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TUBITAK
ONSOz

Septorya Yaprak Lekesi (Telemorph: Zymoseptoria tritici) tim dunyada oldugu
gibi tlkemizde de bugdayin énemli yaprak leke hastaliklarindandir. Uygun sartlar

olustugunda 6nemli verim kayiplarina neden olabilmektedir.

Tam genom sekans analizlerinin yayginlasmasi ile bu 6nemli bugday patojeninin
genom dizisi ¢ikartilmis ve fungusun genomundaki fonksiyonel genleri kodlayan
olasi bdlgeler biyoinformatik analizler ile belirlenmistir. Bu gen havuzu icerisindeki
hastalik olusumu sirecinde rol alan fungal genlerin (efektdr genler) belirlenmesi,
bugday-Septoria interaksiyonlarinin daha iyi anlasilmasi ve hastaliga dayanikl
cesitlerin gelistiriimesinde yeni stratejilerin  belirlenmesinde kullaniimaktadir.
Patojenin genomundaki 200 amino asitten kic¢ik, yliksek oranda Cysteine iceren,
hlcre arasina salinan efektoér adayi bazi genlerin (SSP- Small Secreted Protein)
fonksiyonlarini belirlemek amaci ile ele alinan bu proje TUBITAK destegiyle
2014-2018 yillari arasinda Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlsu liderliginde

yaratdlmastar.

Proje cercevesinde gen silme teknigi kullanilarak fungusun genomundaki 8 adet
SSP geninin tamami basar! ile silinebilmistir. Elde edilen geni silinmis izolatlarin

bazi morfolojik ve patojenik dzellikleri incelenmigtir.
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OZET

Septorya yaprak leke hastaligi etmeni Zymoseptoria tritici ulkemizde bugdayin en
onemli yaprak hastaliklarindan birisidir. Askomiset, hemibiotrof bir fungus olan
fungusun tam genom sekans analizleri tamamlanmis ve erigsime acimistir.
Fungusun genomundaki genlerin fonksiyonlarinin ve bitkiyi hastalandirma
sirecinde goérev alan efektér genlerinin belirlenmesi fungusa kargi micadele

stratejilerinin gelistirilmesinde biyik 6énem arz etmektedir.

Bu proje bugday yaprak lekesi etmeni Z. tritici genomunda yer alan bazi kicuk,
hicre arasina salinan proteinleri kodlayan, fungal efektdr aday! genlerin (Small
Secreted Protein- SSP) gen silme teknigi ile fungusun genomundan silinip,
fungusun biyolojik ve patolojik 6zelliklerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestiriimistir. Hedef SSP genlerine ait nuikleotid dizileri kullanilarak
olusturulan gen silme kasetleri ve Agrobacterium temelli transformasyon teknigi

kullanilarak patojenin genomundan hedeflenen genlerin tamami silinebilmigtir.

Silinen SSP genlerinden biri (Zt-3) fungusun temel biyolojik 6zelliklerinden biri
olan maya formunda gelisim 06zelligini 6énemli oranda etkilemistir. Zt-3 geni
silinmig izolat sadece makro piknidiospor Uretebilmigtir. Caligilan genlerin
fungusun hastalandirma yetenegdi Uzerinde etkili olup olmadigi, geni silinmis
izolatlar ile yapilan patojenisite testleri ile arastirilmistir. Herhangi bir etki

bulunamamistir.

Calisma sonunda Z. tritici gen fonksiyonu calismalarinda gen silme teknigi
tlkemizde ilk defa kullaniimis ve optimize edilmigtir. Yapilan ¢alisma bu teknigin
fungal genlerin fonksiyonlarinin belirlenmesinde basarili ve etkin bir sekilde

kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Bugday, Yaprak Leke Hastaligi, Fungal Efektér, SSP, Gen

Silme

Vii
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ABSTRACT

Septoria leaf blotch is one of the most important leaf diseases of wheat in Turkey.
Ascomycet and hemibiotrophic fungus was sequenced as whole genome and
release in public. It is very important to find out functions of the fungal genes and
effector proteins having roles in pathogenicity to develop new management

strategies against fungus.

This project was carried out to knock out of some Small Secreted Proteins (SSP)
genes and examine the effects of gene deletion process on biological and
pathogenic characteristics of it. Target SSP genes were successfully deleted
using gene deletion cassettes produced using nucleotide sequences of SSP

genes and Agrobacterium mediated transformation.

One of deleted SSP genes (Zt-3) effected to development of yeast form of the
fungus in important scale. Mutant isolate could only produce macropichiospores.
It was investigated for the selected SSP genes whether gene deletion caused
any difference on fungal pathogenicity using plant tests. Results showed there

was no effects of deletion of these genes.

At the end of the study, gene deletion technique was firstly optimized and used in
gene function studies on Z. tritici. This study showed that this technology can be

used properly and effectively on gene function studies of the fungi.

Keywords : Wheat, Leaf Blotch Disease, Fungal Effector, SSP, Gene Knockout

viii
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1. GIRiS

Bugday ulkemizdeki ekilebilir tarim alanlarinin yaklagik %30’unda uretilmekte ve
yillik ortalama 20 milyon ton Uretim ile yaklagik 15 milyon insanimiz igin gegim
kaynagi olmaktadir. Halihazirda gtinlik kalori ihtiyacimizin gok énemli bir parcasi

bugdaydan karsilanmaktadir ve bugday bu yoniyle ¢ok stratejik bir Griindur.

Bugdayda verim kayiplarina neden olan biyotik ve abiyotik etmenler
bulunmaktadir. Ozellikle epidemi olusturmalari durumunda fungal hastaliklardan
kaynaklanacak verim kayiplari Ulkeler icin ciddi ekonomik krizlere neden
olabilecek bir potansiyele sahiptir. Bu nedenle de bu etmenlerle kulttrel ve
kimyasal yontemler kullanarak micadele etmek, bugday Uretimini stabil tutmak

icin alinabilecek dnlemlerin basinda gelmektedir.

Hastallk etmenlerinin yol actigi zararlari azaltmak icin oncelikle patojen ile
konukcusu arasindaki iligkiyi iyi analiz etmek, anlamak gerekmektedir. Funguslar
konukcusunda var olan bariyerleri alt ederek, onu enfekte edebilmek igin birtakim
proteinler kullanirlar. Efektor adi verilen bu proteinler konukcudaki dayanikllik
mekanizmalarini aktive eder ya da sustururlar. Bu 0&zelliklerinden dolayi
efektorler, pestisitler icin de hedef bdlge olma potansiyeline sahiptirler. Efektor
proteinleri yikan kimyasallarin geligtirilmesi, bir fungusa karsi ila¢ gelistirmenin

temel basamaklarindandir.

Efektorler bitki dayanikliigi olgusunun da c¢ok ©Onemli bir parcasidirlar.
Efektorlerin konukgusunda baskiladidi ve bitkide hassasiyete neden olan genlerin
(susceptibility genes) belirlenmesi bitki dayaniklilik islahi icin blyin 6nem arz
etmektedir. Zira bu genlerden bitkiyi klasik ya da molekiler i1slah yéntemleri ile
arindirmak, bitkiyi o patojene karsi dayanikli hale getirmektedir.  Fungal
efektorlerin belirlenmesi, onlarin dayaniklilik 1slahindaki bu Kkilit rollerinden dolayi
blyuk 6nem tasimaktadir. Tam genom sekans analizlerinin ucuzlastigi ve
yayginlastigi son on vyillik surecte, fungal efektorlerin belirlenmesi icin yapilan
calismalar hiz kazanmig farkli organizmalarda bircok efektér protein

belirlenmisgtir.

Septoria yaprak leke hastaligi tim dinyada oldugu gibi Glkemizde de bugdayin
onemli hastaliklarindan birisidir. Orta (Turgay, 2016) ve Glineydodu Anadolu’'da

(Olmez, 2011) yakin zamanda yapilan ¢alismalarda hastaligin énemli oranlarda
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yayginlik gosterdigi ortaya konulmustur. Hastalia karsi ruhsath ve etkili
fungusitler olmasina ragmen, en ekonomik ve c¢evreci yontem dayanikli ¢esitlerin
kullaniimasidir. Yapilan patojenisite calismalari Z. tritici'ye karsi bugday
genotiplerindeki dayanikhligin birkac etkili major gen tarafindan ydnetilen “kalitatif
dayaniklilik” (Arraiano ve Brown, 2006) ve daha az etkili bircok gen tarafindan
yonetilen “kantitatif dayanikhlk” olarak iki sekilde olustugunu gostermistir.
Bugline kadar yaklasik 18 majér dayanikhlik geni ve 167 QTL bodlgesi
tanimlanmis ve farkli kromozomal lokasyonlarda haritalanmistir. Genlerin bircogu
hem fide hem olgun dénemde dayaniklilik olustururken bazilari sadece belirli bir

dénemde dayaniklilik saglamaktadir (Brown vd., 2015).

Septoria hastaligina kargli yapilacak dayaniklilik islahi g¢alismalarinda major
genlerin kullanimi ¢ok etkin ve hizli sonuglar verse de patojen tarafindan hizla
dayanikllik kinlabilmektedir. Bu nedenle “gen yigma ya da pramitleme” olarak
adlandirilan, bir bitkide birden fazla major genin ya da QTL bélgesinin bir araya
getirilmesini saglayacak yaklagimlar en dogru olanidir. Bu c¢alismalara
baslanabilmesi icin 6ncelikle mevcut patojen populasyonu hakkinda yeterli bilgiye
sahip olmak ve hangi dayaniklilik genlerinin kullanilabilir oldugunun belirlenmesi
gerekmektedir. Ankara Zirai Miicadele Merkez Arastirma Enstitisti (AZMMAE)
tarafindan yakin zamanda tamamlanan patojenik karakterizasyon calismasinda,
Ulkemizin farkh bugday Cdretim alanlarindan toplanan Septoria izolatlari
kullaniimis ve bu koleksiyondaki izolatlarin irk ayirici setteki Stb4, Stb6 ve Sth12
genlerini iceren bitkileri ya hi¢ hastalandiramadigdi ya da bu bitkiler Gzerinde ¢ok
distk dizeyde hastalik olusturabildigi ortaya konulmustur (Turgay, 2016). Bu
calisma, Ulkemizde de patojenin énemli diizeyde varyasyon gdsterdigini ortaya
koymustur. Yine, “gene karsi gen” hipotezini destekler sekilde bazi izolatlarin
belirli bir dayaniklilik genini iceren bugday hatlarini hastalandirip digerlerini
hastalandiramamasi bu izolatlarda spesifik fungal efektdrlerin varligina isaret
etmektedir. Bu efektorlerin belirlenmesi ve buradan elde edilecek verinin bugday

Islah programlarina entegrasyonu biyik 6nem tasimaktadir.

