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Hassas ve Tolerant Hiyar Cesitleri Arasinda Kiillemeye Kars1 Dayamkhihk
Mekanizmalarimin Karsilastirilmasi

OZET

Kiillemeler hiyarda, 6nemli verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir ve bu
hastalik Podosphaera xanthii fungal etmeni tarafindan meydana gelmektedir. Kiillemeye
kars1 dayanikli ve tolerant cesitlerin gelistirilmesi, bu hastalik ile miicadelede en etkili ve
cevre dostu yontemdir. Kiillemeye karsi dayaniklilik mekanizmalarinin bilinmesi,
dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesine katkida bulunmaktadir. Bu mekanizmalarin
belirlenmesi amaci ile, kiillemeye karsi dayanikli Meltem ¢esidi, tolerant VT18 hatt1 ve
hassas yerel ¢esit Camlica’dan DNA ve RNA’lar izole edilmistir. PCR ve RT-PCR ile
kiilleme etmenine kars1 farkli reaksiyonlar veren bu bitkilerin sahip olduklari
mekanizmalar arastirilmistir. Calisma sonucunda, bitkilerde bulunan farkli genlerin,
farkli savunma mekanizmalarinda pozitif ve negatif regiilator olarak gorev aldiklar
bulunmustur. Kiillemeye kars1 verdikleri yanitlarin bu nedenle farkli oldugu anlasilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Dayaniklilik, Hiyar, Kiilleme, Podosphaera xanthii, Bitki
savunma mekanizmalar1



Comparison of Powdery Mildew Resistance Mechanisms Between Susceptible and
Tolerant Cucumber Plants

ABSTRACT

Podosphaera xanthii associated with the powdery mildew disease of cucumber,
causes significant yield losses besides quality deterioration in cucumber. The
development of powdery mildew resistant or tolerant varieties is the most effective and
eco-friendly method of powdery mildew management. Aim of the project determination
of the mechanisms of disease resistance against powdery mildew diseases contributes for
the development of resistant varieties. In order to determine the powdery mildew
resistance mechanisms, nucleic acids, DNAs and RNAs, were isolated from the powdery
mildew resistant Meltem, tolerant VT18 and susceptible local variety, Camlica. The
different reactions by these plants to powdery mildews were analysed by PCR and RT-
PCR. As aresult of this study, different genes in cucumber observed to be act as positive
and negative regulators in defense mechanisms, and have different responses to powdery
mildew.

KEYWORDS: Cucumber, Plant defense mechanisms, Podosphaera xanthii, Powdery
mildews, Resistance,



1. GIRIS / AMAC KAPSAM

Kiilleme patojenleri, bitkilerin yesil aksanlarinda enfeksiyonlara neden olan
biyotrof fungal etmenlerdir. Ozellikle hiyar yapraklarinin genis yiizeyli olmasi ve
yetistirildikleri donemin iklim sartlar1, patojenin gelisimi i¢in olduk¢a uygundur. Bu
patojenlere karst genellikle kimyasal miicadele onerilmektedir. Kiillemeler ¢ok sayida
spor iretmeleri ve eseyli olarak cogalmalari nedeni ile miicadelede kullanilan
kimyasallara kars1 da hizli direng gostermektedir (Tarim ve Orman Bakanligi 2018).
Ayrica kullanilan kimyasallarin, ¢evreye ve insan sagligina zarar vermesi gibi
dezavantajlar1 da vardir. Bu nedenle bu patojenlere karsi dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi
on plana ¢ikmaktadir. Fakat hiyarda, kiillemelere karst dayamikliligin poligenik
karakterde olmasi ve mevcut dayaniklilik markdrlerinin  islahgilara  kolaylik
saglamamaktadir. Bu durum kiillemeye karsi dayanikli hatlarin  gelistirilmesini
zorlastirmaktadir.

Hiyarda kiillemeye karsi dayaniklilik, uzun yillardir ¢calisilmasina ragmen halen
tam anlamiyla anlagilmamistir. Dayaniklilik ile ilgili lokuslar1 haritalamaya yonelik
caligmalar glinimiizde de devam etmektedir (Chen vd. 2020).

Kromozom 1 m = =

Kromozom 2 = -

Kromozom 3 == e

Kromozom 4 e ]

Kromozom 5 = S 1

Kromozom & = N N u ==
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Sekil 1. Kiillemeye dayaniklilik ile ilgili haritalanan bolgelerin, hiyar kromozomlari
tizerindeki goriintimii, Zhang vd. (2021)’nin ¢alismasindan esinlenilerek olusturulmustur

Son yillarda, farkli hiyar hatlarinda, kiillemeye karsi dayanikliligin haritalanma
calismalar1 hizlanmistir. Sekil 1’de 2008-2018 yillar1 arasinda belirlenen QTL’lerin hiyar
kromozomlar1 tizerindeki fiziksel konumunu gostermektedir. Haritalanan bolgelerin
siklig1, belirlenen dayaniklilik QTL lerinin sicakliga bagli olmasi ve kalitimin tam olarak
bilinmemesi gibi nedenler, kiillemeye karsi dayanikli c¢esitlerin gelistirilmesini
zorlastirmaktadir. Dayaniklilikla iligkili bir ¢ok lokus bulunmasina ragmen kiillemeye
kars1 dayaniklilik mekanizmasin net olarak anlasilmamistir. Kiilleme enfeksiyonu



sonrasinda, hiyarda hangi mekanizma veya mekanizmalarin tetiklendigi ve hangi genlerin
bu mekanizma/mekanizmalarda rol oynadig1 tam anlamiyla belirlenmemistir. (Chen vd.
2020).

Bu calismada, kiillemeye karsi dayaniklilik mekanizmalarinin arastirilmasi
amaciyla, hassas (Camlica Yerel) , tolerant (VT18) ve dayanikli (Meltem) olmak iizere 3
farkli hiyar hat ve ¢esidi karsilastirllmigtir. Hiicre redoks homeostazi, patojenlere karsi
savunma ile iligkili protein sentezi, bitki patojen interaksiyonu, savunma sinyal yolu
reglilasyonu ve MAPK (Mitogen-Activated Protein  Kinase) sinyal yolu
mekanizmalarinda rol oynayan genlere 6zgli spesifik primerler dizayn edilmistir. Bu
primerler kullanilarak ¢esitler arasindaki genomik farkliligi belirlemek i¢in PCR islemi
yapilmustir. Ayrica RT-PCR iglemi ile bu genlerden bazilarinin inokulasyon sonrasindaki
1 ve 2. giinlerde ifade edilip edilmedigi ve bu agidan ¢esitler arasinda nasil bir farkliligin
oldugu belirlenmeye caligilmistir.



2. GENEL BILGILER

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

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

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

Cogu hiyar iiretim alaninda, kiilleme hastaligi yaygin olarak fungisitlerin
uygulanmasiyla kontrol edilmektedir (Xu vd. 2017); Bununla birlikte, ¢evreye ve insan
sagligina zararli olmasinin yani sira, asir1 fungisit kullanimi, P. xanthii popiilasyonlari
tizerindeki fungisit direncini arttirmaktadir (Rubio vd. 2015). Bu yiizden, dayanikli
cesitlerin gelistirilmesi, kiilleme hastaliginin kontroliine yonelik en etkili yaklagimdir ve
hiyar 1slah programlarinin birincil odak noktalarindan biridir. Ciinkii dayanikli ve tolerant
cesitlerin gelistirilmesi, hiyar yetistiriciliginde kiilleme hastaliklar1 ile miicadelede en
ekonomik ve gevre dostu yontemdir. (Chen vd. 2020)

