACTCC
CATCATATGGTTGATGGGCACCATCAGATTTGAAT
GATCTGATCAAACATTTTTTTTTTTTTTTAGCTAG
CTGATTAATTAACTGGATGAAAAAGAAGGGTGTTC
CTGATCGAGTCAACGACGAGGTTTTTATTGCAATG
TCCAAGGCCCTCAATTTCATAAACCCTGACGAGTT
ATCCATGCAGTGCATTCTGATTGCTCTAAACCGTT
TTCTCCAGGAGACGCATGGCTCGAAAATGGCATTC
TTGGATGGTAATCCTCCTGAAAGTAGGCGGCCGCT
CAGCTAGCAACGGAAGAAGAATCATCACATCCAAC
AGAATCTTCAAAAGAAGAAGCTACGGACTTACGTA
TTGCGTTAACCTCACTTTCAAGCTTAGCCATTTTT
ACGATATGAGAAAGTTTCAGCTCCTGCATCTTCTT
CTGGAGAAATTCAAGAAGTAACTCCTGTTCAGAAC
GTTTCAGAAGTGAATCATACAGATCCGCATGCTTT
TGGCCACAGAACCTACTCACGATTGGCAGTTGATC
ACAAGCCTCTTCCGCAATGGAGCATGGCATTCCAC
AACTGTGTCCAACGATTCCATTCAGGGCGCATTTT
TGCGGTTCCAATAGATACTTCTTGTAAAGTTCCAA
TCTCTTATTTCTTGTTTCAGAATATACATG

CAACAGCTTGCTGACGCGCGCGTGGTCTTCCCTTGGGGG
ACCGAAGCTGAGCTTCGGCTCAGTATGCACACTCTTAAA
GTGTGACGCAGCTACCGGAAGTTGTAGCTTACATACCAA
TTCCTAAATTTTCTCTCCAGAGTCCGTTAAGATTCATGG
TTTCCAATTCAGGCATCGTTTTCAAGTTCGATTATAGTG
GACTTGCAAACACTCCCATCATATGGTTGATGGGCACCA
TCAGATTTGAATGATCTGATCAAACATTTTTTTTTTTTT
TTAGCTAGCTGATTAATTAACTGGATGAAAAAGAAGGGT
GTTCCTGATCGAGTCAACGACGAGGTTTTTATTGCAATG
TCCAAGGCCCTCAATTTCATAAACCCTGACGAGTTATCC
ATGCAGTGCATTCTGATTGCTCTAAACCGTTTTCTCCAG
GAGACGCATGGCTCGAAAATGGCATTCTTGGATGGTAAT
CCTCCTGAAAGTAGGCGGCCGCTCAGCTAGCAACGGAAG
AAGAATCATCACATCCAACAGAATCTTCAAAAGAAGAAG
CTACGGACTTACGTATTGCGTTAACCTCACTTTCAAGCT
TAGCCATTTTTACGATATGAGAAAGTTTCAGCTCCTGCA
TCTTCTTCTGGAGAAATTCAAGAAGTAACTCCTGTTCAG
AACGTTTCAGAAGTGAATCATACAGATCCGCATGCTTTT
GGCCACAGAACCTACTCACGATTGGCAGTTGATCACAAG
CCTCTTCCGCAATGGAGCATGGCATTCCACAACTGTGTC
CAACGATTCCATTCAGGGCGCATTTTTGCGGTTCCAATA
GATACTTCTTGTAAAGTTCCAATCTCTTATTTCTTGTTT
CAGAATATACATGCTTTCGCTCACATCTTCTTACCACAG
TAAGTACTTGTAGTTAAGGTACCACACACCACACAGAGA
AAGTAGCCATCATGCGAGGTAAATACAGTAGATTTAAAC
ATCAGGACCTAGAGTCCCCCACCTCGAAGTCTTTTTCCC

Sekil 4.9. Sekans analiz sonuglar1 (Soldan saga) 1. koloniye ait sekans analizi, 2.
koloniye ait sekans analizi

