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OZET

Projede, saripas hastaligina neden olan Puccinia striiformis f. sp. tritici (PST) patojeninin
bugdayir enfekte ederken (Urettigi transkriptoma ait sekans bilgisinin elde edilmesi
planlanmistir.  Literatirde mevcut ESTler ya “haustoria”dan ya da sporlardan elde
edilmiglerdir (Yin ve ark., 2009). Oysa patojenin haustoria olusumundan 6énceki genler de
salgiladig! proteinlere ait genler bitki patojen iligkisi alaninda galisan tum arastirmacilarin
bulmayi hedefledigi genlerdir. Saripasa ait bir avirulan geni ya da benzer dizeyde 6nemli
olan elisitorler ile ilgili calismalar bu proje paralelinde baska arastirma gruplari tarafindan da
hizla sirddrtlmistir. Projenin zaman aralidinda diger arastirma gruplari tarafindan 7 PST
irkina ait genom sekans analiz sonuglari NCBI’'a yiklenmistir (Cantu ve ark., 2011 ). Bu
veriler kendi sonuglarimizi karsilastirma olanagi tanimistir. Ozellikle anote (tanimlanmis)
edilmis olan PST-78 transkriptom sekans verileri pilot analizlerimizde yardimci olmustur.

Biyoenformatik analizler sunulmustur.

Calismamiz,

* Patojen ile inokile edilmis duyarlh (hassas) ve direngli bugday hatlarina ait
orneklerden transkriptom dizilimi okunmus (BGI) ve olasi efektér aday genlerin
bulunmasini saglamistir;

* mikroDizin (microarray) ¢ip tasarimi,

* ve Uretimi

* ve taramalari Agilent teknolojisinin gelistirdigi yontemler kullanilarak

gerceklestirilmigstir.

Ayrintili biyoenformatik analizleri yayina hazirlama asamasindadir.

Proje kapsaminda patojene ait olasi efektér genlerinin islevsel gen analizileri ve hicre-igi
lokalizasyonlarin saptanmasina yoénelik yuratilen c¢alhsmalarin bir kismi bu bitirme
raporunda, raporun butlinliginin bozulmamasi igin “ekler” kisminda sunulmustur. Bu
calismalar sonucu elde edilen deneyim ve uzmanliklar, daha sonra kendi patojen 6rnegimize
ait olan aday efektorlerin gen islev analizi ve hiicre i¢i ekpresyon analizi deneylerinin
yapilmasina olanak saglayacaktir. 110T445 nolu bu projenin amaci sadece olasi efektor
genlerinin bulunmasidir. Proje amacin basariyla ulasmis daha sonra ki galismalarda ayrintili

olarak galisilacak pek ¢cok aday gen saptanmistir.



ABSTRACT

In this project, aimed to identify the yelow rust or stripe rust disease causing Puccinia
striiformis f. sp. tritici (PST) pathogen effectors by whole transcriptome sequence analysis. In
the literarture there are few sequence information on the ESTs either from haustoria and
from spores (Yin ve ark., 2009). However, the pathogen genes involved or induced during
the haustoria formation are still the major interests of the researchers working of plant
pathogen interactions, regardless of the fact that during the period of this study many
sequence information have being accumulated, since those genes are among the candidate
avr genes. Studies on avirulans genes and/or similarly significant elicitor genes are being
conducted by other research groups. In the meantime, 7 races of PST genome sequence
data were made available in NCBI (Cantu ve ark., 2011). These data made it possible to
compare our own results. Especially those annotated genes of PST-78 race transcriptome

data was taken advantaged of in our own pilot data analyses

In our studies,

* From the samples of pathogen inoculated senstitive and resistant plant lines
transcriptome sequence data were obtained (BGI) by which candidate effector genes
were identified.

* Microarray chip design,

* chip construction,

* and screening was achieved using the technology developed by Agilent.

With detailed bioinformatics analysis, the results for publication of a manuscript are being

prepared.