Kiillemeye dayanikli hiyar gesitlerinin gelistirilmesini saglamak i¢in, bitkilerin
kiillemeye karst genetik ve molekiiler savunma mekanizmalarini anlamak oldukga
onemlidir. Kiillemeye karsi dayanikli hatlarin ve dayanikliligin karakterize edilmesi,
1960'larda 'Porto Riko 37' (Kooistra 1968), PI 197087 (Barnes 1961), Natsufushinari (Pl
279465) (Fugieda ve Akiya 1962) , Pl 200815 ve Pl 200818 (Kooistra 1968) hatlar ile
baslanmugtir. 2000’11 yillara gelindiginde Sakata vd. (2006) hassas Santou ve dayanikli PI
197088—1 hatlarin1 kullanarak olusturduklar1 popiilasyonlar ile kiillemeye karsi
dayaniklilik i¢in sicakliga bagli 6 farkli QTL belirlemistir. Benzer sekilde, S06 hattindan
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elde edilen F2:3 popiilasyonundan, ii¢ii linkage (baglant1) grubunda olan bes kiilleme
dayanikliik QTL’i tanimlanmistir (Liu vd. 2008). Ayni yil, PI 250147'nin F2
popiilasyonu kullanilarak iki QTL tanimlanmistir (Ruiter vd. 2008). Zhang vd. 2011
yilinda, saf K8 hattinin F2 ve F2:3 popiilasyonlarini kullanarak dért QTL (pm5.1, pm5.2,
pm5.3, ve pm6.1) tanimlamistir. He vd. (2013) WI 2757 F2:3 popiilasyonlarini
kullanarak, kromozom 5 iizerinde iki major QTL (pm5.1 ve pm5.2) olmak iizere, 4
kromozomda 6 farkli QTL tanimlamistir. Fukino vd. (2013) CS-PMR1 ve Santou
hatlarim1 melezleyerek olusturduklari, Rekombinant Saf Hatlar iizerinde kiilleme
dayaniklilig: ile ilgili toplamda 9 farkli QTL tanimlamistir. Bunlardan pm3.1, pm5.1,
pmb5.2 ve pm5.3 lokuslarmin kiillemeye kars1 dayaniklilikla iliskili oldugu dogrulanmustir.
Ayrica, Zhang vd. (2015), BK2 ve H136 hiyar hatlarin1 melezleyerek olusturduklari F2
popiilasyonlarinda, kromozom 1 ve 6 lizerinde iki farkli kiilleme dayaniklilik lokusu
karakterize etmislerdir. 2018 yilinda ise Wang vd. PI 197088 hattin1 kullanarak
olusturdugu RIL popiilasyonlarinda kiilleme dayanikliligi ile ilgili dort farkli QTL
bulunmustur.

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

Kiillemeye kars1 dayaniklilik genlerinin ¢ogu, 5. kromozom iizerinde belirtilmis
olmasina ragmen diger kromozomlar iizerinde belitilen lokuslar da mevcuttur. Hiyarda
kiillemeye kars1 dayaniklilik kalitimina iliskin bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina ragmen,
elde edilen sonuglar tek basina yeterli degildir. Kiillemeye kars1 dayaniklilik saglayan
pm-1, pm-2, pm-3 ve pm-h lokuslar1 dahil olmak tizere, gesitli genetik lokuslar kademeli
olarak tanimlanmistir (Ruiter vd. 2008). Hiyar bitkisinin 5. kromozomunda bulunan
pmS5.2, major QTL olarak belirtilmistir ve bu bdlgede dort farkli dayaniklilik geninin
(Csa009587, Csa009602, Csa009605 ve BGICucGB009775) hiyarda dayaniklilik
sagladigi tahmin edilmistir (Zhang vd. 2011).

Ancak dayanikli hiyar ¢esitlerinin ¢ogu, diisiik sicakliklarda kiillemeye duyarh
hale gelmektedir. Sicakliga bagli QTL dayaniklilig, ilk olarak 'Santou’ ve P1197088-1’in
RIL'erinde tespit edilmistir (Morishita vd. 2003; Sakata vd. 2006). Daha sonra CSPMR1
ve Santou RIL'lerinde, 4 farkli QTL’nin (pm1.2, pm5.2, pm5.3 ve pm6.1) sicakliga bagh
olarak dayaniklilig1 sagladigi bulunmustur (Fukino vd. 2013). Farkli hiyar ¢esitlerinde,
kiilleme dayanikliliginin, genetik kontroliine iligkin artan sayida gen tespit edilmistir.
Ancak bu ¢aligmalarda tanimlanan QTL'ler tutarsizdir ve bu konunun belirsizligi devam
etmektedir (Chen vd. 2020).

Hiyardaki kiilleme dayaniklilig1, genellikle birden fazla gen veya metabolik yolak
(pathway) iceren karmasik bir genetik o6zelliktir. Huang vd. (2009) tarafindan, hiyar
genomunun dizilenmesi ile, hiyarda verim kalitesi ve hastaliklara dayaniklilik gibi
onemli tarimsal 6zelliklerle ilgili 20.000'den fazla gen kesfedilmistir (Weng vd. 2010;
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Cavagnaro vd. 2010; Guo vd. 2010; Zhang vd. 2011). Hiyarda, kiilleme hastaligina karsi
dayaniklilik mekanizmasi {izerine yapilan arastirmalar, kademeli olarak molekiiler
diizeyde artmistir (Liu vd. 2017). Meng vd. (2016), Zhang vd. (2016) ve Wang vd. (2018)
gelecekte bu alanda yapilacak ¢aligmalarin 6nemine vurgu yaparak;

"transkriptomik ve proteomik ¢alismalar, kiillemeye ve diger patojenlere yanit
veren genlerin / proteinlerin hizli bir sekilde tanimlanmasinin yani sira, ilgilenilen
savunma yollarinin belirlenmesi i¢in etkili stratejiler olarak 6nerilmistir".

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

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

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

"Hiicrede asirn1  ROS  iretimi, programlanmis hiicre Oliimiinii de
tetikleyebilmektedir. Tioredoksinler (Trx), ROS akisini diizenleyen kilit aktorlerdir;
Trx'in fonksiyonel kaybi, ROS seviyelerinin degismesine neden olmakadir. Yapilan
calismada 5 Trx arasinda, CsalG651650 ve Csa6G343710°un dayanikli ve hassas hiyar
hatlarinda birikmis oldugu goriilmiistiir. Dayanikli genotip SSL508-28'de, Csa2G346600
ve Csa6G343710'un yiiksek miktarda ekspresyonu, kiilleme enfeksiyonu sirasinda
tiretilen ROS'un detoksifikasyonuna yardime1 olabilecegini diisiindlirmiistiir"

Calismada ileri siiriilen diger bir potansiyel mekanizma, Pm5.1 lokusunun
hastalik / savunma ile ilgili proteinleri tetiklemesidir. Bitki hiicre duvari
polisakkaritlerden olusur ve fungal patojenlere karsi ilk mekanik bariyeri temsil
etmektedir. Basarili bir enfeksiyon i¢in, patojenin hiicre duvarinin agsmasi gerekmektedir
(Liu vd. 2017). Poligalakturonazlar (PG), enfeksiyon siirecinin ¢ok erken agamalarinda
fitopatojenik funguslar tarafindan salgilanan en 6nemli enzimlerdir. Fungal patojenler
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sahip olduklar1 bu enzim sayesinde, poligalakturonun (hiicre duvar1 bileseni)
oligosakaritlere hidrolizi yoluyla bitki hiicre duvarin1 bozmaktadirlar. Béylece fungus
icin besin saglanmaktadir. PG enzim aktivitesine karsi koymak i¢in bitkiler, PGs38'in
aktivitesini inhibe ederek fungus enfeksiyonunu smirlandirmak i¢in hiicre duvarina
baglanan poligalakturonaz inhibe edici proteinler (PGIP) kullanmaktadirlar (Kalunke vd.
2015).

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

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

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

Bununla birlikte, hiyarda kiillemeye kars1 dayaniklilik, genetik olarak karmasik
bir ozelliktir. Cok fazla gen ve sinyal iletim yollarii icermektedir. Ancak kalitimi ve
dayaniklilik mekanizmalar1 hala tam olarak anlagilamamistir. Bu bilinen dayaniklilik
genlerinin  Gtesinde, genetik haritalama ve RNA-Seq yontemleri ile kiilleme
dayanikliligina iligkin 6nemli etkiye sahip ek genler bulunabilir. Bu aday genler,
kiillemeye karsi dayaniklilik mekanizmalarinin tam olarak anlasilmasi ic¢in diger
arastirmalarda kullanilabilir. Dahas, ilgilenilen bu genlerin incelenmesi i¢in, bir referans
genomu olan herhangi bir bagka tiir ile beraber de genisletilebilir (Chen vd. 2020).

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

Yiiceson vd. (2020)’nin ¢alismasinda, farkli kabakgil ¢esit ve hatlarina kiilleme
inokule ederek, bitkileri Adam ve Somerville (1996) skalasina gore skorlamistir. Bu
skalaya gore; 0-1, hi¢ ya da ¢ok sinirli sporulasyon, 1-2, diisiik sporulasyon, 2-3, orta

13



derece ya da gecikmis sporulasyon, yaprak yiizeyinin %10-30 u kiilleme ile kapli, 3-4,
neredeyse tiim yaprak ylizeyi kiilleme ile kapli, anlamina gelmektedir. Yiiceson vd.
(2020)’in galisma sonucunda, inokulasyondan sonra 7, 14 ve 21 giin sonra, bu skalaya
gore hiyar bitkilerinin ortalamalart alinmistir. Bu ortalamaya gére Meltem; 0.66, VT18;
1.00 ve Camlica Yerel; 2.75 olarak skorlanmustir.
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3. GEREC YONTEM
3.1. inokulum Kaynagi ve Molekiiler Tanist

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

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

Sira Yapilan Islem

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

2 %3’liik CTAB buffer soliisyonundan 100 pl tiipiin igerisine eklendi.