4.9. PROTOPLAST iIZOLASYONU

Calismamiz da kullanilan Avocet Yr10 tohumlarinin sterilizasyonu igin
gereken 5 dakikalik siirenin yeterli oldugu goriilmiistiir. Tohumlar steril edildikten
sonra MS ortamina ¢imlendirilmek iizere 26 °C’de 2 hafta boyunca karanlik ortamda
birakildi. Tiim tohumlar ¢imlenerek koklii sarimsi fidecikler olusmustur ve ¢cimlenme
yiizdesi % 100 olarak belirlenmistir. Sekil 4.9’da izole edilen kiiresel sekilli,
kloroplastli protoplastlar goriilmektedir. Izole edilen protoplastlarin yeni hiicreler
olusturup kolonize olmasi i¢in B5 ortamina aktarildi fakat birka¢ giin sonra biiylime
ortaminda kontaminasyon olustugundan dolay1 protoplast hiicrelerinde biiylime

gbzlemlenemedi.
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Sekil 4.10. Avocet Yr10 bugday tiiriinden elde edilen protoplast hiicreleri (Leica
marka 151k mikroskobunun 40X 100X biiyilitme ile elde edilen goriintiiler)
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda, Puccinia striiformis f. sp. ritici’ye ait aday efektor
genlerinden olan PstHal2j12 geninin susturulma c¢aligmasi hedeflenmistir. Bu genin
secilmesinin nedeni patojen ile enfekte edilmis yapraklarda anlatim diizeyinin artmis
olmasidir™. Ayrica genin sinyal peptit bolgesi igermesi ve efektor proteinlerde daha
fazla bulundugu bilinen sistein aminoasit kodonlarinin bulunmasi bitkide hastalik

olusturmada 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir.

Ik boliimde, PstHal2j12 efektor aday geninin susturulmasi hedeflenmistir.
Susturulma isleminin VIGS yontemi ile yapilmast planlanmigtir. Bunun i¢in genin
~180 bp uzunlugundaki bir bdlgesinin BMSV’ye ait y genomunu i¢eren plazmite
Klonlanmas1 c¢alismalari yapilmistir. PstHal2j12 geninin hedeflenen bolgesi
primerler uygun restriksiyon enzim bolgeleri igerecek sekilde tasarlanmis ve PZR ile
cogaltilmistir. Bu gen fragmani ve pSLO39B-1PDS vektorii Pacl ve Notl enzimleri
ile kesim yapilarak yapiskan uglar elde edilmistir. T4 DNA ligaz enzimi ile vektore
klonlanmigtir. Ligasyon {iriinii E.coli Dh5a hiicrelerine aktarilmig ve klonlama
isleminin olup olmadigim 6grenmek icin sekanslama yaptirilmistir. Orneklerin
sekans sonucu klonlama igleminin basarisiz oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle VIGS

susturma deneylerine gecilememistir. Klonlama isleminin basarisiz olmasinda;

1. Vektoriin Pacl ve Notl enzimleri ile tam olarak kesilememesinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Enzim aktiviteleri tampon igerisinde % 20-50
arasinda basar1 oranina sahiptir ve enzim miktarinin az gelmesinden dolay1 enzim ile

kesim islemi tam olarak yapilamadig1 tahmin edilmektedir.

2. Klonlama isleminin diger 6nemli bir asamasi olan ligasyon basamaginda,
vektor ile insert miktarinin molar konsantrasyon oranlarinin dogru ayarlanamamis

olmasi klonlama isleminin basarisiz olmasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir.

3. En 6nemli sebep olarak PZR sonrasinda ve enzim ile kesim asamalarinda

gen fragmaninin yeteri kadar elde edilememis olmasi gosterilebilir.

Literatiirde bu gene ait susturma deneyleri mevcurt degildir.
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Tezin ikinci boliimiinde gergeklestirilen protoplast izolasyon optimizasyon
calismalar1 daha sonraki biyolojik testlerde kullanilmak {izere hedeflenmistir. Bunun
icin bir bugday cesiti olan ‘Avocet Yrl0’ yapraklarindan protoplast hiicrelerinin
izolasyon caligsmalar1 yapilmistir. Protoplast basarili bir sekilde elde edildi ancak
miktar1 yeterli olmamigtir. Protoplastlarin siirekliliginin saglanmasi i¢in BS ortamina
adaptasyonu ve kontaminasyon olasiliginin minimum olacagi kosullarin saglanmasi
gereklidir. Deneyler ileride bu kosullar1 saglayan bir laboratuar da tekrarlanmak
tizere optimize edilmistir. Uygun ortam sart1 ve yeterli miktarda protoplast hiicresi
elde edildiginde bitki-patojen etkilesiminde onemli bir rolii oldugunu diisiindiigiimiiz
PstHal2j12 gen fragmaninin protoplast hiicrelerine aktarimi yapilacaktir. Bu sayede
bu genin bitki immiin sisteminde meydana getirdigi degisiklikleri izlenecektir. Ek
olarak monokotil bitkilerden olan bugday bitkisinden protoplast izolasyonu
asamalarinin optimize edilmis olmasi direng mekanizmasinda rolii olabilecegi
diistiniilen diger aday patojen efektor genlerin bitki immiin sistemindeki rollerinin
calisilmasina imkan verecektir. Elde edilen protoplastlarin miktar: arttirildigi zaman