As part of this project, some of the preliminary studies conducted to accumulate expertise for
elucidating the functions and determination of subcellular localizations possible effector
genes were presented as attached materials to maintain the continuity of the final report. The
experience and expertise accumulated as a result of these studies will allow the genes
identified to be investigated for the determination of the funcvtion and the subcellular
locatzation of our own genes in the PST race obtained in our land. It must be emphized here
that the aim of this project,110T445, was only to find the candidate effector genes and we
achived the goals of the project successfully which will allow us to study many genes

indetails in the future studies.
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1. GIRIS

Puccinia striiformis f. sp. tritici, bugdayda sari pas hastaligina sebep olan obligat biotrofik bir
patojendir. Bu hastalik diinya ¢apinda bugdaya en fazla zarar veren hastaliklardan biridir;
basta bizim bulundugumuz bdlge olmak Uzere dinya bugday Uretimi igcin en buyuk
problemlerden birini olusturmaktadir (Singh ve Huerta-Espino, 2000). Obligat parazit olmasi
sonucu bu patojen besiyerinde buyutilememektedir ve Uuredosporlar araciliiyla kati

aseksuel cogalmasi molekuler genetik calismalarin yapilmasini zorlastirmaktadir.

PST ugradidi mutasyonlarin kazanimlariyla hizla evrimlesmekte bdylece yeni virulan irklar
olusmaktadir (Wellings ve MclIntosh, 1990; Hovmagller ve ark, 2002). Bugday ve patojen
arasindaki bu silahlanma yarisi cogu zaman ve hizlica bugdayin patojene karsi direngsiz
hale gelmesi ile son bulmaktadir (Enjalbert ve ark, 2005). Kuzey bati Avrupa’da her 2-3 yilda
bir, mutant irklar baskin olanlarla yer degistirmekte bodylece direncli bitkiler Uzerinde pas

olusturarak hastaligin yayilmasina sebep olmaktadir (Wellings ve Mclintosh, 1990).

Bu hastalik ciddi bir salgin durumunda %90’lara varan oranlarda toplam urin kaybina yol
acabilmektedir. Diger pas hastaliklarinda oldugu gibi toplam dran kaybi etkilenen alanla
dogru orantiidir.  Sari pas hastaligi yeni bir hastalik olmamasina ragmen (ge¢miste daha
¢ok soguk iklimlerde goérilen bir hastalikti (6rnegin. ABD’nin Pasifik kuzeybati bélgeleri))
patojenin yeni evrimlesen turleri daha sicak bolgelerde de c¢ogalabilecek adaptasyonu

saglamayi basarmistir (Milus ve ark, 2009).

Virulan potensiyelinin zararini yavaglatmak ya da en azindan siddetini azaltmak igin
yapilacak c¢alismalar, patojenin evrimsel gelisimini acgiklayarak diren¢ mekanizmalari
gelistirmekte daha etkili stratejiler izlenmesine yardimci olacaktir. Bitkiler, patojen ve
zararllar tarafindan saldiriya ugradiklari zaman oldukga karmasik ve igice gegmis hucre igi
mekanizmalarla bu saldiralara karsi koymaya calisirlar.  Codu kez genotiplerinden
kaynaklanan 6zelliklerin belirleyeceg@i dogrultuda saldirilara kargi duruslari —savunmalari- ya
basarili ya da basarisiz olmaktadir. Diger yandan patojenler ya da zararllar, bitkiler ile
birlikte evrim sureci boyunca karsilikli olarak gelistirdikleri patojen-bitki ya da zararli-bitki
arasindaki iligkileri, bitkilerin gerceklestirebileceginden daha hizli bir sekilde yeniden
belirlemekte ve donustirmektedirler. Bu iliski surekli, dinamik, donusen ve karsilikli etkilesen
bir iliskidir. Bitki islahg¢ilarinin ¢ok iyi bildikleri durumlardan birisi de, en az 12 ile 15 yil suren,
emek yogun, klasik islah yontemleri kullanilarak herhangi bir hastalija ya da zararliya karsi

gelistirilen yeni bir cesit, bir ka¢ yillik tarla dmrinden sonra, kazandiriimis olan dayanikli



olma o&zelliginin kaybedilmesi gercegidir. Bu istenmeyen gelismenin en o&nemli
nedenlerinden birisi patojene ait virllan proteinlerinde g¢evresel kosullara bagli olarak,
ornegin; farkh sicaklik, nem ya da kuraklik durumu gibi, mutasyon olusmasidir. Bu durumda
bitkideki dayanikhlik faktori mevcut olsa bile, bitki kendisine saldiran patojene ait olan ve
daha 6nce tanidigi proteinleri taniyamaz ve bu nedenle diger savunma mekanizmalarini
harekete geciremez, dolayisiyla hastalik geligir. Bu durum gene-kargi-gen direnglilik

mekanizmasinin ¢dkmesi olarak tanimlanabilir.