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

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

5 65 °C’de 1 saat inkiibasyona birakild1.

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

7 Ust kistm alinarak yeni 1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarild1.

8 1 ml isopropanol tiiplere eklenerek vorteks yapilir.

9 -20 °C’de bir gece bekletildi

10 15 dakika 13.000 rpm de santrifiij yapildi.

11 Ust kisim dikkatlice bosaltildi.

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

13 2 dakika 13.000 rpm de santrifiij yapildi.

14  Tim EtOH bosaltildi.

15  DNA’nin EtOH dan iyice uzaklasmasi i¢in 30 dakika kurumaya birakildi.
16  DNA’nin 100 pl su eklenerek DNA ¢6ziildii -20 °C’de muhafaza edildi
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PCR ile kiilleme hastalik etmeninin tanisi i¢in White vd. (1990)’1n ¢aligmasinda
belritilen iki farkli primer ¢ifti kullanilmistir. Bu primer giftleri, PCR sonrasi agaroz jelde
P. xanthii’de ~550 bp bant veren 1TS1-4 ve ~300 bp bant veren ITS2-5 primer giftleridir.

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

3.2. Bitki Materyali ve Kiilleme inokulasyonu

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

Sekil 3.2. a) Kiilleme ile enfekteli hiyar yapraklari; b) Kiilleme inokulasyonu.

3.3. Mikroskobik Gozlem (Trypan Blue ve DAB Boyama)

Kiilleme sporlarinin yapraklarda kolonizasyonunin ve inokulasyon sonrasi olusan
stiperoksitlerin gézlemlenmesi i¢in Trypan Blue ve DAB boyama yapilmistir. Trypan
blue boyasi ile konidiospor yapilar1 bitki dokusunda mavi bir renk alarak 151k
mikroskobunda goriiniir hale getirilmistir. Bu sayede bitki dokusunda ¢imlenmis veya
cimlenmemis kiilleme spor yapilart mikroskop altinda gozlemlenmistir. DAB ve Typan
Blue boyama Thordal-Christensen vd. (1997)’nin ¢alismasinda belirttigi gibi yapilmustir.

Trypan Blue boyama islemi i¢in inokulasyondan 2 giin sonra enfekteli yapraklar
%96’lik etanol igerisinde kaynatilmistir. Klorofil temizlendikten sonra iizerine ~1 ml
Trypan Blue damlatilmistir ve 151k mikroskobu altinda yapraklar goriintiilenmistir.
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Sekil 3.3. Mikroskobik gozlemler i¢in hazirlanan 6rnekler a) %96°lik etanol igerisinde
kaynatilan enfekteli yapraklar; b) Camlica, VT18 ve Meltem yapraklarinin Trypan Blue
ile boyanmasi; ¢) DAB soliisyonunda bekletilen 6rnekler; d) DAB+Trypan ile boyanmis
ornekler

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

3.4. Hedef Genlerin Secimi

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

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

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

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

Polygalacturonase Inhibitor LRR-PGIP1 Cucsa.038100.1

DNA-DAMAGE- DRT-100 Cucsa.065390.1

REPAIR/TOLERATION
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Cizelge 3.4’lin devami

pathogenesis-related protein 1 PR1.5 Cucsa.218940.1
pathogen-related  protein,  transcript PRXVar LOC101202865
variant X4
pathogen-related protein Ch4PR LOC101211488
basic form of pathogenesis-related protein ~ BasicFormPR1 LOC105436021 Patojene Karsi Savunma iliskili
1 Proteinler
glucan endo-1,3-beta-glucosidase 8 gluendo1-3 LOC101206143
cinnamy! alcohol CADLP Cucsa.219440.1
dehydrogenase-like protein
callose synthase Callose Cucsa.249900.1
pathogen-associated molecular patterns-
induced protein A70
PampA70 LOC101211488
serine/threonine-protein kinase D6PKL1 ~ D6PKL1 LOC101210027
Serine/threonine-protein kinase STE7 STE7 Cucsa.339990.1
LRR  receptor-like  serine/threonine- LRRSTPKRPK2 LOC101202920 Bitki-Patojen Interaksiyonlar
protein kinase RPK2
proline-rich receptor-like protein kinase =~ PERK10 LOC101203399
PERK10
serine/threonine-protein kinase STN7 STN7 LOC101207504
leucine-rich repeat receptor-like protein  Atlg35710 LOC101208963
kinase At1g35710
serine/threonine receptor-like kinase NFP STRLK-NFP LOC101203481
ethylene-responsive transcription factor ERF024 LOC101206867
calmodulin binding protein PICBP CBP-PICBP LOC101218934
WRKY transcription factor 10 WRKY10 Cucsa.356720.1
WRKY transcription factor 2 WRKY?2 Cucsa.041700.1 Savunma Sinyal Yolu
Regiilasyonu
WRKY transcription factor 33 WRKY33 Cucsa.000200.1
WRKY transcription factor 22-like WRKY22 Cucsa.106960.1
WRKY transcription factor WRKY1 Cucsa.100440.1
glycerol kinase glycerol kinase Cucsa.105620.1
MAP KINASE KINASE KINASE SSK2 ~ MAPKKKSSK Cucsa.091500.1
mitogen-activated protein kinase kinase 1 ~ MAPKK1 Cucsa.155460.1
mitogen-activated protein kinase kinase 1 ~ MAPKK1P Cucsa.034370.1
MEKK1P
mitogen-activated protein kinase 5 MAPK5 Cucsa.303420.1 MAPK Sinyal Yolu
Mitogen-activated protein kinase 1 MAPK1 Cucsa.231940.1
mitogen-activated protein kinase 14 MAPK14 Cucsa.106400.1
AGC Kinase (CAMP Dependent Protein ~ AGC-CAMPPKC Cucsa.077920.1

Kinase C)




3.5. Hedef Genlere Ozgii Primerlerin Dizayni

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

Genomik Sekans

v
W 250-270
W 1230-1250
w

CDs

wu
§ 7090
l 600-620
w

PCR ve RT-PCR Jel Goriiniimi

100 bp PCR RT-PCR
Ladder  Oriind Oriind
—

g
M
I

= TR Ekzon === |ntron === Forward Primer ==== Reverse Primer

Sekil 3.5 1lgili genlere 6zgii primerlerin dizayn edilmesinin temsili gdsterimi.

Cizelge 3.5. Hedef genlere 6zgii dizayn edilen primerlerin dizilimleri ve iiriin boyutlari.

PCR RT-PCR

) Uriin Uriin

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

(bp) (bp)
ThioF1 TCGAAGAGTGGCTGCTTCAG GGGTGTACATGTCGAGCACA 211 211
Thio AAATCTCCCACGCCCACTTT AGGCACAGCCCCAATAACAC 452 345
Catalase GCCCTGAAACGCTCAGAGAT GCAAGATATCCTCGGGCCAA 847 303
LRR-PGIP1 CAATCCCACCCTTTGTGGGT GGTTGGCAAGAGAGCTAGGG 243 243
DRT-100 CGGTTTTGAACGTTGCGGAT TGCTCCGTTTGGTATCGGAC 554 554
PR1.5 CACAAAAGAACACATACCACAT CAGCTGCTCCACTAAACCCA 656 248
PRX4Var CAAAAACCATGCCCCCACTG AGACAGGGCAGCTTGACATC 260 185
Ch4PR ACACCCCTAAATGGGCTCCT TTGAGAGTGGCCATGCCATA 1032 699
BasicFormPR1 AACACATGCCCAAAACTCCCC AGGTTCGCCACACCACTTGT 320 320
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Cizelge 3.5’in devami