verimli gen transferi yapmak miimkiin olacaktir.
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EKLER
1. pSL039B-1 PLAZMIT SEKANSI

GTATAGCTTGAGCATTACCGTCGTGTAATTGCAACACTTGGCTTGCCAAATAACGCTAAAGCGTTCACGAAACAAACAACACTTC
GGCATGGATGTTGTGAAGAAATTCGCCGTCATGTCAGTGACTGTAGTAGCAGGTCCCGTCCTTACGCTTTCATCACCTGTGGTGG
TGACGTTTGGAACAGGCTTAATTGCCGTATCTTTGGTGAAACGGTTGCTACAGGAACAACCCCGTGTAATTGCTCACGATCACGA
ACATTACCCAGGTGGTTCTGAGAGCAGTTCTAGCTCTTGTGCTACCGCGCCTATTTTACGTAATCTTTCGCGAGATCAGTGCGAT
TCAGAGAATATTGGATGCAGTTCTAGCGCCTGTTCTCCGTCTGAAATTGTGAAAGTTACAAGGCAGGTAGTGGGAGTTGAACGTG
GTCTTTACCGGGACATTTTTCAGGACAACGAAATCCCATCAGTCATGGAAGAGAAACTGCAGAAACTCCTTTACTCTGAGGGTGA
GAAGATTCGAAGACGTTGCCAATTTGAAGCATCAACGATGCACTCACGCAAAGTAAAGGTTCCGGAGGTAGGTACTATCCCAGAT
ATCCAAACTTGGTTCGATGCTACGTTTCCTGGTAACTCCGTTAGGTTTTCTGATTTCGACGGTTATACTGTTGCTACGGAGGACA
TTAACATGGATGTTCAGGATTGTAGACTTAAGTTCGGGAAGACTTTTCGACCTTATGAATTTAAGGAATCACTGAAACCAGTACT
GAGGACAGCAATGCCAGAAAAACGACAGGGTAGTTTGATTGAAAGTGTGCTGGCCTTTCGTAAAAGAAATTTGGCTGCGCCCAGA
TTACAAGGAGCTTTGAATGAATGGCACACAATTGAGAATGTGCTAACGAAGGCGTTAAAGGTATTCTTCTTTGAAGATTTAATTG
ATCGAACGGATCACTGCACTTACGAGTCAGCGCTCAGATGGTGGGATAAACAATCAGTGACAGCTCGAGCGCAGCTCGTGGCGGA
TCAGCGGAGGTTATGTGATGTTGACTTCACGACTTATAACTTCATGATAAAAAATGATGTAAAGCCGAAGTTAGATCTAACACCT
CAAGTTGAATATGCAGCTTTGCAGACTGTTGTATATCCTGATAAGATAGTCAATGCTTTCTTTGGTCCGATCATAAAGGAGATTA
ATGAACGGATCATCAGAGCGCTTAGACCTCATGTGGTCTTTAATTCTCGTATGACTGCTGATGAACTGAATGAAACAGCTGCCTT
TTTGACACCTCATAAGTACAGAGCCTTAGAGATTGATTTTTCAAAATTTGATAAATCAAAGACTGGGCTTCATATCAAAGCTGTC
ATTGGACTCTATAAGCTCTTTGGCCTAGATGGCCTGTTAAAAGTGCTCTGGGAAAAATCGCAATATCAGACTTACGTGAAAGATA
GAAACTTCGGTCTCGAGGCATATCTATTGTATCAGCAAAAGTCAGGAAATTGTGACACTTACGGTTCGAACACCTGGTCTGCCGC
CTTGGCGTTGTTAGATTGTCTTCCTTTGGAAGATGCACATTTCTGTGTATTTGGTGGTGATGATTCATTGATATTGTTTGATCAG
GGATACATAATTTCCGACCCATGCCGGCAACTTGCCGGTACTTGGAATCTTGAATGTAAAGTGTTCGACTTCAAGTACCCCGCAT
TTTGTGGTAAATTTCTGCTGTGCATAGATGGAAAATATCAATTTGTTCCAGATGCGGCAAAATTTATCACAAAATTAGGTAGAAC
TGATGTGAGAGATGTAGAAGTTTTGAGTGAGATTTATATCTCTATCAATGACAATTACAAATCTTACAAAGACTTTAAGGTGCTT
GATGCTTTGGATAAGGCTTTAGTGGATAGATATCGATCCCCTTATAGTGCTATTTCTGCTTTGGTTTCTTTATGTTATCATATCT
TTGACTTTAATAAGTTTAAGTTGCTGTTTAATTGTGAAGGGAAATTTGTGGATAAGAAGCTGAGAAAAGACTTCGAGTGGTGAAC
TCTAGGTCCTGATGTTTAAATCTACTGTATTTACCTTCGCATGATGGCTACTTTCTCTTGTGTGTGTTGTGGTACCTTAACTACA
AGTACTTACTGTGGTAAGAGATGTGAGCGAAAGCATGTATATTCTGAAACAAGAAATAAGAGATTGGAACTTTACAAGAAGTATC
TATTGGAACCGCAAAAATGCGCCCTGAATGGAATCGTTGGACACAGTTGTGGAATGCCATGCTCCATTGCGGAAGAGGCTTGTGA
TCAACTGCCAATCGTGAGTAGGTTCTGTGGCCAAAAGCATGCGGATCTGTATGATTCACTTCTGAAACGTTCTGAACAGGAGTTA
CTTCTTGAATTTCTCCAGAAGAAGATGCAGGAGCTGAAACTTTCTCATATCGTAAAAATGGCTAAGCTTGAAAGTGAGGTTAACG
CAATACGTAAGTCCGTAGCTTCTTCTTTTGAAGATTCTGTTGGATGTGATGATTCTTCTTCCGTTGCTAGCTGAGCGGCCGCCTA