Avr — Vir
nmtasyon

(=

R-proteini

HM R-prot’einn

Sinyalﬂiletimi Siny%etimi
v R

Hassas hitki hiicresi

Resim: Akkaya Lab

Sekil 1.1 Patojen-bitki proteinleri arasindaki etkilesim. A: Direngli bitki: Direngli bitkinin R-
proteini patojene ait Avr proteini ile kimyasal etkilesime girebiliyor, bu sayede sinyal iletimi
yolu ile bitkinin savunma sistemleri aktif duruma gegiyor. B: Patojene ait Avr proteininde
meydana gelen bir mutasyon bitkinin bu proteini taniyamamasina ve hastalik olusumuna
neden oluyor; bitkide bir R-geni mevcut oldugu halde, bu degisen patojen bulagsmasi sonucu

hassas bitki semptomlari gésteriyor, yani hastalik oluguyor.

Direngli bitkiye patojen saldirisi sonucu bitki son derece hizli bir sekilde enfeksiyonun
gerceklestigi noktada programlanmis hiicre 6limi mekanizmasini ¢galistirir. Bitkinin bu yaniti
‘hypersensitive response’ (HR) olarak da bilinir. Bu sayede bitki, patojenin gereksinim
duydugu beslenme ve c¢ogalma yetenegini sinirlandirmis olur. Patojen diger hucrelere

saldiramaz. HR ile birlikte gelisen bir baska 6nemli degisiklik ise bitkinin 6lmekte olan



hlcrelerinde bazi sinyal molekullerinin hizli bir sekilde artmasidir, bu molekuller cesitli
savunma gen urunleridir (Hammond-Kosack ve Jones, 1996; Hammonnd-Kosack ve Jones,
1997; Dangl ve ark, 1996). Bitkinin olusturdugu bu tepkilere ek olarak pek ¢ok fizyolojik
degisiklikler de ortaya c¢ikar, 6érnedin; reaktif oksijen radikalleri, superoksit, hidrojenperoksit
olusumu, iyon gegirgenligindeki degdisiklik sonucu hicre i¢i pH’'in dedismesi, hiicre duvarinin
kalinlagsmasi, ikincil sinyal molekilleri diye adrandirilan NO gibi molekiillerin salinmasi,
‘phytoalexin’ gibi antifungal ve antibakteriyel molekullerin ve ‘patojen-ilgili’ diye adlandirilan
proteinlerin (Fritig ve ark, 1998) 6rnegin; gulkokinazlar ve kitinazlar gibi) sentezlerinin
artmasidir (Hammonnd-Kosack ve Jones 1997). Bitkinin verdigi bu tepkiler sonucu sinyal
iletim mekanizmasi caligir bitkinin dogasi gereg@i var olan (innate) immudn sistemi ile bitki,
patojen saldirasina kargi kendini savunur (Medzhitov ve Janeway,1998). ‘Innate’ savunma
mekanizmasini harekete gecirmis olan bitki ikincil patojen saldirilarina karsi kendini salisilik
asit ve jasmonik asit salgilamasi ile bazi genlerin de sentezlenmesini artirip ‘sistemic-
aquiered response’ (SAR) savunmasi denilen mekanizmasi ile savunmaya gegirir (Alvarez
ve ark, 1998; Rasmussen ve ark, 1991; Dong, 1998). SAR sayesinde bitki henliz enfekte

olmamis hicrelerin de savunmasini hazir bulundurmus olur.