Gluendo1-3 CGGATGCATGGACTGTGAGT GTGTGTCGTAATTGGCGTCG 675 564
CADLP CACATGGGGGTGAAATTGGC GGATGACCATGGGAGAGACG 289 289
Callose ATAGAGCTACCGGTCGTGGT TGGTTGCAGGCACACCAATA 318 318
PampA70 TTCTCAACCTCGTGATCGGC CTCGTTTCGACTCGTCCTCC 672 672
D6PKL1 TTGCAGCATGGGGTCCTTAG CAGGTAGAAACCTGGGGCTG 1528 631
LRRSTPKRPK2 AACCTTCCTTCCCAGCTTCG GGAAGTCCAGCAGGGGAATC 950 950
PERK10 TCCGAGACTGGCTCTTCTGA CAAACGAGGGCTCATGGAGT 1444 477
STN7 AATCCCTGGTGCCATTCTGG GCTATTAGCACAAGCACGCC 1268 310
At1935710 GGGAGGAGTTCCATCACAGC TTCACACCTTGCCGAAATGC 823 228
STRLK-NFP GGGCAGCTTCTGTTCATTCC AAACCAACACCCAAAGCCAC 509 509
ERF024 ACTGGTTTCCACCCTTTCCA CTGGCACAGGTAGCGAAGAT 333 333
CBP-PICBP GGGGAGAAGAGAGTTGCGAG CAGCACGATCTCCACTCGTT 928 928
WRKY10 GACATTGACACGCAGCATCC GGTTTCCACCACCTTCACCA 331 331
WRKY?2 GGTCACCATCCTCAAGTGGG TCCTCGTCGGTTTGGTGAAG 408 408
WRKY33 ACATTCCCAAATTGCCCTGT GGCGTGGTTACAGAGTGAGA 212 212
WRKY?22 TAGCCTCTCCGATCCCGAAG CTTCCCCATCTGTCACACCT 218 218
WRKY1 CACAAATGCACAGGGGCTTC CACCATGCAAGTAGGATGCG 297 297
Glycerol kinase CGAGAAATTGGCATCGCAGG CCAAGGGCAGTTGTCTCGAT 451 363
MAPKKKSSK TTGCACCTGGAAGCTGTTCT AGTGCCAAAAGCATCAAGCG 443 323
MAPKK1 GAGTCTCACCGCAAGCAGAT TTGCCCGGGTGGAGAATAAG 755 498
MAPKK1P CGGATGGCTACTGCTACTGG CCCTATGAGCGATGCGTTCT 261 261
MAPKS5 GTCCTGCACCGTGATCTCAA TGCCAGGGAAGAGAGGTTCT 247 247
MAPK1 CTGGTATCGAGCCCCAGAAC CGCTCGGATAAAGACGGGAA 272 272
STE7 ATTGGCAGATGTCCTGCGTT AAGCCCAAGGCTCCAAATGT 536 510
MAPK14 GAGAATCGTACGGACGCCAT GCTTCAAGTCCCGGTGAAGA 706 280
AGC-CAMPPKC AATCCGATCAGCAGGCTACG GGCGTTTTCGTCAGAATCCG 256 256

3.6. Bitkilerden DNA Izolasyonu

Camlica, VT18 ve Meltem hiyar tohumlari viyollere ekilmistir. Tohumlar
¢imlendikten sonra 100 mg doku 6rnegi alinarak sivi azot igerisinde ezilmistir. Ezilen
dokudan DNA izole etmek i¢in GeneJET Plant Genomic DNA Purification Kit (Thermo)
kullanilmistir. izolasyon kit protokoliine uygun bir sekilde gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.6. Alinan doku 6rneklerinin s1vi azot ile havan igerisinde ezilmesi

3.7. Hiyar Cesitleri Arasindaki Farkliliklarin PCR ile Belirlenmesi

Cizelge 3.4‘te gosterilen primerler ve Meltem, VT18 ve Camlica Yerel ¢esitleri
kullanilarak PCR islemi yapilmistir. PCR islemi i¢in DreamTaq Green MasterMix (2Xx)
kullanilmistir. PCR iglemi, 95 °C’de 45 saniye denatiirasyon, 58 °C de 50 saniye primer
baglanma sicaklig1 ve 72 °C’de 50 saniye uzama olmak iizere 36 dongiide yapilmistir.
Daha sonra agaroz jel hazirlanmigtir ve PCR iiriinii elektroforezde yiiriitiilmiistiir

3.8. Bitkilerden RNA izolasyonu

Laboratuvarda bulunan Camlica Yerel, VT18 hatti ve Meltem c¢esidi hiyar
tohumlar1 viyollere ekilmistir. Kotiledon yapraklar1 c¢iktiktan sonra hiyar fideleri,
icerisinde steril torf (0.8 V) ve perlit (0.2 V) bulunan saksilar icerisine dikilmistir. Her bir
hiyar ¢esidi igin 1 bitki kontrol olmak {izere 5 bitki dikilmistir (Sekil 3.8).

is1c M '
is16

is26

.
is76 |
o is76

Camlica Meltem . VT18

Sekil 3.8. Camlica, VT18 ve Meltem hiyar bitkilerinin saksilar igerisine dikilmesi, RNA
izolasyonu ve inokulasyon sonrast DAB ve Trypan Blue boyama i¢in kullanilan bitkilerin
dikimi, IS: inokulasyondan sonra, G: giin
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Inokule edilmeyen hryar bitkilerinden ve inokulasyondan 1 ve 2 giin sonra her
bitkinin inokule edilen yapragindan RNA izolasyonu i¢in Ornekler alinmistir. Her
izolasyon i¢in ~100 mg yaprak ornegi alinarak dogrudan sivi azot igerisinde ezilmistir.
Iyice ezilen 6rnekler 15 ml’lik falcon tiipler icerisine aktarilmistir. RNA izolasyonu igin,
GenelET Plant RNA Purification Kit (Thermo) kullanilmistir. izolasyon kit protokoliine
gore yapimustir.

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

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

CACS genine 0zgii prinerler ile dogrulanan RNA’lar kullanilarak ayn1 islem farkl
genlere 6zgii primerler ve 20 ng RNA kullanilarak tekrar edilmistir. Calismada kullanilan
cesitlerin inokulasyon dncesi ve inokulasyon sonrasi 1 ve 2 giin sonrasinda izole edilen
RNA’lar kullanilmistir. Arastirilan genlerin inokulasyon oncesi ve sonrasinda ekspresyon
seviyeleri karsilagtirilmistir. RT-PCR sonrasi elde edilen iiriin, agaroz jelde yiiriitiildiikten
sonra gortintiiler GelAnalyzer 19.1 ile analiz edilmistir.

Sekil 3.9. Elde edilen RT-PCR jel sonuglarinun GelAnalyzer 19.2 ile analiz edilmesi. a)
Jel lizerinde bantlarin oldugu bdlgenin segilmesi; b) Raw Volume i¢in bant intsensity pik
noktalarinin se¢ilmesi; ) Bantlara ait Raw Volume degeri.
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Gen ifadesinin incelenmesi i¢in Gel Analyzer {izerinden her bir {iriiniin jel
goriintlisiindeki Intensity degerine gore Raw Volume elde edilmistir.

a
Kalibre Deger = 5

Her deger (a), CACS primeri ve ayni gruptaki cDNA kullanilarak yapilan RT-
PCR islemi sonucu (b) elde edilen degere boliinmiistiir. Boylece her bir genin RT-PCR
sonucu i¢in Kalibre Deger hesaplanmistir. Daha sonrasinda CACS geni i¢in kalibre
edilmis deger 1 kabul edilerek ¢izgi grafikleri ¢izilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Kiilleme Patojeninin Tanis1

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

| mwew e gemn

Ladder ITS1-4 ITS2-5 Ladder

1000
900
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Sekil 4.1. Kiilleme etmeninden izole edilen DNA ile yapilan PCR islemi sonucu, Ladder:
Thermo GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder

4.2. inokulasyon Sonrasinda Bitki Reaksiyonlarinin Belirlenmesi
4.2.1. Iinokulasyon sonras1 Camhca genel durum
Inokulasyondan 7 giin sonra Camlica hiyar cesidinde, P. xanthii sporlarinm

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

inokulasyondan 7 giin sonra Negatif Kontrol

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

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

Sekil 4.2.2. Camlica hiyar yapraklar iizerinde gelisen P. xanthii'nin, Trypan Blue ile
boyama sonrasi 151k mikroskobu altinda goriintiilenmesi; a): 4x objektif; b) 10x objektif;
c) 40x objektif bliylitmede goriiniimii

4.2.3. Camlica yapraklarinin DAB+Trypan Blue ile boyanmasi

Inokulasyondan 7 giin sonra DAB+Trypan Blue kombinasyonunda herhangi bir
stiperoksit olusmadig1 ve patojenin ¢ok daha fazla kolonize oldugu goriilmektedir (Sekil
4.2.3).