CTTTCAGGAGGATTACCATCCAAGAATGCCATTTTCGAGCCATGCGTCTCCTGGAGAAAACGGTTTAGAGCAATCAGAATGCACT
GCATGGATAACTCGTCAGGGTTTATGAAATTGAGGGCCTTGGACATTGCAATGAAAACCTCGTCGTTGACTCGATCAGGAACACC
CTGCTTTTCCATCCAGTTAATTAATCAGCTAGCTAAAAAAAAAAAAAAATGTTTGATCAGATCATTCAAATCTGATGGTGCCCAT
CAACCATATGATGGGAGTGTTTGCAAGTCCACTATAATCGAACTTGAAAACGATGCCTGAATTGGAAACCATGAATCTTAACGGA
CTCTGGAGAGAAAATTTAGGAATTGGTATGTAAGCTACAACTTCCGGTAGCTGCGTCACACTTTAAGAGTGTGCATACTGAGCCG
AAGCTCAGCTTCGGTCCCCCAAGGGAAGACCACGCGTCATGCAAGCTTTCCCTATAGTGAGTCGTATTAGAGCTTGGCGTAATCA
TGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTCTAAAGCCT
GGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCT
GCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGC
TCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAA
AGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCC
TGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGA
AGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTT
CTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCC
CGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGT
AACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAG
TATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGG
TAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGG
TCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAA
ATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACC
TATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCCATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCA
TCTGGCCCCAGTGCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGG
CCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCC
AGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCC
GGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCA
GAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTT
TTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGG
GATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTAC
CGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTG
AGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAA
TATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTC
CGCGCACATTTCCCCGAAAAGTGCCACCTGAAATTGTAAACGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAG
CTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCA
GTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCAGGGCGATGGCCCACTAC
GTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGATGCCCCGATTTAG
AGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGGAAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTA
GCGGTCACGCTGCGCGTAACCACCACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCA
ACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTG
GGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTAATACGACTCACTATA
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