Dayanikli cesitlerin 1slahinda bitkilerdeki dayaniklilik genlerinin yaninda,
funguslardaki efektér kodlayan genlerin de g6z o©ninde bulundurmasi
gerekmektedir. Efektdrler bitki dayaniklilik mekanizmasini alt ederek, bitkide
patojene karsi hassasiyet olusmasina neden olduklarindan, dayanikhlik
genlerinin bitkiye aktariimasi yaninda, hassasiyete sebep olan bu genlerin de
bitkiden uzaklastirilmasi gerekmektedir. Bu durum nekrotrofik efektor proteinleri
Ureten funguslara kargi dayaniklilik i1slahi ¢aligmalarini daha kompleks bir hale

getirmektedir; bu zorlu strrecin ilk adimi da fungal efektérlerin belirlenmesidir.
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Cok yakin zamanda yayinlanan bir makalede, Z. tritici’'nin secretome’u hakkinda
detayli bir inceleme yapilmis ve bu fungusta 1369 adet gen Urlninin hicre
arasina salindigl (secreted proteins) tespit edilmistir. Yine ayni calismada, bu
fungusun genomumda fonksiyonu hakkinda herhangi bir bilgi bulunmayan 171
adet 200 amino asitten kucik gen oldugu belirtilmistir (do Amaral vd., 2012) . Bu
makalenin ardindan, bu genlerin fonksiyonlarinin belirlenmesi amaciyla farkl
arastirma gruplari yogun bir caba sarf etmektedirler. Cok yakin bir zamanda
Zhong ve arastirma ekibi Z. tritici'de genomunda bugine kadar fonksiyonel
olarak da dogrulamasi yapilan ilk efektdr proteini olan AvrStb6’yi klonladiklarini
bildirmiglerdir. Bu proteinin ki¢lk, sisteince zengin ve hiicre arasinda salinan

tipik bir SSP proteini oldugunu belirtmiglerdir (Zhong vd., 2017)

Planladigimiz bu ¢aligma ile Z. tritici genomunda yer alan 8 adet SSP geninin
fungusun hastalandirma yetenegine olan etkileri ortaya konulmaya c¢alisiimigtir.
Bunu yaparken kullanilan gen siime (gene knock-out) tekniginin, Ulkemizde ilk
defa TAGEM enstitllerine ait laboratuvarlarda optimize edilerek, kullanilabilir hale
getirilmig, teknigin bu fungusta gen fonksiyonu analizlerinde basar ile

kullanilabilecegi gosterilmigtir.
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2. LITERATUR OZETI

ilk defa Flor tarafindan ortaya atilan ve bitki-patojen iligkilerine olan algiy
temelinden degistiren gene kargi gen hipotezi, patojendeki her bir dominant
avirulenslik (Avr) genine karsilik konukgu bitkide soydas bir dayanikhlik (R) geni
oldugunu, iki gen drini arasindaki reaksiyonun, konukguda asiri duyarlilik
(hypersensitive response) gibi bir dizi savunma mekanizmasini harekete
gecirdigini ve bdylece konukcunun biotrofik funguslarin gelisimini sinirlandirdigini
iddia etmektedir (Flor, 1942). Flor'un dayaniklilik i1slahi calismalarina 1sik tutan
calismalarinin ardindan, bircok arastirici O’nun hipotezinin molekiler ve
biyokimyasal kanitlarini bulabilmek icin calismalar yuritmislerdir. ilk bakteriyel
Avr geni 1984'de, ilk fungal Avr geni 1991'de (van Kan vd., 1991) ve ilk
Oomycete Avr geni ise 2004'te (Shan vd., 2004)klonlanmistir.

Ote yandan Avr genlerinin Uriinleri, soydas bir R geni tagimayan bitkilerde,
virllenslik faktort olarak islev gortrler. Kisacacl patojen tarafindan salgilanan ve
“efektor” olarak isimlendirilen bazi proteinler konukg¢u hicrenin yapisini ve
fonksiyonunu degistirip konukgunun savunma sistemini baskilayarak patojenin
konukcu bitkiyi kolonizasyonunu saglarlar ya da R geni tasiyan bitkilerde
konukcunun savunma sistemini harekete gecirerek dayanikliik olugsmasina

neden olurlar (De Jonge ve Thomma, 2009).

Son yirmi yildir yeni Avr ve R genlerinin tanimlanmasi bitki-mikrop
interaksiyonlarindaki  bilgi  birikimini  dnemli  6lglide arttirmistir.  Patojen
saldirilarina tepki olarak bitkiler en az iki temel savunma mekanizmasini aktive
ederler. ilk sistem biitin potansiyel patojenlere karsi gosterilen basal defans
mekanizmasidir ve patojen tarafindan salgilanan bazi molekillerin (Patogen
Associated Molecular Patterns- PAMPS) taninmasi temelinde, PAMP tarafindan
tetiklenen bagisikhgr (PAMP Triggered Immunity- PTI) aktive eden, Unli PAMP
tanima reseptorleri yardimiyla (PAMP Recognition Receptors- PRRs) gerceklesir.
Bu dayanikliik mekanizmasinin aktive edilmesi konuk¢cunun patojen tarafindan
daha fazla kolonize edilmesini durdurur (de Wit, 2007; Jones ve Dangl, 2006). En
iyi bilinen fungal PAMP’lardan biri fungal hlicre duvarinin da yapitasi olan ve
Arabidopsis ve celtikte kendisi icin Lysin motif tipi (LysM-type) reseptorin
tanimlandigi kitindir (Kaku vd., 2006; Miya vd., 2007). Su an bazi Avr genlerinin

kodladigi efektér proteinlerinin  bitkideki PTI mekanizmasini baskilayarak

4
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patojenin bitkiyi istila etmesine ve hastalik olugturmasina yol actigini gosteren
kanitlar vardir. Bitkinin basal savunma mekanizmasi patojen tarafindan bir kez alt
edildiginde devreye giren ve bitkideki R geni tarafindan kodlanan R proteini
araciligiyla fungal efektérin algilanmasi ve bunun sonucunda da efektor
tarafindan tetiklenen bagisiklik (Effector Trigerred Immunity- ETI) denilen bir
sistem olusturulmustur. Bu sistem bitkilerde hipersensitif yanit (HR) gibi hizli ve
gucli savunma reflekslerinin gosterilmesine yol acar. Bu ikinci sistem patojen
tarafindan salgilanan efektérde olusan mutasyonlarla patojenin bitkinin
tanimasindan kagmasi ve bitkideki dayaniklilik geninin gecirdigi mutasyonlarla
yeni tip efektoril tanir hale gelmesi ile sonuclanan strekli dongl yaratir (de Wit,
2007; Jones ve Dangl, 2006).

Septorya yaprak lekesi etmeni Z. tritici bitkiye girisinin ardindan bitki tarafindan
taninmadan gecirdigi, biotrof olarak da adlandirilan latent periyodun ardindan,
bitkideki hticre 6lumuyle son bulan nekrotrofik bir evreye sahiptir. Sanchez-Vallet
vd., (2015) bu durumu hemi-biotrofiden daha cok “latent nekrotrofi” olarak
adlandirmiglardir. Nitekim fungus stomadan bitkiye giriginin ardindan yaklasik 9-
16 gunlik simptomsuz evre boyunca konukgu hiicresine girmeden hiicre arasi
boslukta gelismektedir (Kema vd., 1997). Birgok arastirici bu simptomsuz evrede
fungusun bitkideki dayanikliik mekanizmasini baskilamak icin hlcre arasina
efektorlerini salgiladigini iddia etmektedir (Hammond-Kosack ve Rudd, 2008) ve
farkli calismalarda olasi Septorya efektérlerine ait bazi aday genler
belirlemiglerdir (Kellner vd., 2014; Palma-Guerrero vd., 2017; Rudd vd., 2015).

Bu arastirma ekipleri tarafindan efektér adayi olarak belirlenen genlerin genel
Ozelliklerinin  SSP  olduklari anlagiimaktadir. Belirlenen olasi adaylarin
fonksiyonlarinin belirlendidi, bu fungustaki efektor proteinlerini tanimlamak adina
yapilmis birka¢ arastirmaya rastlanmaktadir. Bu ¢alismalarin birisinde Matteram
vd. (2009), baska funguslar tarafindan Uretilen ve dikotiledon bitkilerde hticre
O0limi ve savunma sinyal mekanizmalarini harekete gegcirdigi bilinen NLP
(Necrosis and ethylene inducing-peptide 1 (Nepl) like proteine) familyasina ait
proteini kodlayan MgNLP geninin, bu fungustaki fonksiyonunu arasgtirmiglardir.
Arastirmacilar, MgNLP proteininin c¢esitli sirecler sonunda saflastirilarak
Nicotiana benthemiana yapraklarina infiltrasyonunun, bu bitkide programlanmig
hicre o6lumind harekete gecirmesine ragmen, hassas bugday konukcuda
herhangi bir etki olugturmadidini ifade etmislerdir. MgNLP infiltrasyonunun ayrica
bugdayda mitojen tarafindan aktive edilen kinazlari (MAPKs) da harekete
gecirmede basarisiz oldugunu ifade etmiglerdir. Sonug¢ olarak MgNLP geninin

fungusta aktivitesinin durdurulmasinin (targeted deletion), fungusun patojenisite
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ya da virtlensliginde herhangi bir tespit edilebilir etki olusturmadigini, bu
durumun da ilgili genin fungusun konukguyu infeksiyonu siresince ana virtllenslik

faktort olamayacagi seklinde yorumlanabilecegini belirtmiglerdir.