Sekil 4.2.3. Camlica hiyar yapraklar lizerinde gelisen P. xanthii'nin Trypan Blue+DAB
ile boyama sonrasi 11k mikroskobu altinda goriintiilenmesi; a) 4x objektif; b) 10x
objektif; c) 40x objektif.
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4.2.4. Iinokulasyon sonras1 VT18 genel durum

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

IesusERSCYe e
es0

inokulasyondan 7 giin sonra B Negatif Kontrol

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

4.2.5. VT18 yapraklarinin Trypan Blue ile boyanmasi

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

Sekil 4.2.5. VT18 hiyar yapraklari tizerinde gelisen P. xanthii'nin Trypan Blue ile boyama
sonrasi 151k mikroskobu altinda goriintiilenmesi; a) 4x objektif; b) 10x objektif; ¢) 40x
objektif.
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4.2.6. VT18 yapraklarinin DAB+Trypan Blue ile boyanmasi

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

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

4.2.7. inokulasyon sonras1 Meltem genel durum

Meltem’de ise kiilleme inokulasyonu sonrasinda hastaligin genel simptomlart
gbozlemlenmemistir (Sekil 4.2.7).

inokulasyondan 7 giin sonra Negatif Kontrol

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

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

Sekil 4.2.8. Meltem hiyar yapraklar iizerinde gelisen P. xanthii'nin Trypan Blue ile
boyama sonrasi 151k mikroskobu altinda goriintiilenmesi; a) 4x Objektif; b) 10x objektif;
c) 40x objektif

4.2.9. Meltem yapraklarimin DAB+Trypan Blue ile boyanmasi

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

Sekil 4.2.9. Meltem hiyar yapraklari tizerinde gelisen P. xanthii'nin Trypan Blue+DAB

ile boyama sonrasi 151k mikroskobu altinda goriintiilenmesi; a) 4x Objektif; b) 10x
objektif; c) 40x Objektif
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4.3. PCR Sonuglar:
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I PampA70 1 f gluend013 1 T ERFO24 1 I Atlg35710 1
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Sekil 4.3. Hedef genlere 6zgii primerler ve bitkilerden izole edilen DNA’lar kullanilarak
yapilan PCR islemi sonucu.
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Hiicre redoks homeostazinda rol oynayan ve bu ¢aligmada arastirilan, Thioredoxin
F1, Thioredoxin ve Catalase peroxidase genlerine 6zgii primerler sirastyla; ThioF1 (211
bp), Thio (452 bp) ve Catalase (847 bp) primerleridir. Bu primer giftleri kullanilarak
yapilan PCR islemi sonucu, dayanikli Meltem c¢esidi, hassas Camlica ¢esidi ve tolerant
VT18 hattinda bu genlerin oldugu belirlenmistir.

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

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

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

Savunma sinyal yolunun diizenlenmesinde rol oynayan genler; ethylene-
responsive transcription factor ERFO024, calmodulin binding PICBP, WRKY
transkripsiyon faktorleri (10, 2, 33, 22, 1) ve glycerol kinase genleridir. Bu genlere 6zgii
primerler sirastyla ERF024 (333 bp), CBP-PICBP (928 bp), WRKY10 (331 bp), WRKY2
(408 bp), WRKY33 (212 bp), WRKY22 (218 bp), WRKY1 (297 bp) ve glycerol kinase
(451 bp) primerleridir. PICBP primeri ile yapilan PCR islemi sonucunda, dayanikli ¢esit
Meltem’de hedeflenen bdlgenin ¢cogaltilmadig goriilmektedir. Hassas ve tolerant cesitte
ise calmodulin binding PICBP geninde hedeflenen bolge cogaltilmistir. Bu da calmodulin
binding PICBP geninin dayanikli Meltem’de olmadigini gostermektedir.
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4.4. izole Edilen RNA’larin CACS Primeri ile Kontrolii

Sekil 4.4. izole edilen RNA’lar (4 ul) ve CACS primer cifti kullanilarak yapilan RT-PCR
sonuglari, a, b) Meltem i6; ¢, d) Meltem is 1. giin; ) Meltem is 2. giin; f, g) VT18 i6; h)
VT18is 1. giin; i, J) VT18 is 2. giin; K, I) Camlica i6; m, n) Camlica is 1. giin; 0) Camlica
is 2. giin, 16: inokulasyon oncesi, is: inokulasyon sonrasi

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

4.5. RT-PCR Sonuglari

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

WRKY?22 genine 6zgii primer ve VT18’den inokulasyon oncesi, inokulasyon
sonrasit 1 ve 2. giinlerde izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-PCR islemi
soncunda, agaroz jelde bant goriilmektedir. Ayrica Meltem’den inokulasyondan 1 giin
sonra izole edilen RNA’lar kullanilarak yapilan RT-PCR islemi sonucunda da, agaroz
jelde bant goriilmektedir (Sekil 4.5 WRKY22).
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Thioredoxin F1 genine 6zgii ThioF1 primeri ve Camlica ve Meltem’den
inokulasyon Oncesi ve sonrasindaki 1 ve 2. gilinlerde izole edilen RNA’lar kullanilarak
yapilan RT-PCR islemi sonucunda, agaroz jelde bant goriilmektedir. Sadece VT18’de
inokulasyondan sonraki 2. giinde izole edilen RNA kullanilarak yapilan RT-PCR islemi
sonucunda, agaroz jelde bant goriilmemektedir (Sekil 4.5 ThioF1).
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Sekil 4.5. Izole edilen RNAlar (20 ng) kullanilarak yapilan RT-PCR islemi sonucu elde
edilen tirtinlerin jelde goriintiilenmesi, 16: inokulasyon dncesi, is 1: inokulasyondan 1 giin
sonra, is 2: inokulasyondan 2 giin sonra

Serine/threonine-protein kinase STN7, genine 6zgii STN7 primeri ve Meltem’den
inokulasyon 6ncesinde izole edilen RNA kullanilarak yapilan RT-PCR islemi sonucunda,

agaroz jelde bant goriilmemektedir. Diger cesitlerde ve inokulasyon sonrasinda ise farkl
yogunluklarda bantlar elde edilmistir (Sekil 4.5 STN7).

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

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

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

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

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

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

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

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

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

4.6. Kalibre deger ile cizgi grafiklerinin c¢izilmesi

EK 1’de, hesaplanan kalibre degerler kullanilarak ¢izgi grafik olusturulmustur.
Bu grafikler Sekil 4.6’da verilmis olup ilgili genin ismi grafiklerin tistiinde belirtilmistir.
Dayaniklilik ile iliskili genlerin inokulasyon ncesi ve sonrasindaki 1 ve 2. giinlerde farkl
cesitler arasinda ekspresyon seviyeleri arasindaki farkliliklar gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Verilere gore olusturulan, farkli genlerin farkli ¢esit ve zamanlarda ekspresyon
seviyelerini gosteren ¢izgi grafigi (i0: inokulasyon Oncesi, is 1: inokulasyondan 1 giin
sonra, is 2: inokulasyondan 2 giin sonra)

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

Serine/threonine-protein kinase STN7 geninin inokulasyon sonrasinda, dayanikli
cesit Meltem’de inokulasyon Oncesine gore arttig1 goriilmektedir. Bu genin VT18’de
ekspresyon seviyesi daha yiiksek olmasina ragmen inokulasyon Oncesinde veya
sonrasinda, ekspresyon seviyesinde farklilik bulunmamaktadir. Ayrica Serine/threonine-
protein kinase STN7’nin inokulasyon sonrasinda 1 ve 2. giinde ekspresyon seviyesinin en
diisiik oldugu bitki Camlica hiyar ¢esididir (Sekil 4.6).

Cinnamyl alcohol dehydrogenase’in, inokulasyon 6ncesi ve sonrasinda dayanikli
Meltem ve hassas Camlica’da ekspresyon seviyesinin arttigi goriilmektedir. inokulasyon

Oncesi ve sonrasinda bu genin ekspresyon seviyesinin en yiiksek VT18’de oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.6).

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

WRKY?22’nin inokulasyondan sonra 1. giinde dayanikli Meltem ve tolerant
VT18’de ekspresyon seviyesinin arttigi, 2. giinde diistiigii tespit edilmistir. Hassas
Camlica’da ise inokulasyon sonrasindaki 1. ve 2. giinlerde ekspresyon seviyesinde artig
goriilmemistir ve en diigiik seviyededir (Sekil 4.6).