10



2. LITERATUR OZETI

2.1 Direnglilik mekanizmasi

Bitkilerin patojenleriyle olan iligkilerini ve bitkilerdeki karmasik diren¢ mekanizmalarini
aciklamak Uzere deneylerle desteklenen goérisler, gene-karsi-gen ve gard (guard)
hipotezleridir. Bu mekanizmalar spesifik irklara karsi direnglilik olusturmayi agiklamaktadir.
Ayrica yavas paslama denilen kalici direng genleri ise -ki bunlarin mekanizmalari hentz tam
olarak anlasiimis degildir; sari pasa karsi olanlar henliz klonlanmistir (Krattinger ve ark,
2009; Fu ve ark, 2009), bir bagska pek ¢ok patojen irkina, ya da bazen gesitli patojenlere
birden daha az oranlarda direngli olabilirler. Gene-karsi-gen hastalik direnglilik mekanizmasi
sonucu olugan asiri duyarlihk mekanizmasinda (HR-Hypersensitive response) bitki kendi
hicrelerini 6ldirip enfeksiyonun ilerlemesini engellemektedir. Bitki-patojen iletisiminde gene
karsi, bir gen hipotezini destekleyen bulgular mevcuttur ve patojen tarafindan 6zgiin olarak
Uretilen avirtlan sinyal peptitilerine sahip proteinlere karsilik, bitkilerin R direnglilik genleri
tarafindan Uretilen 6zgin reseptér ya da reseptére benzer sitoplasmik proteinlerin sinyal
iletim mekanizmalarini uyararak HR'a yol actigi ve patojenin ¢cogalmasini engellendigi daha
onceki calismalarda ortaya konmustur. En dnemli drnek Flax pas patojeni Melampsora lini
AvrM’dir. AvrM flax bitkisinde M R-proteini ile dogrudan etkilesmektedir ve HR sonucu direng
mekanizmasi harekete gecer (Catanzariti ve ark, 2010; Ve ve ark, 2013). Her ne kadar flax
pas bir pas patojeni de olsa saripas genomunda AvrM gen sekansina benzer bir sekansa Pst
genomunda rastlanmamistir. Bu sonug¢ benzer taksom bile olsalar patojenlerin bitki turleri
Uzerinde yUksek duzeyde 6zellestiginin bir 6rnegi olarak degerlendirilebilir. Bununla beraber
direnglilik mekanizmasinin g¢alismasi i¢in direnglilik genlerinin konukgu bitkiye ait ‘Guard’
proteinleri ile iliski kurmasi gerektigi literatirde sunulmustur. Ancak bu durum daha c¢ok

bakterilere karsi direnclilik mekanizmalarinda gosterilmistir.

Son 10 yila yakin bir zamandir, 6zellikle bakteri kdkenli ve fungal patojenlerle yapilan
calismalar 1sidinda anlasildigi Uzere, bitkilerin patojenlere karsi immunite gelistirme
yéntemlerinden biri olan “gene-karsi-gen” hipotezi gegerliligini korumus olmakla birlikte daha
kapsamli tanimlanan goérusler olusmustur. Patojenin salgiladigi PAMP (pathogen
associated molecular patterns) diye adlandirilan c¢esitli molekiler yapilar azot iceren
polisakkaritler, seker-lipidleri, proteinler, bitki hicre membranindaki reseptdrlere (PRR)
baglanarak PAMP ile uyarilan immunite (PTI) olusturur. R-geni (diren¢ geni) iceren bitkide,
patojenin hucre icine dogru yaptigi uzanti ile dogrudan ya da oOnce apoplastik siviya

aktarildiktan sonra hicre icine gegebilen efektorler, eder bitki direngli ise, sahip oldugu
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sitoplasmik NB-LRR domainleri (NBS Niikleotit baglanma bélgesi ve LRR ¢oklu Lésin tekrar
bblgesi) iceren reseptér benzeri R-proteinleri ile iliskiye gegip, efektdor tarafindan uyarilan
immunite saglanir (ETI). Yani ETI irk spesifik efektorlerle baglatiimaktadir (Chisholm et al.,
2006). Ancak eger bitki ve patojen uyumlu ise yani hastalik olusabiliyorsa, patojen
“haustoria” olusturacagi icin “haustoria’dan hicre icine goénderilen efektér proteinler bu kez
bitki tarafindan taninamaz ve “efektor uyarilan hassasiyet” (“Effector triggered susceptibility”-
ETS) yani hastalik olusur. PTI ve ETI savunma mekanizmalari birbirlerinden farkli gibi
gorunse de sinyal iletimi sonrasindaki agsamada olusan Uminite her ikisinde de oksijen
radikallerinin olusmasina “reactive oxygen species (ROS), MAP-kinazlarin aktivasyonuna,
hormon sinyaline, transkripsiyonun yeniden programlanmasina ve programlanmis hicre
o6limine (Programed Cell Death (PCD)) yol acar. Bu nedenle ne tir efektorlerin hangi
genotipte hangi NB-LRR tipi proteinleri (R-gen Urunu/R-proteini) tarafindan tanindiginin
bulunmasi, bu efektdrlerin hangisinin avirulan proteini oldugunun anlagiimasini ve bitkinin

karmasik direng mekanizmasinin ¢ézilmesini saglayacaktir.