Yine ayni ekip tarafindan yakin zamanda tamamlanan bir calismada, domates
yaprak kufl hastaligli etmeni Cladosporium fulvum’da patojenisite ile iliski oldugu
belirlenen LysM (Lysin domain-containing effector) tipi proteini kodlayan Ecp6
geninin, Z.tritici'de 3 adet homologunun (Mg3LysM, MglLysM ve MgxLysM)
bulundugu belirtilmistir. Bu genlerden ikisinin fungustaki gercek rolindn
anlasiimasi icin yaptiklari calismalarda Mg3LysM ve MglLysM genlerinin
simptonsuz evrede yiksek derecede transkripte edildigini ortaya koymuslardir.
C.fulvum’daki Ecp6’'nin aksine, her iki genin, bitkinin Grettigi hidrolitik enzimlere
karsi fungus hiflerini korudugunu ve her iki genin de non-sinonim amino asit
degigikligine yol agcan ©Onemli nikleotid polimorfizmine sahip olduklarini
belirtmislerdir. Mg3LysM geni silinmis mutant strainler patojenisitelerinden birsey
kaybetmezken, MglLysM geni silinmis mutantlarin dnemli derecede patojenisite
kaybr yasadigini rapor etmiglerdir. Oyle ki bu mutantlarin yaprak
kolonizasyonunda yetersizlik, lezyon olusturamama ve asekstiel sporalosyona
gecememe gibi 6zellikler sergiledigini gézlemlemiglerdir. Bu virlilenslik kaybinin
yaprak kolonizasyonunun simptonsuz evresinde, bugday savunma genlerinin
daha hizli ve belirgin bir sekilde ekspresyonu ile iliski oldugunu vurgulamiglardir
(Marshall vd., 2011) Septorya yaprak lekesine karsi bugdayda belirlenmis 21
adet R geni tanimlanmis (Brown vd., 2015) ve gene karsl gen hipotezinin
Septorya- bugday interaksiyonlarinin anlagiimasinda énemli bir olgu oldugu ifade
edilmistir. Bu iligkinin kesin olarak ispatlanmasi ise c¢ok yakin zamanda
yayinlanan bir dizi ¢calismayla gerceklestiriimistir. Zhong et al. (2017) tarafindan
Stb6 direnc genine sahip bugday cesitleri Uzerinde farkli patojenik karakter
gOsteren izolatlarin melezlenmesi ile elde edilen popilasyon Uzerinde QTL ve
GWAS (Genome Wide Association Studies) analizleri ile AvrStb6 genini
klonlamayi basarmiglardir. Yine Rothamsted Research’'ten Kostya Kanyuka ve
ekibi tarafindan bugdayda bu patojene karsi gene karsi gen sistemiyle ¢alisan ilk

bugday direng geni (Stb6) klonlanmig ve patentlenmigtir (Saintenac vd., 2018).

Septoria hastaligina kargli yapilacak dayaniklilik islahi g¢alismalarinda major
genlerin kullanimi ¢ok etkin ve hizli sonuclar verse de patojen tarafindan hizla
dayaniklilik kinlabilmektedir. Bu nedenle “gen yigma ya da pramitleme” olarak
adlandirilan, bir bitkide birden fazla major genin ya da QTL bélgesinin bir araya
getirilmesini saglayacak yaklagimlar en dogru olanidir. Bu calismalara

baslanabilmesi icin 6ncelikle mevcut patojen populasyonu hakkinda yeterli bilgiye
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sahip olmak ve hangi dayaniklilik genlerinin kullanilabilir oldugunun belirlenmesi
gerekmektedir. Ankara Zirai Micadele Merkez Arastirma Enstitisti (AZMMAE)
tarafindan yakin zamanda tamamlanan patojenik karakterizasyon calismasinda,
Ulkemizin farkh bugday C0retim alanlarindan toplanan Septoria izolatlari
kullaniimis ve bu koleksiyondaki izolatlarin irk ayirici setteki Stb4, Stb6 ve Stbh12
genlerini iceren bitkileri ya hi¢c hastalandiramadigdi ya da bu bitkiler Gzerinde ¢ok
distk dizeyde hastalik olusturabildigi ortaya konulmustur (Turgay, 2016). Bu
calisma, Ulkemizde de patojenin énemli diizeyde varyasyon gdsterdigini ortaya
koymustur. Yine, “gene karsl gen” hipotezini destekler sekilde bazi izolatlarin
belirli bir dayanikllik genini iceren bugday hatlarini hastalandirip digerlerini
hastalandiramamasi bu izolatlarda spesifik fungal efektorlerin varligina isaret
etmektedir. Bu efektorlerin belirlenmesi ve buradan elde edilecek verinin bugday

Islah programlarina entegrasyonu biyik 6nem tasimaktadir.

Bugdayda septorya yaprak lekesine karsi tanimlanan 21 adet dayanikhlik
geninden bu giine kadar sadece 1 tanesi klonlanabilmis ve bu genle iligkili
sadece 1 adet efektdr protein (AvrStb6) klonlanabilmistir. Dolayisi ile Septorya-
Bugday interaksiyonlarinin daha fazla anlasilabilmesi ve etmene Kkarsi
patojenden turetilmis informasyonun kullaniimasi yoluyla dayaniklilik islahina yon

verilebilmesi i¢cin daha kat edilecek ¢ok yol oldugu anlasiimaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1 Gereg

Calismanin ana materyalini Z. tritici’'nin yurtdisindan temin edilen 1IPO323 kodlu
izolatl, Z. tritici genomunda yer alan SSP genleri (Tablo 1), cesitli vektorler
(pCHYG), Escherichia coli (DH5a) ve Agrobacterium tumefaciens (AGL1)
competent strainleri, cesitli besi yerleri, kimyasallar olusturmustur. Gen silme
kasetlerinin  olusturulmasinda GENEIOUS R6 genetik analiz programi
kullanilmistir. Yine calisilan genlere ait sekans verileri www.jgi.org adresinden
ilgili gen kodlari girilerek indirilmistir.

Tablo 1. Calismada fonksiyonu arastirilan Z. tritici SSP genleri (Amaral ve ark.,
2012)

No | Gen Kodu Olgun Cysteine Cysteine
protein sayIsl orani
uzunlu gu
(aa)

1 87205 | 33 8 24,24

2 83081 | 33 6 18,18

3 104444 | 58 10 17,24

8 79286 | 43 6 13,95

9 100649 | 58 8 13,79

17 104383 | 55 6 10,91

19 104758 | 96 10 10,42

22 105826 | 78 8 10,26

3.2 Metot

3.2.1 Nukleik asit izolasyonu ve manipulasyonu

Bu amacla yurtdisindan temin edilen IPO323 izolati sivi YPD besi yerinde 7 gin
sure ile geligtiriimis ve bu sidrenin sonunda suzilerek DNA izolasyonuna
baglanmigtir. Orneklerden DNA izolasyonu Doyle (1991)ye goére CTAB
ekstraksiyonu ilkeleri cercevesinde yapimistir. islem sonunda IPO323
izolatindan 240 ng/ uyL DNA elde edilmis ve -20'de muhafaza altina alinmigtir.

Yurtdisindan temin edilen standart izolatin c¢ogaltiimasinda kullanilan tim
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malzemeler otoklavdan gegirilerek imha edilmis ve bulagikhgin 6nlenmesi icin

gerekli tedbirler alinmistir.

Gen silme kasetlerinin olusturulmasi amaciyla www.jgi.org adresinden SSP
genlerine ait kodlar girilerek ilgili genlerin kromozomal pozisyonlari incelenmis ve
bu bilgilere gére genlerin 5’ ve 3’ bolgelerinde, klonlama sirasinda kullanilacak
bdlgelere ait sekans dizileri Geneious genetik analiz programina uygun dosya adi
verilerek kaydedilmistir. Daha sonra bu bolgeler Gzerindeki enzim kesim bdlgeleri
ayni program yardimiyla analiz edilmis ve elde edilen veriler 1s1ginda en uygun
enzimler secilmis ve gen silme kasetlerini ¢ogaltmada kullanilacak primerler
dizayn edilmigtir (Sekil 2). Dizayn edilen primerlere ait bilgiler Tablo 2'de
verilmistir. Bundan sonraki asamalarda klonlama ve fungal transformasyon

islemlerine baglanmigtir.

Tools Sequence Annotate & Predict Help

» @ O ?

Align/Assemble Tree Primers Cloning Translate BackUp Support Help

% -
7 L g

o

VU Name 4 Organism Sequence Le... Topology Molecule Type | Description
¢ z9-r2 2Zymoseptoria tritici 1,250 linear DNA Gene 104758 right flanking region
# Zt20-F1 2Zymoseptoria tritici 1,250 linear DNA Gene 97031 left flanking region
& Zr20-F2 2Zymoseptoria tritici 1,120 linear DNA Gene 97031 right flanking region
¢ zm1-R1 2Zymoseptoria tritici 1,250 linear DNA Gene 106445 left flanking region
¢ zm1-r2 2Zymoseptoria tritici 1,250 linear DNA Gene 106445 right flanking region
¢ z22-R1 2Zymoseptoria tritici 1,250 linear DNA Gene 105826 left flanking region
& zm22-r2 2Zymoseptoria tritici 949 linear DNA Gene 105826 right flanking region
¢ z23-F1 Zymoseptoria tritici 900 linear DNA Cutinasel 43394 left flanking region
SERZITES ° New Sequence
¢ zm24-F1
J 24-F2 Type or paste in sequence:
& z2s-k1 1-80 [GGA
4 & z2s-r2 e
| 241-320 .
| 321-400 |GGAl ACA E
401-480 T E
{ 481-560 ANCGG ual Gel = Text View
| 561-640 TCCACT | ==
& £ RC. 5 Translate no -+l TACEOCAT
20 30 40 CCTCC 160
ZI25-F2 ATCAAGGGCOTCOTOCT GTATGOATACAC CAAG AACAA GCAG AREY
NN x CONENNNNNNEN v FON Y T X DME X SONSNN vE— T A
2nd forward primer |
3rd forward primer
Name: | 2:26-F1
i Description: Cutinase4 99331 right flanking region
%0 | Organism: Zymoseptoria tritici | 360 376
Xbal (240) y
ZU25-F2, CANTCATTAGCATGACECAGATCCGCAGACEEE ANGOA EZAGAS Type: | Nucleotide + -
* CH B WNEN R DU R Q0 R R R SN mx v o0 s o0 s
Circular
Cancel oK

2125-F2 ccocoaceace
e

Sekil 1 Silinecek genlerin 5’ ve 3’ yapisma bdlgeleri i¢in primer dizayni

3.2.2 Gen silme kasetlerinin ve plasmidin klonlama icin hazirlanmasi

Bu amacla, gen silme kasetlerinin olusturulmasi icin elde edilen fragmentler
(hedef genlerin 3’ ve 5’ yapigma bolgeleri) uygun Restruksiyon enzimleri (RE) ile
kesilmigtir. Bu asamada fragmentlerin dizayni sirasinda primerlere eklenen RE
kesim bdlgeleri temelinde segilen uygun enzimler (NEB ve Promega) ile “cift

enzimli kesim” iglemi uygulanmistir. Fragmentin her iki ucundaki enzim kesim
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bolgeleri temelinde segilen enzimlerin aynisi ile klonlamada kullanilacak pCHYG
vektéri kesim iglemine tabi tutulmustur. Enzim kesiminde gece boyunca

(overnight) kesim protokolli uygulanmistir (Tablo 3).