Catalase peroxidase’in inokulasyon sonrasindaki 1. giinde hassas Camlica’da
ekspresyon seviyesinin arttig1 goriilmektedir. En yiiksek ekspresyon seviyesi VT18’de
olmasma karsin, inokulasyon oncesinde ve sonrasindaki 1 ve 2. Giinlerde ekspresyon
seviyeleri arasinda arti§ ya da azalma goriilmemektedir (Sekil 4.6).

Serine/threonine-protein kinase D6PKL1’in inokulasyondan sonra 1. giinde,
dayanikli Meltem ve tolerant VT18’de ekspresyon seviyesinin artti§i gorilmiistiir.
Camlica’da ise aynmi genin ekspresyon seviyesi, inokulasyondan 2 giin sonra arttig
goriilmektedir. Ancak ekspresyon seviyesi, artmis olmasina ragmen dayanikli ve tolerant
hiyar bitkilerine gore daha diisiik seviyededir (Sekil 4.6).

Thioredoxin F1 geninin dayanikli ve hassas hiyar bitkilerinde inokulasyon 6ncesi
ve sonrasinda ekspresyon seviyeleri ¢ok fazla degismemistir. Ancak tolerant VT18’de,

bu genin ekspresyon seviyesi, inokulasyondan 2 giin sonra birden diistiigii goriilmiistiir
(Sekil 4.6).

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

Ayn1 genin ekspresyon seviyesinin, hassas Camlica’da artmadigi gosterilmistir (Sekil
4.6).

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

Serine/threonine receptor-like kinase NFP’nin inokulasyondan sonra dayanikli
Meltem’de ekspresyon seviyesi inokulasyondan 1 giin sonra diisiik miktarda artmistir.
Ayn1 genin ekspresyon seviyesi tolerant VT18’de inokulasyondan 2 giin sonra artmaistir.

Hassas Camlica’da ise bu genin ekspresyon seviyesinde bir artig tespit edilmemistir (Sekil
4.6).

5. TARTISMA VE SONUC

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

Bu alternatif yontemlerden en 6nemlisi kiillemeye kars1 dayanikli veya tolerant
cesitlerin gelistirilmesidir. Ciinkii dayanikli ve tolerant gesitlerin gelistirilmesi, hiyar
yetigtiriciliginde kiilleme hastaliklar1 ile miicadelede en ekonomik ve cevre dostu
yontemdir. Ancak kiillemeye kars1 dayanikli hiyar cesitlerinin gelistirilmesi igin,
bitkilerin kiillemeye kars1 genetik ve molekiiler savunma mekanizmalarinin anlagilmasi
cok oOnemlidir. Kiillemeye karst dayanikliligin karakterizasyonu 1960’l1 yillarda
baglamistir. Giiniimiizde bu alanda, dayaniklilik karakterizasyonu ve genetik haritalama
calismalar1 devam etmektedir.

Ancak bu ¢aligmalarda tanimlanan QTL’lerin sicakliga bagli olarak degismesi,
bazilarinin tutarsiz olmasi ve 7. Kromozom hari¢ geriye kalan 6 kromozom {izerinde bir
cok bolgede dayaniklilik ile ilgili QTL bulunmasi gibi nedenlerden dolayi, kiillemeye
kars1 dayaniklilik mekanizmalar ile 1lgili bilgiler belirsizligini stirdiirmektedir.

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

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

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

VT18 ve Meltem’de yapilan mikroskobik goézlemler (Trypan Blue ve DAB
boyama), konuk¢unun kiillemeye kars1 savunmada farkli mekanizmalarin rol oynadigini
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gostermektedir. VT18’de gergeklesen ROS birikimi ve HR, P. xanthii enfeksiyonun
yayilmasini engellemektedir.

Meltem’de ise ROS ve HR goriilmemesine ragmen, kiillemenin tipik belirtileri
goriilmemistir. Ayrica P. xanthii yaprak yiizeyinde gelisememis ve konidiosporlarinin
cogu ¢imlenmemistir. Meltem’deki dayanikliligin, konukgunun sahip oldugu farkl
savunma mekanizmalari ile iligkili oldugunu veya farkli savunma mekanizmalarinin
aktive olmasi ile iliskili oldugunu gostermektedir.

Her cesitten izole edilen DNA’lar kullanilarak yapilan PCR igleminde 35 farkli
gene O6zgl primerler kullanilmistir. PCR sonucunda, Csa_5G451650 (LOC101218934)
genine Ozgii primerlerin, Meltem’de hedeflenen bdlgeyi cogaltmadigi goriilmektedir.
Ancak tolerant VT18 ve hassas Camlica’da ise hedeflenen bdlgenin primerler tarafindan
cogaltildig1 ve genin bu cesitlerde mevcut oldugu belirlenmistir. Diger primerler ile
yapilan PCR islemlerinin sonuglarinda, farkli cesitler arasinda baska farkliliklar
bulunmamaktadir. Csa_5G451650 (LOC101218934) geni, calmodulin binding protein
PICBP (Kalmodulin baglayan protein PICBP)’yi kodlamaktadir. Bu gen hiyarda 5.
kromozom {izerinde 19651486-19654822 niikleotitler arasinda bulunmaktadir.

Daha 6nceki ¢alismalarda MLO proteinlerinin kalmodulin baglayici proteinler
oldugu ve kalmodulin baglanmasinin arpanin kiillemeye duyarliligini arttirdig:
bildirilmigtir. Ayrica in-vivo kosullarda, MLO proteinindeki kalmodulin baglanma
domaininin fonksiyonel kaybi, MLO genlerinin neden oldugu duyarliligi %50 oraninda
azaltmistir (Kim vd. 2002a).

Savunma sinyal yolu regiilasyonlarinda rol oynayan bu genin, dayanikli ¢esit
Meltem’de varligi tespit edilmemistir. Bu nedenle Csa_5G451650’in savunma sinyal
yolu regiilasyonlarinda, arpada oldugu gibi hiyarda dakiillemeye kars1 dayaniklilikta
negatif rol oynadigini diistindiirmektedir.

Farkli ¢esitlerden, inokulasyon oncesi ve inokulasyon sonrasi 1 ve 2. gilinlerde
izole edilen RNA’lar kullanilarak RT-PCR islemi yapilmistir. CACS referans genine
0zgl primer cifti kullanilarak yapilan RT-PCR sonucu, GelAnalyzer 19.2 programi
kullanilarak analiz edildiginde, ekspresyon seviyelerinin farkli ¢esitlerde ve zamanlarda
degismedigi tespit edilmistir. Bu da yapilan RT-PCR isleminin giivenilirligini
gostermektedir.

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

Calisma kapsaminda ekspresyon seviyeleri belirlenen, KEGG Pathway Database
icerisinde, bitki patojen interaksiyonlarinda rol oynayan diger bir gen ise serine/threonine
receptor-like kinase NFP’dir. NFP’nin inokulasyon sonrasinda VT18 ve Meltem’de
ekspresyon seviyelerinin arttig1 goriilmektedir. Ayrica ekspresyon seviyesinin hassas
Camlica’da degismedigi ve diisiik seviyede oldugu goriilmektedir. VT18’de bu genin,
inokulasyon sonrasinda ekspresyon seviyesi, Serine/Threonine-protein Kinase
D6PKL1’den daha diisiiktiir. Ancak Meltem’de NFP’nin inokulasyondan 1 giin sonraki
ekspresyon seviyesi VT18’den daha yiiksek oldugu goriiliirken, inokulasyondan 2 giin
sonra ise VT18’de daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. NFP’nin inolulasyon sonrasinda
dayanikli ve tolerant gesitlerde ekspresyonunun artmasi, kiilleme etmeninin konukg¢u
tarafindan taninmasinda baska bir aday reseptdr olabilecegini géstermektedir.

KEGG Pathway Database igerisinde, bitki patojen interaksiyon yolaginda yer alan
diger bir gen, Serine/threonine STN7’in , inokulasyondan 1 ve 2 giin sonra ekspresyon
seviyesindeki en yiiksek artisin Meltem’de oldugu belirlenmistir. Ayrica ayni genin VT18
ve Meltem ekspresyon seviyesinin, hassas Camlica ¢esidine gore daha yiiksek miktarda
ifade edildigi goriilmektedir. Ancak STN7’in VTI18’de ekspresyon seviyesinin
inokulasyon Oncesi ve sonrasinda degismedigi tespit edilmistir. Meltem’de bu genin
yiiksek oranda indiiklenmesi, STN7’in dayanikli Meltem ¢esidi i¢in, tolerant VT18’e gore
daha 6nemli bir rol oynadig1 anlamina gelebilir.

PG’ler (Polygalacturonase) fungal patojenite faktorleridir. Enfeksiyonun ilk
asamalarinda iretilen ve bitki hiicre duvari bileseni olan poligalakturonu parcalarlar.
Fungal PG enzim aktivitesine karsi, bitkiler de fungus enfeksiyonunu sinirlandirmak i¢in
hiicre duvarina baglanan poligalakturonaz inhibe edici proteinler (PGIP) kullanirlar (De
Lorenzo ve Ferrari 2002). Polygalacturonase inhibitor genlerinden Cucsa.038100.1’in
hassas Camlica’da bulunmasina ragmen ifade olmadig1 goriilmektedir. Dayanikli ve
tolerant hiyarlarda ise inokulasyondan sonra ekspresyon seviyesinin, hassas ¢eside gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Camlica’da, enfeksiyonun ¢ok hizli bir sekilde
gerceklesmesinin nedeni, bu genin ifade olmamasiyla iligkili olabilir. PG ile hiicre
duvarini parcalayan diger funguslara karsi dayaniklilikta etkili oldugu gibi, hiyarda
kiilleme hastaligina karsi dayaniklilikta da polygalacturonase inhibitor geni rol
oynamaktadir.

Hiyarda bulunan PR genlerinden Csa_6G338110, PR proteinlerinden X4
varyantin1 kodlamaktadir. KEGG bitki patojen interaksiyonu yolaginda, hiyar bitkisinde
fungal patojenlere kars1 dayamklilikta rol oynayan gen olarak belirtilmistir. Inokulasyon
sonrasinda dayanikli bitkide, ekspresyon seviyesi artarken, hassas olan Camica’da
ekspresyon seviyesi diismiistiir. VT18’de en yiiksek ekspresyon seviyesi olmasina
ragmen, bu genin P. Xanthii ile indiiklenmedigi goriilmektedir. Bu nedenle,
Csa_6G338110 dogrudan kiillemeye karsi savunmada rol oynadigi diisiintilmemektedir.
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Patojenlere karsi savunma ile iliskili proteinlerden, Cucsa.219440.1 geni, hiyarda
cinnamyl alcohol dehydrogenase proteinini kodlamaktadir. Bu protein hiicre duvarinin
fiziksel olarak gii¢lendirilmesi ve patojenin penetrasyonunun engellenmesi amaci ile bitki
tarafindan sentezlenir. Ozellikle bitki hiicre duvarinin giiclendirilmesinde kilit rolde yer
alirlar, ¢linkii lignin biyosentezi i¢in kaynak olan monolignol sentezinde rol oynarlar
(Kim vd. 2004). Ayrica bakteriyel ve fungal patojenlere karst savunmada rol oynarlar
(Rong vd. 2016). Bu genin dayanikli gesitte, inokulasyon sonrasinda yiiksek oranda
indiiklendigi gorilmektedir. Fakat ayni genin ekspresyon seviyesinin, inokulasyon
sonrasinda hassas c¢esitte de dogrusal olarak arttif1 goriinmektedir. Cucsa.219440.1’in
inokulasyondan sonra ekspresyon seviyesinin VT18 ve Meltem’de yiiksek oldugu
bulunmustur. Ancak VTI18’de bu genin kiilleme enfeksiyonu ile indiiklenmedigi
goriilmektedir. Cucsa.219440.1’in hassas, tolerant ve dayanikli gesitlerde de ekspresyon
seviyesinin yiiksek olmasi, Cucsa.219440.1’in hiicre duvar1 kalinlagsmasinda tek basina
etkili rol oynamadigim1 gostermektedir. Ayrica bu enzimin bitki tarafindan, diger
patojenlere kars1 sentezlendigi gibi, kiillemeye karsi da sentezlendigi goriilmektedir.

Calismada ekspresyon seviyeleri belirlenen, patojenlere karsi savunma ile iligkili
proteinlerden sonuncusu Callose proteinidir. Callose proteini hiyarda, Cucsa.249900.1
tarafindan kodlanmaktadir. Callose proteini, bitki bilylime,gelisimi ve farkli stres
kosullarina kars1 yanit olarak kodlanmaktadir. Patojenlere karsi savunmada rol oynayan
bu protein, hiicre duvarinda birikir ve hiicre duvarinin kalinlagmasini saglar. Bu sayede
patojen penetrasyonunu yavaslatmak ve engellemek i¢in fiziksel bariyer gorevi goriir.
Arabidopsis’te callose birikiminin kiillemeye kars1 dayanikliligi sagladigi belirtilmistir
(Nauman vd. 2013). Arabidiopsis’te oldugu gibi, dayanikli Meltem ¢esidinde, Callose
ekspresyonunun kiilleme inokulasyonu sonrast indiiklendigi, tolerant ve hassas
cesitlerden daha yiiksek seviyede ifade oldugu goriilmektedir. Dayanikli ve tolerant
cesitler arasindaki farkliligin nedenlerinden birisi Callose’un ekspresyon seviyesiyle ilgili
0ldugu sonucuna varilmaktadir.

Thioredoxin (Trx), ROS akisini diizenler ve ROS seviyesinde degisimlere sebep
olurlar. Dayanikli ve hassas hiyar hatlarind Trx ’lerin birikmis oldugu bildirilmistir (Xu
vd. 2019). Hiyarda bu proteini kodlayan genlerden birisi Cucsa.356300.1 genidir ve T
Thioredoxin F1 proteinini kodlamaktadir. Her gesitte bu genin ekspresyon seviyesi
inokulasyon Oncesinde ve 1 giin sonrasinda yiiksektir. Ancak inokulasyondan 2 giin
sonra, VT18 hattinda, Cucsa.356300.1’in ekspresyon seviyesinin diger bitkilere gore
birden diistiigli goriilmektedir. VT18’de HR ger¢eklesmesinin nedenlerinden birisi, bu
genin ekspresyon seviyesindeki bu diismeden kaynakli olabilir.

Xu vd. (2019)’un c¢aligmasinda, Catalase’in hiyarda, hassas bitkilerde daha
yiiksek oranda indiiklendigi belirtilmistir. Catalase peroxidase (Cucsa.272120.1)’in
ekspresyon seviyesinin hassas ¢esitte, dayanikli Meltem ¢esidine gore yiiksek oldugu
goriilmektedir. En yiiksek ekspresyon seviyesi VT18’de olmasina ragmen inokulasyon
oncesinde ve sonrasinda ekspresyon seviyesinde bir degisiklik olmamustir. Inokulasyon
Oncesine gore, ekspresyon seviyesi en fazla artan gesit ise, hassas Camlica’dir. Katalazin,
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H20:-’yi suya ve oksijene donistiirdiigii (Mittler 2002) diisilintildiigiinde, ekspresyonun
indiiklenmesinin, kiillemeye karst savunmay1 olumsuz etkiledigi diistiniilebilir.

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

WRKY transkripsiyon faktorleri, bitkilerde farkli stres kosullarina karsi verilen
yamtta diizenleyici rolde gorev alirlar (Gao vd. 2020). Bunlardan birisi de hiyarda
bulunan WRKY 22 transkripsiyon faktoriidiir. WRKY22’nin kiilleme inokulasyondan 1 giin
sonra dayanikli ve tolerant bitkilerde ekspresyon seviyelerinin arttigini, 2. Glinden sonra
ise yeniden distiigii goriilmektedir. Ancak hassas Camlica’da WRKY22’nin ifade
olmadig1 goriilmektedir. Sonuclar WRKY?22 nin kiilleme enfeksiyonun ilk asamalarinda,
savunma sinyal yolunun diizenlenmesinde, aday bir gen oldugunu gostermektedir.

Proje kapsami sonucunda elde ettigimiz sonuglar;

Csa_5G451650 geni, calmodulin binding protein PICBP (Kalmodulin baglayan
protein PICBP)’i kodlamaktadir. Hassas ve tolerant hiyarlarda, Csa_5G451650 geninin
varligt PCR ile dogrulanmistir. Ancak dayanikli Meltem’de bu genin bulunmadigi
goriilmektedir. Bu nedenle Meltem’deki bu farkliligin, kiillemeye karsi duyarlilig:
azaltt1g1 sonucuna varilmaktadir.