Tablo 2. Fragmentlerin ve vektorin uygun enzimlerle kesiminde kullanilan
protokol

10X Enzim buffer 2,5uL Hazirlanan karisim 9 saat 1.
Enzim icin uygun sicaklikta, 9
Enzim 1 0,5uL . -
saat- 2. Enzim igin ugyun
Enzim 2 0.5 uL sicaklikta  tutulmus, ardindan
enzimlerin  deaktivasyonu igin
DNA (insert ya da|500ng 65°C'de 10 dk bekletilmistir.
plasmid) inkiibasyon icin Thermo thermal
cycler kullaniimistir.
ddH,O up to 25 uL

Ayri ayn cift enzimli kesim iglemine tabi tutulan insert ve plasmid DNA’lari jel
purifikasyonu ile temizlenmis ve NanoDrop ile miktarlari belirlenmigtir. Boylelikle
temizlenen ve miktarlarn belirlenen kesim Urinu insert ve plasmid DNA'lari
ligasyon igslemine tabi tutulmugtur. T4 DNA ligaz (NEB) kullanilarak
gerceklegtirilen bu iglemin detaylari Tablo 4'de verilmigtir. Elde edilen kesim
drtinleri %1’lik agaroz jelde kosulmus, Jel purifikasyonunun ardindan elde edilen
ardn ile klonlama islemine devam edilmistir.

Tablo 3. Uygun enzimlerle kesilen ve temizlenen insert ve plasmid DNA'larina
uygulanan ligasyon isleminin detaylari

10X Enzim buffer 2uL Hazirlanan karisim 18 saat 16 °C
sicakhikta  tutulmus, ardindan
Insert DNA 37,5 ng . . o
enzimin deaktivasyonu icin
0 ) . . .
Plasmid DNA 50 ng .65 Cde 10 dk bekletilmistir.
Inkiibasyon icin Thermo thermal
T4 DNA Ligaz luL cycler kullaniimisgtir.

ddH,0 up to 20 uL
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3.2.3 Gen silme kasetlerini iceren plasmidin ~ E. coli 'ye klonlanmasi

Klonlama igleminde, competent E. coliden kaynaklanacak aksakliklarin éniine
gecebilmek icin her klonlama igleminden 6énce kompetent hiicreler taze olarak
hazirlanmistir. Bu amacla E.coli Top-10 straini LB besi yeri iceren petri kaplarina
(antibiyotiksiz) cizilmis ve bir gece 37 °C’'de gelismeye birakiimistir. Gelisen tek
bir koloniden LB broth besi yerine asilama yapilimis ve yine 37 °C'de, 220 rpm’de
gece boyunca gelistirilen kidltirden, ertesi gin gelisen 0,5 mL alinarak 50 mL
falcon tupler icerisindeki LB sivi besi yerine aktariimistir. Yaklasik 3 saat 220 rpm
ve 37 °C sicaklikta 600 nm’'deki OD (optical density) degeri 0,3-0,4 aralijina
ulasana kadar inkiibe edilmistir. Bu yaklasik 3-4 saat almistir ve istenilen degere
ulaginca bir dizi santrifij ve ylkama asamasindan sonra elde edilen E.coli
kompetent hicreleri 100 pL’lik miktarlar halinde coézulerek klonlama iglemine
gecilmistir. Kompetent E. coli hiicrelerinin transformasyonunda izlenen protokol

asagida verilmistir.

- Klonlanacak insert DNA'lari iceren ve jel purifikasyonu sonucu elde edilen
plasmid stojundan 1-3 uL ve CaCl, igerisinde ¢ozilen kompetent E.coli
hicrelerinden 100 uL alinarak 1.5 mL’lik ependorf tlplere alinmis ve
karisim 10 dk buzda bekletilmigir.

- Hazirlanan tipler daha 6nceden 42°C'ye ayarlanmis su banyosuna tam
olarak 45 s sure ile daldirilmistir.

- Sicaklk sokunun ardindan tipler yine 5 dk slre ile buz igerisinde
bekletilmistir.

- Topler 1-2 saat sure ile 220 rpm ve 37°C'ye ayarlanmis inkibatorde
inkiibe edilmigtir.

- Daha 6nceden hazirlanan ve 50 mg/mL Kanamycin iceren LB Agar besi
yeri iceren petrilere gelisen kultir ekilmistir. Kontol olarak plasmid

icermeyen E. coli competent kdlturleri kullaniimistir.

Ekilen petriler gece boyunca 37°C'ye ayarlanmis inkiibatorde inklbe edilmistir.
3.2.4 E. coli transformasyoni sleminin do grulanmasi

Transformasyon isleminin dogrulugu koloni PCR ile gerceklestirilmistir. Koloni
PCR iglemiyle hem fragmentin bir bittin olarak plasmid icinde olup olmadigi hem
de plasmid Gzerinde dogru pozisyona klonlanip klonlanmadigi kontrol edilmistir.
Birinci amag icin klonlama isleminden 6nce fragmentlerin Gretiminde kullanilan

primerler kullanilirken, klonlamanin dogrulugu fragmentin ve Higromisin direng
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geninin icinden dizayn edilen primerler ile gerceklestirilmigtir. Burada kullanilan

yaklasim Sekil 5'te verilmektedir. Kullanilan primer dizileri EK.1 ‘de verilmistir.

LF-CF RF-CF
m  Left Flanking Region (LF) Trp C Promoter Hygromycin Geni Right Flanking Region (RF)  wm
LF-CR RF-CR

Sekil 2. Klonlanan insertlerin pozisyonunu analiz etmek icin kullanilan primerlerin
dizayninda kullanilan yaklasim (LF-CF: Left flanking control-forward; LF-
CR: Left flanking control-reverse; RF-CF: Left flanking control-forward;
RF-CR: Left flanking control-reverse)

Koloni PCR isleminde kullanilan PCR icerigi Tablo 4’te verilmigtir.

Tablo 4. Koloni PCR i¢in kullanilan karigimin icerigi

Konsantrasyon Ornek ba sina pl
PCR buffer 10 X 2.5
MgCl, 25 mM 2
dNTP 10 mM 0.5
Primer (F) 10 uM 1.25
Primer (R) 10 uM 1.25
Taqg 5 U/ uL 0.2
ddH,O - 17.3
DNA - Koloniden cok
az bakteri
Toplam 25 puL

PCR dongu kosullari 94 °C’de 85 s ilk denatirasyon; 95°C’de 30 s denattrasyon,
58°C’de 30 s yapisma ve 72°C’de 1 dk uzama asamalarindan olusan 35 dongu

ve son uzama 72 °C’de 5 dk. olarak ayarlanmigtir.

Sag (5’) yapigma bolgesi aktarilan plasmidler, plasmid purifikasyon kiti yardimiyla
saflastiriimig, ardindan 3’ yapigma bolgesini igceren fragmentin klonlanmasi igin
yukarida detayli anlatilan islemler tekrarlanmistir. Son asamada her iki yapisma
fragmentinin basarili bir sekilde klonlandigi disunilen plasmidler, yine plasmid
purifikasyon kiti yardimiyla temizlenmis ve bu plasmidlerin kalip olarak
kullanildigi PCR islemi ile tim gen silme kasedinin dogru bir sekilde klonlandigi

dogrulanmistir. PCR mix icerigi ve kosullari Tablo 4'te verildigi sekilde olmustur.

E. coli transformasyonu isleminin dogrulugu sekans analizleri ile de kontrol

edilmistir. Koloni PCR’de pozitif sonu¢ veren bazi ornekler dizi analizine tabi
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tutularak koloni PCR sonugclar ¢ift kontrolden gecirilmigtir. Bu amagla sekans
analizi yapilacak kasede ait fragmentler ve fragmentlerin koloni PCR sirasinda
kontrolinde kullanilan primerler kullanilarak “Cycle Sequencing PCR” islemi

yapilmistir, hazirlanan PCR mix'in icerigi Tablo 5'te verildigi gibi olmustur.

Tablo 5. Sekanslama islemi icin gerceklestirilen Cycle Seq PCR karigiminin icerigi

Konsantrasyon Ornek ba gina pL
Sequencing Buffer 5X 2
Big Dye - 1.25
Primer (F) 10 uM 1.25
ddH,O - 5.43
DNA - 1 (Exosup uygulanmis PCR
drininden)
Toplam 10 L

Elde edilen Grin Sekans temizleme Kkiti kullanilarak temizlendikten sonra
ABI3500 kapillar elektroforez cihazinda Sanger dizilemeye tabi tutulmustur.
Veriler Geneious genetik analiz programi yardimiyla analiz edilmis ve elde edilen

kasedin plasmid tzerindeki pozisyonu belirlenmistir (Sekil 3).

190

I AMA;MMLJ: AJ_JLLAA L [ ML M

AACA AT CCAGAAT CAAAGATTCGATGATTCACT AA """ (

360 370 380 390
' A ' 1

M W My i )’L ﬂ\
TTGTT TTTTGA = :TTT CoT

CTTGC TTY

Sekil 3. Sekans analizlerinden bir gorinti

Kontrol iglemlerinin ardindan, tim gen silme kasedini icerdigi belirlenen

plasmidler kullanilarak Agrobacterium transformasyonu asamasina gegilmistir.

3.25 Gen Silme Kasetlerini iceren Plasmidlerin  Agrobacterium’a
Klonlanmasi

Kompetent Hiicre Hazirli g
Bu amacla dncelikle kompetent Agrobacterium hiicre kultirleri olusturulmustur.

- Transformasyonda kullanilacak, Agrobacterium AGL1 strainine ait -80

stok kultiriinden bir miktar alinarak LB Agar besi yerine aktariimistir.
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28 °C'de 2-3 boyunca gelismeye birakilan petrilerde tek bir koloni
secilerek 5 mL LB besi yerine aktariimis ve yine 28 °C'de 200 rpm’de
gece boyunca gelismeye birakilmistir.

Ertesi gun gelisen taze kdltirden 2 mL alinarak 125 mL flask igerisine
konulan, 50 mL LB besi yerine eklenmistir.

Flasklar yine 28 °C'de 200 rpm’'de gelismeye birakilmistir. Hicre
stispansiyonunun yogunlugu belirli araliklarla spektrofotometre cihazinda
kontrol edilerek 600 nm dalga boyundaki OD degeri 0.5-1 aralijina
ulagsincaya kadar inkiibasyona devam edilmistir.

Bakteri kalturinin yogunlugu bu degere ulastiginda, flasklar buz Gzerinde
30 dk sire ile sogumaya birakilmistir.

Daha sonra bakteri kultirii 50 mL’lik falcon tiiplere dékilmis ve 4 °C'de
3000 g’'de 5 dk. santriftij edilmigtir.