Calismada belirlenen genlerin, hassas, tolerant ve dayanikli hiyarlarda, kiillemeye
kars1 farkli savunma sistemlerinde rol oynadigi gosterilmistir. Bu mekanizma c¢esitler
arasinda karsilastirilmistir. Ayrica bazi genlerin, kiilllemeye karsi konuk¢u savunmasini,
negatif yonde diizenledigi ve duyarliligi arttirdigi 6ne siiriilmiistiir. Csa_5G451650
geninin, kalmodulin baglayici bir protein olup, kiillemeye kars1 hassaslig1 arttirdigi one
stirilmiistiir. Son yillarda R genlerine alternatif olarak S genlerinin tanimlanmasinin da
Oonemi arttif1 diisiiniildiigliinde, Csa_5G451650 geni gelecekte yapilan ¢aligmalarda
karakterize edilebilir.
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RT-PCR ve Trypan Blue+DAB boyama ile yapilan mikroskobik gézlemler, VT18
hattinda, kiilleme enfeksiyonu sonrasinda ROS birikiminin arttigin1 ve HR ger¢eklestigini
gostermektedir. Bu mekanizma, obligat biyotrof patojen P. xanthii’nin gelisimini
yavaglatmasina ragmen, hastalik belirtilerinin olugsmasini 6nlemekte yeterli olmamuistir.
HR goriilmemesine ragmen, P. xanthii’nin neden oldugu belirtiler en az Meltem’de
goriilmiistiir. Meltem’deki dayanikliligin HR’den ziyade hiicre duvari kalinlagmasi ile
iligkili genlerin ifade olmasi ile iligkili oldugu c¢alismada gosterilmistir. Bu yolla
gerceklesen dayaniklilik reaksiyonunun, HR’dan daha etkili oldugunu gostermektedir.

Serine/Threonine-protein Kinase D6PKL1 ve receptor-like kinase NFP genlerinin
inokulasyon sonrasinda dayanikli ve tolerant c¢esitlerde ekspresyon seviyelerinin
artmigtir. Bu nedenle NFP ve D6PKL1‘in , P. xanthii’nin taninmasinda aday reseptor
genler olabilecegi 6ne siirlilmektedir. Ancak Serine/threonine STN7’nin dayanikli ¢esitte,
inokulasyon sonrasi ekspresyon seviyesinin D6PKL1 ve NFP’ye gore daha fazla arttigi
belirlenmistir. Bu nedenle STN7’in, Meltem tarafindan, P. xanthii’nin taninmasinda, daha
olasi bir reseptor oldugu diisiiniilmektedir.

Hiyarda poligalakturonaz inhibe edici proteini (PGIP) kodlayan genlerden biri
olan Cucsa.038100.1%in, hassas gesit Camlica’da kiilleme inokulasyonu sonrasinda
ekspresyon seviyesinde degisiklik olmadigi gosterilmistir. Bu da kiilleme etmeninin
Camlica tlizerinde neden ¢ok hizli gelistigini gostermektedir.

Cinnamyl alcohol dehydrogenase ve Callose synthase genlerinin ekspresyon
seviyelerininin kiilleme inokulasyonu sonrasinda Meltem’de yiiksek oranda indiiklendigi
goriilmiistiir. Bu genlerin bitki hiicre duvarmnin giiclendirilmesi ile iliskili oldugu
diisiniildiigiinde, Meltem’deki dayanikliligin bu mekanizma ile iliskili oldugu o6ne
stiriilebilir.

WRKY?22’nin inokulasyondan 1 giin sonra dayanikli ve tolerant hiyarlarda
ekspresyon seviyesinin arttig1 bulunmustur. Bu nedenle, WRKY22’nin enfeksiyonun ilk
asamalarinda savunmanin diizenlenmesinde rol oynadigi 6ne siiriilmektedir.

Tez sonucunda, kiillemeye karsi dayaniklilikta model bitki olan Arabidopsis ve
diger bitkilerde kiillemeye kars1 dayaniklilikta rol oynayan genlerden bazilarinin, hiyarda
da kiillemeye kars1 dayaniklilikta rol oynadig1 gésterilmistir. Bu genler Callose sythase,
Serine/Threonine-protein Kinase D6PKL1, glycerol kinase ve Cinnamyl alcohol
dehydrogenase genleridir.

Farkli fungal patojenlere kars1 savunma mekanizmasinda rol oynayan genlerin,
kiilleme enfeksiyonu sonrasinda da dayanikli ¢esitte indiiklendigi bulunmustur. STN7,
NFP ve WRKY22, KEGG Pathway Database’de bitki patojen interaksiyonu sinyal
yolunda rol oynadigi belirtilen genlerdir. Bu genlerin dayanikli c¢esitte kiilleme
enfeksiyonu sonrasinda indiiklendigi gosterilmistir. Polygalacturonase inhibitor geninin
de hiyarda inokulasyon sonrasinda dayanikli ve tolerant ¢esitlerde indiiklenmesi, bu genin
diger patojenlere kars1 savunmada rol oynadigi gibi kiilleme hastaligina kars1 savunmada
da rol oynadigin1 gostermektedir.
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RT-PCR ve PCR sonuglari, hiyarda kiilleme dayaniklilik mekanizmalari ile ilgili
bilgiler vermektedir. Calismada kiilleme dayaniklilik mekanizmalarin1 daha anlasilir
kilacak veriler elde edilmistir. Gen ekspresyon seviyesinin ¢esitler arasindaki farkliligin
nedeninin anlasilmasi igin farkli ¢esitlerde ifade olan gen sekanslanabilir. Bu sayede
farkliligin gDNA’daki mutasyonlardan kaynaklanip kaynaklanmadigi belirlenebilir.
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7. EKLER

EK-1, Gelanalyzer 19.2 Kullanilarak Analiz Edilen Her Ornegin RT-PCR
Uriinlerine Ait Raw Volume Degeri ve Formiile Gore Hesaplanan Kalibre Degerler

Ornek Raw Kalibre Ornek Raw Kalibre
Volume Deger Volume | Deger



https://protocolexchange.researchsquare.com/article/nprot-6159/v1
https://protocolexchange.researchsquare.com/article/nprot-6159/v1

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

WRKY22-VT18 lis 3768 1.365712215 | D6PKL1-VT18 lis 2230 0.808263864
WRKY22-VT18 2is 3074 1.138097001 | D6PKL1-VT18 2is 2256 0.835246205
WRKY22-Camlica i6 1805 0.654459753 | D6PKL1-Camlica io 756 0.274111675
WRKY22-Camlica lis 1763 0.641324118 | D6PKL1-Camlica lis 986 0.358675882




WRKY22-Camlica 2is 1799 0.650632911 | D6PKL1-Camlica 2is 1832 0.662567812
ThioF1- Meltem i6 4438 1.605643994 | LRRPGIP- Meltem i6 1783 0.645079595
ThioF1-Meltem 1is 3534 1.285558385 | LRRPGIP-Meltem 1lis 2742 0.997453619
ThioF1-Meltem 2is 4594 1.632551528 | LRRPGIP-Meltem 2is 2155 0.765813788
ThioF1-VT18 i6 5316 1.918440996 | LRRPGIP-VT18 i6 3033 1.094550704
ThioF1-VT18 lis 5231 1.895976803 | LRRPGIP-VT18 lis 3254 1179412831
ThioF1-VT18 2is 1462 0.541281007 | LRRPGIP-VT18 2is 4101 1.518326546
ThioF1-Camlica i6 4121 1.494198695 | LRRPGIP-Camlica i6 1374 0.498187092
ThioF1-Camlica lis 4778 1.738086577 | LRRPGIP-Camlica lis 1251 0.455074573
ThioF1-Camlica 2is 4280 1.547920434 | LRRPGIP-Camlica 2is 1766 0.638698011
Callose- Meltem i6 1896 0.685962373 | STRLKNFP- Meltem i6 1210 0.437771346
Callose-Meltem 1lis 2760 1.004001455 | STRLKNFP-Meltem 1is 1815 0.660240087
Callose-Meltem 2is 2371 0.84257285 STRLKNFP-Meltem 2is 1903 0.676261549
Callose-VT18 i6 2706 0.976542764 | STRLKNFP-VT18 i6 874 0.315409599
Callose-VT18 1is 1353 0.490395071 | STRLKNFP-VT18 lis 878 0.318231243
Callose-VT18 2is 976 0.361347649 | STRLKNFP-VT18 2is 1996 0.738985561
Callose-Camlica i6 2132 0.77302393 STRLKNFP-Camlica i6 1230 0.445975344
Callose-Camlica lis 1830 0.665696617 | STRLKNFP-Camlica lis 805 0.292833758
Callose-Camlica 2is 1434 0.518625678 | STRLKNFP-Camlica 2is 924 0.334177215