Slpernatant kisim dokulmus ve dibe ¢oken bakteri hiicre peleti 1 mL (20
mM) soduk CaCl, ¢ozeltisinde ¢ozilmustir.

Suspansiyon 100 ul’lik parcgalara ayriimis ve hemen kullaniimayacak olan
kompetent hicreler, tipler sivi azotla muamele edilerek derhal -80 °C’'de

muhafaza altina alinmistir.

Transformasyon

Gen silme kasetlerini (F1+HYG+F2) iceren 1 ug plasmid 100 uL
kompetent AGL1 hucresi iceren 1.5 mL’lik ependorf tlipe eklenmis ve
karisim 37 °C’deki su banyosunda 5 dk. inkiibe edilmistir.

inkiibasyonun ardindan plasmid-+hiicre siispansiyonunu tizerine 1 mL LB
besi yeri eklenmis ve karisim 15 mL falcon tlipe transfer edilmistir.

TUpler 28°C’de 2-4 saat 200 rpm’de inkiibe edilmistir.

Gelisen hlicre suispansiyonundan bir miktar alinarak Kanamisin'li LB Agar
besi yeri iceren petrilere ¢izim yapiimistir.

Petriler 28°C’de 2-3 gun gelismeye birakilmis ve gelisen koloniler
kullanilarak, transformasyon isleminin dogrulanmasi icin koloni PCR
islemi yapilmigtir.

Transformasyonun dogrulugu ispatlanan koloniler sivi besi yerinde
gelistiriimis  sonra %20 gliserol icerisinde -80'de muhafaza altina
alinmistir. Kasetlerin basariyla aktarildigi bu Agrobacterium kolonileri
projenin bir sonraki asamasinda Septorya patojeninin

transformasyonunda kullanilacaktir.
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3.2.6 SSP Genlerinin  Zymoseptoria tritici Genomundan  Silinmesi

Caligmalari

Agrobacterium’a klonlama islemi tamamlanan SSP genleri icin gen silme
slrecinin  son asamasi olan “Z. tritici’nin  Agrobacterium Mediated

Transmorfasyonu” agsamasina gecilmistir. Yapilan islemler sirasiyla;
On Hazirlik

- Transformasyondan 6-7 gun o©nce, -80°C'de %50 gliserol stokta
muhafaza edilen Septoria IPO323 izolatl, YPD besi yerine ekilmis ve 16-
18°C’'de gelismeye birakilmistir.

- Transformasyondan once gen silme kasedini ihtiva eden AGL1 Agro
straini Kanamisin (Kan) iciren LB besi yerine ekilmis ve parafilm ile
sarilarak 28°C’de gelismeye birakilmistir.

- Transformasyon isleminden bir giin 6nce 40 mL LB-Mannitol + 40 uL Kan
(50 mg/mL) iceren flasklara bir 6ze yardimiyla kazinan AGL1 straini
asllanmigtir.

- Yaklaglk 20 saat 28°C’de 220 rpm’de inklibasyona birakilmistir.

- Yine transformasyondan bir giin 6nce silinecek her bir gen i¢in 100 mL

Induction Medium (IM) hazirlanmigtir.

Sekil 4. Transformasyon sirasinda besi yerleri ve tamponlarin hazirlanmasi icin
kullanilan ¢ozeltiler ve filtre sterilizasyonu icin hazirlanan Kanamisin ve

Hygromisin antibiyotik stoklari

Z. tritici Transformasyonu

- IM + Acetosyringone (AS) petrileri hazirlanmistir

- Her bir strain i¢in icerisinde 100 uL AS (40 mg/mL in DMSO) igeren 100
mL IM+AS medium hazirlanmigtir.

- 2 mL'lik vida kapakl ependorf tiplere, bir 6nceki gin gelismeye birakilan
Agrobacterium strain’inden 2 mL alinarak 13.000 rpm’de 2 dak. santrifdj

edilmistir.
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Slpernatant dokulerek olusan pellet 400 uL IM:AS ortaminda
¢ozdurdlmastdr.

2 dk 13 000 rpm’de santrijuf edilmistir.

100 mL IM:AS:Kan medium hazirlanmistir.

Her bir pelet 1 mL IM:AS:Kan ortaminda ¢ozulmustir.

Elde edilen suspansiyon 9 mL IM:AS:Kan iceren 250 mL’lik erlenlere
konularak, ODgg degerleri 6lciimus ve 0.15 olacak sekilde ayarlanmistir.
Flasklar 28°C’de 3 saat 220 rpm’de inkUibasyona birakilmistir.

Bu arada YPD besi yeri Gizerinde gelismeye birakilan Z. tritici kiltiriinden
0ze ile kazinan fungal sporlar 30 mL IM:AS:Kan ortamina konulmus ve
yogunlugu 1.6x 10" spor/mL olacak sekilde ayarlanmistir. Bakteri kiltiirleri
hazir olana kadar, spor stispansiyonu buz icerisinde bekletilmistir.

Daha 6nceden kurutma kagidi arasinda steril edilen seliiloz diskler, 200
uL IM:AS:Kan ortami dokiulmuis IM:AS petrileri Uzerine hava kabarcigi
kalmayacak sekilde yayillmis ve kurumaya birakilmigtir.

1.5 mL ependorf tipin icerisine 500 uL daha o©nce yogdunluklari
ayarlanmis Z. tritici ve Agrobacterium kdlturleri ile 5 uL AS eklenmigtir.
Hazirlanan karisgimdan 200 uL alinarak IM+AS+membran iceren petri
Uzerine yayllmis ve kurumaya birakilmistir. Kuruyan petriler parafilm
cekilmeden birbirine sabitlenmis ve oda sicakliginda inklbasyona
birakilmistir.

iki giinluk inkiibasyonun ardindan selefon diskler, hazirlanan Aspergillus
Minimal Medium:Timentin:Hygromisin petrilerine, steril kosullar altinda
aktariimistir. Bu asamada Timentinin ortamdaki Agrobacterium
hicrelerini, Hygromisinin de transforme olmayan Z. tritici sporlarini
oldurmesi beklenmistir.

Yaklasik 2 haftalik bir inkiibasyonun ardindan, beyaz pamuksu olusumlar
seklinde ilk transformant Z. tritici kolonileri ortaya ¢cikmaya baglamistir
Gelisen her bir koloni bagimsiz olarak Aspergillus Minimal
Medium:Timentin: Hygromisin iceren petrilere 2-3 kez alt kaltir yapiimig
boylelikle sadece silinmek istenen genlere ait HYG kasetlerini iceren
kultdrlerin varhdindan emin olunmustur.

Bu kasetlerin bir bitin olarak olusan mutant izolatlarin genomlari
icerisinde olup olmadiklarini goérebilmek icin, kaset olusturulmasinda
kullanilan primer setleri ile detaylari bir 6nceki rapor déneminde
aciklandigr sekilde, her bir gen icin 2 adet kolonide PCR iglemi
gerceklestiriimis ve kasedin basari ile Z. tritici genomuna klonlandigi

anlasiimistir. Gen silme iglemi tamamlanan izolatlar %50 gliserol
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icerisinde -80'de muhafaza altina alinmistir.

Kasetlerin tam olarak Z. tritici'ye aktarildiginin belirlenmesinin ardindan, bu kez
kasetlerin tam olarak hedef bélgeye klonlanip klonlanmadigi kontrol edilmistir. Bu
amacla kullanilan primerlerin  dizayninda kullanilan yaklasim Sekil 5'de

verilmektedir.

I—\ Target Gene Upstream - Hyg_B I—| Target Gene Downsiream |—|

P-FRW PRV
—

P-RV
PR

Target Gene Upstream _ Target Gene Downsiream

Sekil 5. Gen silme isleminin dogrulanmasi i¢in primer dizayni: P-FRW hedef

genin disindan dizayn edilen primer, P-RV hedef genin icinden dizayn edilen

primer.

Gen silme islemi basari ile tamamlanan SSP genlerinin, fungusun
hastalandirma yetenegi Uzerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla, mutant izolat

kullanilarak patojenisite ¢caligmalari gergeklestirilmistir.
3.3. Geni silinen Z. tritici  strainlerinin patojenisitelerinin belirlenmesi

inokulasyonda kullanilacak sporlar, YPD besi yerinde gelistirilen 7 giinlik
IPO323 izolatindan elde edilmigtir. Bitki infeksiyonu igin 24X15 ebatlarinda
plastik kaplarda her gen adayi igin 4 tekerriir ve her tekerrirde 10 bitki olacak
sekilde ekilmistir. Geligtirilen 14-21 glnlik bugday bitkisinin 2.yapragi duz bir
zemin Uzerine iki tarafi yapiskan bant ile sabitlenmis ve sabitlenen bolgeler
arasinda kalan yaprak alani 1x 10°/mL spor yogunluguna ayarlanmig Z. tritici
spor stspansiyonu ve pamuk uclu steril cubuklar yardimiyla inokule edilmistir.
inokulasyonun ardindan 72 saat siireyle %100 nemde inkibe edilen olan
bitkilerden hastalik okumalari 3 hafta sonra 0-5 skalasina goére yapimistir
(Tablo 6).

Tablo 6. Hastalik siddetinin hesaplanmasinda kullanilacak skala

Yaprak alaninda piknit yok

Yaprak alani %1-20 piknit ile kapli

Yaprak alani %21-40 piknit ile kaph

Yaprak alani %41-60 piknit ile kaph

Al W N | O

Yaprak alani %61-80 piknit ile kapli
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5 Yaprak alani %81-100 piknit ile kapli

Yapilacak okumalar sonunda her gen i¢in hastalik siddeti Tawsend-

Heuberger formull kullanilarak yapiimistir. Buna gore

Hastalik Siddeti (%) =[ = (n.V)/Z.N 1/100

n : Skalada farkli hastalik derecelerine isabet eden 6rnek adedi,
V: Skala degeri,
Z: En yiuksek skala degeri,

N: GOzlem yapilan toplam 6rnek adedi olarak kabul edilecektir. Sonuglar varyans

analizlerine tabi tutulmustur.

Sekil 6. Gen silme igleminin etkilerinin degerlendiriimesinde kullanilan

patojenisite testlerinin optimizasyonu calismalari
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4. BULGULAR

4.1 SSP genlerinin  Z. tritici genomundan silinmesi

Gen silme kasetlerinin olusturulmasi amaciyla www.jgi.org adresinden SSP
genlerine ait klonlama sirasinda kullanilacak bdlgelere ait sekans dizileri
Geneious genetik analiz programina uygun dosya adi verilerek kaydedilmistir.
Kesim enzimleri icin yapilan analizlerin ardindan ($ekil 7 ) en uygun enzimler
secilmis ve gen silme kasetlerini ¢ogaltmada kullanilacak primerler dizayn

edilmigtir. Dizayn edilen primerlere ait bilgiler Tablo 7’de verilmigtir.

s;ullm
Zt1-F1 CATTATACTT “MTe A CCATOC C A A TACCTC CCOC A T T A TTC
A L Y L v D H R A D ] s R I D s
3
Zt1-F1 - C C T C A TATC A T C A CACCAAAACTC T C A CATT A C C
A A A R Y R s T ) K P S A L T
Zu-Fl A T C ATATY C C A CTCT = CTT c’c T CAC A A A A A T C A
H R I c Q L (o A c R s R K R s G
Zt1-F1 C T C T C CATT A y - CCATT C CAAC A C A CTCTAT A C
A c A L s A I A N D s s D G

Sekil 7. Silinecek genlerin 5° ve 3’ yapisma bdlgelerinin enzim kesim yerleri

yoniyle analizi

19
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Tablo 7. Gen silme kasetlerinin eldesi i¢in dizayn edlen primer ve enzim kesim

bolgelerine ait bilgiler

Beklenen Bant
GENNO  |GEN KODU [Primer Adi |Niikleotid Dizisi ligili Enzim |Uzunlugu(bp)*
2t1-F1_F  [TAAGCAGGGCCCACACCAAAACCGTCAGCATTG  |Apal oS
2t1-F1_R | TGCTTAGAATTCAATCCACCGCTCTGCTTGTAA EcoR |

g7205 |ZLFLCF |TGCTCCATGACATGTTCGACA 151
2t1-F2_F  |AAGGATCCCGACCTTCGACTCAATCTCAA BamH | -
2t1-F2_R  |AAGTCGACGAGGAGAACAAGCGAAGGACA sal |

1 7t1-F2_CR [CTCAATGGCAGAAAAGGCTCG 307
2t2-F1_F  [TAAGCAGGGCCCCGCGCGTCCGAGTAATACTAT  |Apal 1230
2t2-F1_R  [TGCTTAGAATTCAATGGTTGAGCGGAAGTCTTTG  |EcoR|

g3081  |Z2FLCF |AGCGGATTAACGAGCAACTGA 254
2t2-F2_F _ [TAAGCAGGATCCACTTCACCATTGTATCTTCACCCA |BamH | -
2t2-F2_R _ [TGCTTAGTCGACTCCAAAACATCACATTGCGGG  |Sal | '

2 212-F2_CR |GCATTGCTTCATCTGAGCGAG 368
2t3-F1_F  [TAAGCAGGGCCCCGTAACGACGCTAGACTACCC  |Apal o
2t3-F1_ R [TGCTTAGAATTCCACACCAAGTCGTTGCACATT EcoR |

108444 |Z3FLCF [TCCTTATACGTAGACGCTCCT 604
2t3-F2_F  [TAAGCAGGATCCTCTGCTGGACTGGTGAAGTAC  |BamH | 1987
2t3-F2_ R [TGCTTAGTCGACAGCTCAACTGTACTTCGTGGG sal |

3 7t3-F2_CR | CAGACCACATGTTGCCACAAG 334
2t8-F1_F  |TAAGCAGGGCCCATAGACCAGTGCCATCGTGTC  |Apal -
2t8-F1_ R | IGCTTAGAATTCTACAAGCTTCTGGCCTGACAG EcoR | )

79286 |2t8-F1_CF |GGCTGTTCATCCACTCCTTCA 315+HPH-LR
2t8-F2_F  [TAAGCAGGATCCTACAGCGAACCAACACCACTT  |BamH | 859
2t8-F2_R  [TGCTTAGGATCCTCTGAGGTCGAGGTGAAGGAT  |Xball

8 7t8-F2_CR [TCTCGGAGTTGAACAAGACCG HPH-RF+405
2t9-F1_F  [TAAGCAGGGCCCCCTTATCACTCCAGCGATGGC — |Apal -
2t9-F1_ R |TGCTTAGAATTCGAGGGTGTCGTTTCGTTTGTG EcoR | )

9 100689 |Z9FLCF |AAGCTCCGACGCAAAGACTAA 954|
2t9-F2_F  [TAAGCAGGATCCACAGTCCTTACCCCAGGCATA  |BamH | 1281
2t9-F2_R  [TGCTTAGTCGACCCAATAGCGTCGCAATAAGCA  [Sal |
219-F2_CR [CACTTCGTCCCGGAAAACAAC 432
2t17-F1_F | TAAGCAGGGCCCGCTTACATTGGTCGGGAAAGC  |Apall
2t17-F1_R |TGCTTAGAATTCACGAAAATGCGCTATTGCCTC EcoR | 1008

17 104383 |Z17-F1_CF |CTCCGGAGCAGGATTCAAAGT 857
2t17-F2_F | TAAGCAGGATCCCAAAGTGTCTCAGCTTTGCGG  |BamH | 602
2t17-F2_R [TGCTTAGTCGACATTTGCTCGATAGGTCTGGCG sal |
2t17-F2_CR [CCGTCCGATCAGCCATTGATA 592
2t19-F1_F  [TAAGCAGGGCCCTTCTAAAGCTACCGAAAAGAAGA |Apa | —
2t19-F1_R |TGCTTAGAATTCACGGAATGATATAGTGGCCGC  |EcoR | ’

19 104758 |Z19-FLCF |TGCATGTAGCCACCAGAACAT 1038|
2t19-F2_F [TAAGCAGGATCCATGATGAGGAGGGCAAAGAGC |BamH | 1.230
2t19-F2_R [TGCTTATCTAGAACCTCGTATGTAGCTGCCCTA Xba |
2t20-F2_CR [TGTGCGAAGATGCTGTACAGT 653|
2t22-F1_F  [TAAGCAGGGCCCTGTTAGTTAGACGGAAGCTCTGT |Apa -
7t22-F1_R | TGCTTAGAATTCAGCAAAACCTCGACTCTCCAT EcoR |

2 105826 | 222 F1_CF |TGCTCTCAGTCGTCGATGATG 883|
2t22-F2_F [TAAGCAGGATCCGCAACGAACAGCAGGGTTGTC  |BamH | 910
2t22-F2_R [TGCTTATCTAGAGTTGCCATGGGGGATTGAAAT  |Xbal
7122-F2_CR [CACGGAGAGAAAACTGGTCGA 494|

Bu primer dizileri ve wild type IPO323 izolatindan elde edilen fungal DNA

kullanilarak, hedef genlerin silinmesinde kullanilan kasetlerin eldesi icin “gen

yapisma bolgesi” fragmentleri basari ile elde edilmistir (Sekil 8)
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Sekil 8. Gen silme kasetlerinin olusturulmasi igin ¢ogdaltilan gen yapisma bdélgeleri.

Elde edilen fragmentler; detaylari metot kisminda verildigi Uzere, bir dizi enzim
kesim iglemine tabi tutulmus ve hygromisin iceren plasmide klonlanmistir.
Higromycin direng geninin her iki tarafinda, hedef genin sag ve solundaki DNA
dizilerini (flanking region) iceren plasmit bagarili bir islemle E. coli kompotent

hucresine aktarilmistir (Sekil 9).

Sekil 9. Kompetent E. coli hiicrelerine sicaklik soku ile plasmid girisinin saglanmasi

Transformasyonun ardindan inkiibasyona birakilan Kan® petrilerinde, insertleri
iceren plasmidleri binyesine basarili bir sekilde alan E. coli htcreleri

gelisebilirken, transforme olmayan hiicreler dlmustir. Nitekim kontrol petrilerinde
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herhangi bir gelisme olmamistir. Gelisen kolonilere ait gorinti Sekil 10'da

verilmistir.

Sekil 10. Transformasyon sonrasi Kanamisin direnci kazanmig E.coli kolonileri ve koloni
PCR icin kolonilerin numaralandiriimasi

Transformasyon isleminin dogrulugunu test etmek icin gelisen koloniler ayri ayri
olmak uzeren koloni PCR islemine tabi tutulmustur. Yapilan koloni PCR iglemine

ait sonuclar Sekil 11'de gortlmektedir.

Sekil 11. Transformasyon islemi tamamlanan 87205 kodlu (Zt1) fungus geninin sag
yapisma (right flanking) bolgesine ait, klonlama islemini ve klonlamanin pozisyonunu
analiz etmek i¢in yapilan koloni PCR sonuglari. Her bant ayni klonlama igleminde gelisen
ayri bir koloniden elde edilmistir. 988 bp uzunlugundaki sonugclar fragmentin tam olarak
klonlanabildigini, 496 bp uzunlugundaki fragment ise fragmentin dogru pozisyona
klonlandigini gostermektedir.

F1+Hyg+F2 olacak sekilde elde edilen gen silme kasetlerini icerdigi belirlenen
plasmidler, E. coli'de cogaltilarak saflastiriimis ve Agro transformasyonunda
kullanilmis. Metot kisminda detaylari verilen transformasyon islemi sonunda Kan*

koloniler (transforme olmus) olusmustur (Sekil 12).
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Gelisen Agro

Kolonisi
[E—

Sekil 12. Transforme edilen Agro hiicrelerinin inkiibasyonu ve gelisen Kan*

koloniler

Yine yapilan islemin dogrulugunu test etmek icin yapilan koloni PCR c¢alismalari
gen silme kasetlerinin  dogru bir gsekilde Agrobacterium’a aktarildigini
gOstermektedir (Sekil 13).

Sekil 13. Zt1 genine ait gen silme kasedinin (Zt1F1+HYG+Zt1F2) Agrobacterium’a
transformasyonu igleminin ardindan gelisen kolonilerden, sol (F1) ve sag (F2) yapisma
bdlgelerinin tam olarak ve dogru pozisyonda klonlandigin gdsteren koloni PCR sonucu.

Koloni PCR c¢alismasinda pozitif sonu¢ alinan bazi genlere ait fragmentlerin

sekans analizi ile pozisyon kontrolt yapiimistir.
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Sekil 14. Plasmid Gzerinde Ztl_F1 fragmentinin konumunun dogrulugu tespit etmek icin
gerceklestirilen cakisitirma igleminden bir goérintl. Fragmentin plasmit Gzerindeki
Kanamycin direnc geni ile Trp Promotdr bolgesi arasina basari ile klonlandigi
gorulmektedir.

Dogru pozisyonda Agrobacterium’a klonlandigi belirlenen fragmentler igin Z.

tritici’nin Agrobacterium tarafindan transformasyonu calismalari
gerceklestirilmistir (Sekil 15, 16, 17).

Sekil 15. Kurutma kagitlari arasinda steril edilen selefon diskler ve bu disklerin IM:AS:Kan
iceren petri kaplarina yayiligi

Sekil 16. Yogunluklari daha 6énceden ayarlanmis Z. tritici ve Agrobacterium kulttrlerinin
bir araya getirilmesi
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Sekil 17. Bir 6nceki agsamada hazirlanan karisimin seliiloz membran lzerine yayillmasi ve
bu sekilde hazirlanan petrilerin oda sicakhdinda inkiibasyonu.

iki glnluk inkiibasyonun ardindan selefon diskler, hazirlanan Aspergillus Minimal
Medium:Timentin:Hygromisin petrilerine, steril kosullar altinda aktariimigtir. Bu
asamada Timentinin ortamdaki Agrobacterium hicrelerini, Hygromisinin de
transforme olmayan Z.tritici sporlarini éldiirmesi beklenmistir. Yaklasik 2 haftalik bir
inklibasyonun ardindan, beyaz pamuksu olusumlar seklinde ilk transformant Z.tritici
kolonileri ortaya ¢ikmaya baglamistir (Sekil 18)

Sekil 18. . Aspergillus Minimal Medium: Timentin: Hygromisin igeren petrilerde gelismeye
baslayan transforme olmus Z. tritici kolonileri

Geligsen her bir koloni bagdimsiz olarak Aspergillus Minimal Medium:Timentin:
Hygromisin iceren petrilere 2-3 kez alt kiltir yapiimis boylelikle sadece silinmek
istenen genlere ait HYG kasetlerini iceren kulturlerin varligindan emin olunmustur
(Sekil 19).
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Sekil 19. Transformasyonun dogrulanmasi icin Aspergillus Minimal Medium: Timentin:
Hygromisin petrilerinde tekrarh alt kilttire alinan Z. tritici transformantlari

Bu kasetlerin bir bitliin olarak olusan mutant izolatlarin genomlari igerisinde olup
olmadiklarini gérebilmek icin, kaset olusturulmasinda kullanilan primer setleri ile her
bir gen icin 2 adet kolonide PCR islemi gergeklestiriimis ve kasedin basari ile Z. tritici
genomuna klonlandigi anlasilimistir (Sekil 20). Gen silme iglemi tamamlanan

izolatlar %50 gliserol icerisinde -80'de muhafaza altina alinmistir.

Zt-17 Wild'T.
Zt-17 WildT.

Sekil 20. Hedef genin silindigi izolatta (mutant) ve kontrol izolatinda (wild type) gen silme
isleminin dogrulanmasi. Gen silme isleminin basari ile gerceklestigi durumda herhangi bir
PCR bandi olusmamistir.
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Agrobacterium’a transformasyonu tamamlanan SSP genleri i¢in yapilan Z. tritici
transformasyonu calismasi sonunda, hedeflenen tim genler icin transforme

olmus koloniler elde edilebilmistir.

4.2. Gen Silme Igleminin Fungusun Patojenik Karakterine Etkilerinin

Belirlenmesi

Geni silme isleminin fungusun hastalandirma yetenegine olan etkileri  klasik
patojenesite testleri ile degerlendirilmigtir. Bu amacla her gen icin 4 tekerrir ve

her tekerrtirde 10 bitki olacak sekilde denemeler kurulmustur (Sekil 21), 3 hafta

boyunca bakim islemleri uygulanmistir.

Sekil 21. Patojenisite denemeleri icin gelistirilen bitkiler

Geni silinmis izolatlara ait spor stspansiyonlarinin bulagtirilmasi icin bitkiler
metot kisminda detaylari agiklandigi sekilde hazirlanmis ve bulastirma deneyleri
steril pamuklu cubuk yardimiyla gerceklestiriimistir (Sekil 22). Kontrol bitkilerine

saf su ile muamele edilmistir.

Sekil 22. Ug haftalik bugday bitkilerine geni silinmis izolatlarin bulagtiriimasi

Bulastirma islemi gerceklestirilen bitkiler her 4 tekerrir bir kabinde olacak sekilde

plastik saklama kaplarinda %100 nemde 3 gun sire ile inkiibasyona birakilmistir.



v

TUBITAK

Kabin icerisine su doldurulmasi ve 12 saat arayla spreyleme yoluyla nemin

muhafazasi saglanmistir.

Sekil 23. Bulastirmanin ardindan nem ¢gemberinde inkiibasyona birakilan bitkiler

Yaklasik 10 gunlik inkibasyonun ardindan ilk nekrotik lekeler gorilmeye
baslanmig, 20 gunlik inkiibasyonun ardindan uygulama yapilan tim bitkiler ve
IPO323 orijinal izolat (wild type) ile bulastirilan bitkilerde tim yaprak alani
kurumustur (Sekil 23).

ll i‘l‘i ;5; Aﬁ‘:‘!

Sekil 24. Geni silinmig izolatlar ile yapilan patojenisite testlerinden gorunti. Sol tarafta Zt1
genine ait denemede tamamen nekroze olmus bitkiler goérinmektedir. Sag
tarafta kontrol bitkileri yer almaktadir.

Yapilan testler SSP genleri silinmis izolatlarin orijinal 1PO323 izolati ile ayni
siddette bugday bitkisini hastalandirdigini géstermistir. Bu sonuglar i1s1ginda bu
genlerin silinmesinin IPO323 izolatinin hastalandirma yeteneginde herhangi bir
degisiklige sebep olmamis , izolatlar yapilan varyans analiz testlerinde IPO323 ile
ayni grupta yer almiglardir (Tablo 8).



v

TUBITAK

Tablo 8. SSP genleri silinmis izolatlarin olusturdugu hastalik siddeti degerlerine ait
varyans analizi

Hast Siddeti [ISTATISTIKI
GEN KODU (%) GRUP
Kontrol 16|A
IPO323 87|BC
87 205 85/BC
83 081 89|BC
104 444 77\B
79 286 81|BC
100 649 83|BC
104 383 85/BC
104 758 85/BC
105 826 87|BC
Ortalama 86
O.D. %5

Yapilan analizlerde genel olarak secilen SSP genlerinin silinmesinin Z. tritici'nin
genomundan silinmesinin patojenin bugday! hastalandirma yetenegi Uzerinde
istatistiki anlamda bir fark yaratmadigi gortlmastir. Zt3 kodlu (104444) SSP
geninin silinmesinin hastalik siddetinde az da olsa bir azalmaya sebep oldugu
gOrulmektedir. Bu genin silinmesi fungusun mikropikniospor olusturma yetenegi
Uzerinde ciddi bir fark olusturmus bu nedenle bulastirma deneylerinde standart
metotta 1X10’ spor konsantrasyonuna ulagsmak miimkiin olmamis, en fazla 1x10°
spor yogunluguna ulasilabilmistir. Hastalik siddetindeki kiicik de olsa disusin
bu sebepten kaynaklandigi dusindlmektedir. Yine Zt3'Un silinmesi IPO323'lUn
koloni morfolojisi Uzerinde de fark yaratmig, koloni rengini degistirmistir (Sekil 25)

1PO323

1PO323

Sekil 25. IPO323'Un genomundan silinen Zt3 (104444)’Un silinmesinin ardindan Z.tritici
koloni morfolojisinde meydana gelen degisimler. Koloni rengi degismis ve
mikropikniospor olusumu engellenmistir.
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104444 kodlu genin silinmesi ile olusan durumun farkli kosullar altinda farkh
gelisme formlarina sahip bu fungusta, fungusun biyolojisi ve epidemiyolojisi

acisindan ciddi sonuclar dogurabilecegi dustintlmektedir.
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5. TARTISMA

Septorya Yaprak Lekesi etmeni Zymoseptoria tritici glinimuzde Avrupa'da
bugday alanlarinda sorun olan en 6nemli yaprak hastaligi konumundadir Fones
and Gurr (2015). Bazi sezonlarda %50’ye varan verim kayiplarina neden
olduguna ve Avrupa’daki yilhk fungusit uygulamalarinin %70’inin bu fungusu
kontrol altina almak icin yapildigina dair kayitlar mevcuttur (Solomon, 2017).
Ulkemizde de bazi yillarda, bugday uretim alanlarinda hastalik gelisimi icin uygun
kosullar olustugunda 6nemli oranda gelisim gosterebilmektedir (Olmez, 2011;
Turgay, 2016).

Ayni cins icerisine giren ve Z. tritici'ye ¢ok yakin bir tir olan Parastagonospora
nodorum’da infeksiyon mekanizmalari ile ilgili bircok konu aydinlatilmis olmasina
ragmen, Z. tritici'de fungusun bitkiyi nasil hastalandirdigi, bu slrecte rol oynayan
molekiler mekanizmalarin neler oldugu konusu halen gizemini korumaktadir
(Solomon, 2017). Genel olarak ise fungusun infeksiyon déngusune serin ve nemli
ortamlarda yaprak ylzeyinde cimlenen sporlarin stomalardan bitkiye giris
yapmasi ile bagladigi bilinmektedir (Steinberg, 2015). Patojenin biyolojisi ile ilgili
bu temel verilere ragmen, fungusun tam genom sekansinin yayinlanmasi
(Goodwin vd., 2011) ve bir dizi biyoinformatik analizin yapilmasinin ardindan Z.
tritici’ genomunda 171 adet 200 amino asitten kicik gen oldugu belirtilmigtir (do
Amaral vd., 2012). Ayni calismada diger birgcok fitopatojenik fungusun aksine Z.
tritici genomunda hicre duvarini yikan enzimleri kodlayan ¢ok az sayida gen
oldugu; bu yoniyle fungusun bir patojenden ¢ok endofit funguslara benzedigi

belirtilmistir.

Z. tritici gibi 6li ya da 6lmekte olan dokular Uzerinde beslenen nekrotrofik
mikroorganizmalarla bitkilerin nasil muicadele ettigi hakkinda cok az sey
bilinmektedir. Gecmiste nekrotroflarin bir dizi hiicre duvari yikan enzim sayesinde
konukcusunun hiicre duvarini parcalayip oradan beslendigi disunulmekteydi.
Fakat yapilan yeni calismalar (Faris vd., 2010) durumun sanilandan daha
kompleks oldugunu, bu tip organizmalar tarafindan salinan bazi nekrotrofik
efektdrlerin konukgu hiicresi tarafindan taninmasinin, konukguda programlanmis
hicre 6lumin0 tetikledigi, boylelikle patojenin beslenmesi ve sporulasyonu icin
uygun ortamin olustugunu ortaya koymustur. Tam da bu nedenle Zymoseptoria

bugday molekiler interaksiyonlarinin iyi anlasiimasi fungusa karsi muicadele
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stratejilerinin ~ gelistiriimesinde  ve  dayanikliik  1slahi  c¢alismalarinin
programlanmasinda buyik 6nem arz etmektedir. CuUnkd bir fitopatojenik
fungusun bitkideki dayanikliik mekanizmasini bloke eden efektér proteinlere
sahip olmasi durumunda, dayaniklilik i1slahi ¢alismalari ¢cok daha kompleks bir
hal almaktadir. Boylesi durumlarda, bir cesidi dayanikli hale getirmek icin ilgili
dayaniklilik geninin bitkiye aktariimasi yetmemekte, fungal efektér ile etkilesime
gecerek bitkide hassasiyete neden olan “hassasiyet geni (susceptibility gene)’nin
de bitkiden uzaklastiriimasi, 1slah programinin bu dogrultuda hazirlanmasi
gerekmektedir. Yakin zamanda yapilan bir dizi ¢alismada (Shi vd., 2016),
bugdayda hastalik olusturan bir diger Septorya tirli olan P. nodorum’da hem
nekrotrofik efektor kodlayan gen hem de bu efektori taniyarak bugdayin

hastalanmasina yol acan hassasiyet geni basari ile belirlenmistir.

Ulkemiz icin giin gectikce dnemini arttiran bu fungal hastalik icin diinyada yapilan
calismalarin 6nemli bir bolimi fungusun genomundaki efektér proteinleri
kodlayan, fungusun biyolojisinde rol alan kritik sirecleri ydneten genlerin
belirlenmesi tizerine odaklanmistir. Bu amacla kullanilan teknolojilerin basinda da
hedef genin fonskiyonlarinin genin canlinin genomundan tamamen silindigi “gen
silme (gene knock out) teknigi gelmektedir. Burada optimize edilen bu teknoloji
Ulkemizde bu fungusta ilk defa uygulamaya konulmus ve hedeflenen genlerin
tamami fungusun genomundan silinebilmistir. Bu fungusta dinyada farkli
arastirma gruplari da ayni teknigi kullanarak gen fonksiyonlarini belirlemeye
calismaktadirlar (Mirzadi Gohari vd., 2014; Zhong vd., 2017).

Ektopik transformasyon, funguslarda gen fonksiyonu calismalarinda sik gorilen
problemlerdendir. Gen silme islemi icin hazirlanan kasedin hedef bdlge disindaki
bir bélgeye entegrasyonu bu olayin baslica sebebidir. “Homolog olmayan uca
eklenme (Non-homologous end joining-NHEJ)” olarak adlandirilan olay bilinen
canlilarin tamaminda en sik kullanilan DNA tamir mekanizmalarindan birisidir ve
kirlk DNA uclarinin birlestiriimesinde yiksek oranda homoloji gostermeyen

ipliklerin birlegtiriimesi esasina dayanir. Okaryotlarda bu biyolojik siirecte bir cok
protein rol almaktadir. Bu proteinleri kodlayan genlerin basinda Z. tritici
genomunda Ku70 ve Ku80 genleri gelmektedir. Funguslarin birgcogunda da bu
genlerin homologlarn mevcuttur. Bu genlerin varhiginda ve aktif caligtiklan
durumda, gen silme kasedinin her iki tarafinda yer alan ve hedef genin 5’ ve 3’
tarafi ile (left and right flanking region) ¢ok yiksek homoloji gésteren dizilerin bir
anlami olmamakta, hazirlanan kaset NHEJ tamir mekanizmasi ylzinden, genom
Uzerinde cok dusuk homoloji gOsteren yerlere dahi entegre olabilmektedir. Bu

durum ektopik transformasyonlarin olusmasi ve transformasyonun etkinliginin
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¢ok 6nemli oranda dismesi ile sonuglanmaktadir. Bu calismada kullanilan Z.
tritici orijinal izolatl (IPO323) da Ku70 ve Ku80 genlerini icermektedir. Bu izolatin
transformasyon etkinligini arttirmak icin bu genlerin susturulmasi yoluyla elde
edilmis mutant izolatlar gelistiriimistir (Sidhu vd., 2015). Arastiricilar Ku genleri
silinmis izolat (Ku null mutant) kullanarak yaptiklari ¢calismada patojenisitede bir
degisiklige neden olunmadan, tranformasyon etkinliginin %85 oraninda
arttirldigint  rapor etmislerdir. ilgili strain, bu izolatlari gelistiren ekipten
istenmesine ragmen, mutant izolatlari gelistiren ekip paylasmayl uygun
gérmemigstir. Bu nedenle burada tarafimizdan yuratilen calismada NHEJ sistemi
aktif olarak calisan IPO323 izolati kullaniimak durumunda kalinmig, bu da ektopik
transformasyonlarin  sikgca gerceklesmesi nedeniyle tekrarh c¢alismalarin
yapilmasi gerekliligi ile sonuglanmigtir. Neurospora crassa (Ninomiya vd., 2004),
Stagonospora nodorum (Feng vd., 2012) ve Magnaporthe grisea (Kershaw ve
Talbot, 2009) gibi bazi askomiset funguslarda oldugu gibi, Z. tritici’de de gen
hedeflenmesi yoluyla fonksiyon analizi ¢calismalarinin zor ve etkinliginin digsik
oldugu belirtilmigtir (Bowler vd., 2010). Arastiricilar bu durumun hedef genin
kromozomal lokasyonu, kromatin yapisi ve hedef genin transkripsiyon evresinden
kaynaklanabileceginden bahsetmiglerdir. Burada elde edilen ektopik
transformasyon ile sonuclanan deneylerin de, NHEJ mekanizmasi yaninda, bu tip

sorunlarin bir ya da birkacindan kaynaklanmig olabilecedi degerlendiriimektedir.

Z. tritici dimorfik bir fungustur; yani fungus farkli sicaklik ve cevre kosullarinda
maya formu ve miselial form arasinda gecisler yapmaktadir. Maya formu
fungusun bol miktarda spor Ureterek bugday yapragl Uzerinde yayillmasinda,
miselial formu ise sporun cimlenerek stomalardan bitkiye girisinde c¢ok buyuk
oneme sahiptir. Dolayisi ile bu 6zellik fungusun patojenik doénglistnde c¢ok
kritiktir. Fungusun genomunda, normal biyolojik gelisim sirecinde bu iki evreden
hangisinin secilecedine karar verilmesinde rol alan genlerin belirlenmesi icin
Yemelin ve ark., (2017) tarafindan yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, Z. tritici
genomundan silinmeleri durumunda maya formunun olugsmasini engelleyen iki
adet genin varhdini ortaya koymustur. Tarafimizdan yapilan ¢alismada da Zt3
kodlu (104444) genin silinmesinin fungusun maya formu olusturmasini
engelledigi ve normalde maya formunda yasadigi sicakliklarda mikro pikniospor
dretiminin ¢cok 6nemli oranda azaldi§i tespit edilmigtir; bunun yerine fungus
makropikniospor tretmeyi tercih etmistir. Mohammadi vd. (2017), tarafindan yine
¢ok yakin zamanda yapilan bir calismada benzer sonucglari olan gen silme
calismalari yapmiglardir. Arastiricilar fungusun genomunda bir adet kopyasi
bulunan fungal trankripsiyon faktoriint kodlayan ZtVfl genini gen silme teknigi ile

basari ile silmisler ve bu silme isleminin fungusun infeksiyonun ardindan bugday



v

TUBITAK

yapragi tUzerinde piknit olugturma yetenegini cok 6nemli 6lclide azattigini ortaya
koymuslardir. Uretilen ve salinan spor miktari 6zellikle Septoria gibi yagmur
damlalari ile Ust yapraklara taginan bir fungus i¢in blyidk dnem arz etmektedir.
Her ne kadar Fones ve ark. (2015), yaptiklari calismada cok disik spor
yogunluklarinda bile basarili bir infeksiyonun gerceklesebilecegini gostermis
olsalar da, ayni makalelerinde dogal kosullarin yapay inokulasyon kosullari gibi
optimum sartlari tasimayacagini ve dogadaki durumun c¢ok daha farkli

olabilecegini ifade etmiglerdir.

Bu calisma kapsaminda secilen, bugine kadar olasi fonksiyonlari hakkinda
herhangi bir anotasyon yapimamis olan SSP genleri icin elde ettigimiz bu
sonugclarin fungusun biyolojisinin daha iyi anlagiimasinda 6nemli bir rol alacagini
distinmekteyiz. Bu durumun ortaya c¢ikmasina neden olan molekiler
etkilesimlerin daha sonra yapilacak calismalarla protein-protein interaksiyonlari
dizeyinde aydinlatilmasi, fungusla miicadelede yeni micadele stratejilerinin ve

kimyasallarin gelistiriimesi acisindan biytk 6nem arz edecektir.
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Septorya yaprak leke hastaligi etmeni Zymoseptoria tritici Ulkemizde bugdayin en énemli
yaprak hastaliklarindan birisidir. Askomiset, hemibiotrof bir fungus olan fungusun tam genom
sekans analizleri tamamlanmis ve erisime agiimistir. Fungusun genomundaki genlerin
fonksiyonlarinin ve bitkiyi hastalandirma surecinde goérev alan efektor genlerinin belirlenmesi
fungusa kargi mucadele stratejilerinin gelistiriimesinde blylk 6nem arz etmektedir.

Bu proje bugday yaprak lekesi etmeni Z. tritici genomunda yer alan bazi ku¢ik, hiicre arasina
salinan proteinleri kodlayan, fungal efektér adayi genlerin (Small Secreted Protein- SSP) gen
silme teknigi ile fungusun genomundan silinip, fungusun biyolojik ve patolojik 6zelliklerine
etkilerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestiriimistir. Hedef SSP genlerine ait nlikleotid dizileri
kullanilarak olusturulan gen silme kasetleri ve Agrobacterium temelli transformasyon teknigi
kullanilarak patojenin genomundan hedeflenen genlerin tamami silinebilmistir.

Silinen SSP genlerinden biri (Zt-3) fungusun temel biyolojik 6zelliklerinden biri olan maya
formunda gelisim 6zelligini dnemli oranda etkilemistir. Zt-3 geni silinmis izolat sadece makro
piknidiospor uretebilmistir. Calisilan genlerin fungusun hastalandirma yetenegi Uzerinde etkili
olup olmadigi, geni silinmis izolatlar ile yapilan patojenisite testleri ile arastirnimistir. Herhangi
bir etki bulunamamisgtir.

Calisma sonunda Z. tritici gen fonksiyonu ¢alismalarinda gen silme teknigi Glkemizde ilk defa
kullanilmis ve optimize edilmistir. Yapilan ¢alisma bu teknigin fungal genlerin fonksiyonlarinin
belirlenmesinde basarili ve etkin bir sekilde kullanilabilecegdini ortaya koymustur.
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