2.2 Bitki direnglilik genleri (R-genleri)

Bugun birgok R direnglilik geni bir cok model bitkilerden izole edilmis ve klonlanmigtir
(Staskawicz, 2001, Sekil 2.2). R-proteinleri protein yapilari agisindan siniflara ayrilir. Genel
olarak pek ¢ok bitkideki R-proteinlerinin yapisinda yaygin olarak NBS Nukleotid baglanma
bélgesi (Nucleotide binding site) ve LRR ¢oklu Ldsin tekrar (Leucine Rich Repeat) bdlgesi
bulunmaktadir. HR ve diger nekrotik reaksiyonlarin sonucunda sistemik kazanilmig
direncliligin tim bitkide genel savunma sistemini harekete gecirdigi disunulmektedir. Tanima
ve direnglilik saglamada reseptdr-ligand modelinde R direnglilik geni domates Cf-9 geninde
oldugu gibi hicre disi bir reseptdr olabilecegi gibi, tutin N direnglilik genindeki hicre igi bir
reseptort de kodlayabilir. Bu modeldeki ligand, patojen avirllan geninin direkt veya indirekt

urdnu olabilir.
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Sekil 2.1. Bazi R-genleri. Staskawicz, 2001 yayinindan alinmistir.

2.3 Bitki patojen etkilesimi

Cogdu biyotrofik mantar patojeni konakg! bitki Gizerinde beslenme amaciyla haustoriya denilen
yapilar olustururlar bu yapi sayesinde kendi efektdr ve/veya avirtilan proteinlerini bitki hiicresi
icine gonderebilirler. Haustoriya olusturan pas, killeme ve benzeri kuf patojenlerinde
avirulan avr genleri ve elisitor proteinleri bulunur. Bitkilerin  kullandigi direnglilik
mekanizmalari ¢ogu spesifik bitki patojen iligkisinde patojen tarafindan uretilen avirulan
proteinin algilanmasi Uzerine kuruludur. Bunun diginda 6zel olmayan patojenlere karsi basal
direnglilik mekanizmalarini ve surekli olarak Urettikleri antimikrobiyal proteinlerini kullanirlar.
Bitki direnclilik mekanizmalarinin bastiriimasi ve engellenmesi oldukca cesitlilik arzeder ve
patojenin parazitlik kapasitesi tarafindan belirlenir. Bu baskilamalar tam bir hastalik
semptomunun olusmasi icin aslinda gerekli olan bitki-patojen protein-protein iligkileri sonucu

ortaya ¢ikmaktadir.
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2.4 Transkriptom sekans eldesi

Bu patojenle molekiler diizeyde calismak olduk¢a zordur. Bunun bir kag nedeni vardir; i)
Puccinia striformis f.sp.tiritici diger pas hastaligi yapan Puccinia turleri gibi obligat biyotrofik
parazit oldugu igin ancak konukgusu olan bitki Gzerinde gelismektedir, ve henuz in vitro yolla
kiltire alinamamistir. Bir diger zorluk ise ii) Puccinia striformis f.sp.tiritici ara konukgusu
yeni bulunmustur (Zhao ve ark, 2013), henuz genetik ¢caprazlama ¢alismalari yaparak énemli
genleri haritalandirma yoluyla klonlamak mimkin olmamistir. Oysa patojen giderek artan
alanlari kaplamak kaydiyla bugdayda dinya capinda buyuk kayiplara neden olmaktadir
(Chen ve ark, 2014). Bizim Ulkemiz i¢in de bu durum gecerlidir. Epidemi olustugu zaman
gecmiste bazi bélgelerimizde %90’a varan verim kayiplari yasanmistir. Bugdayda diger pas
hastaliklarina neden olan, karapas ve kahverengi pas gibi, Puccinia turlerinin genom sekans
calismalari baslamis ve saripasa neden olan 7 Puccinia striformis f.sp. tiritici irkinda genom
sekans analizi yapilmistir (Cantu ve ark, 2011). Bu nedenle kendi irkimizdaki transkriptom
sekans analizi sonucu genlerin tanimlanmasi mumkuin olmustur. Bu projede mikrodizin
cipleri uretilmis ve taranmistir. Hastaliga neden olan aday genlerin bulunmasina olanak

taniyacak bilgi elde edilmistir.

Proje kapsaminda buldugumuz genlerle birlikte mekanizmaya yonelik pek ¢ok bilinmeyen
goziimlenebilir. Ornedin bugiin heniliz PST’ye ait herhangi bir Avr geni klonlanmamigtir. Bu
genlerin iglevleri daha sonra c¢esitli in vifro ve in vivo ybntemleri ile (gen aktarma)
dogrulanabilinir. Bu sayede “tagged protein co-immunoprecipitation” yeast ikili hibrid gibi
yéntemlerle patojen ve bitkinin iliskide oldugu proteinler saptanabilir ve  Avr / R genlerinin
biyokimyasal islevlerinin ne oldugu, birbirleri ile nasil ve hangi bdlgelerden iligki kurduklari,
baska hangi faktérlerin bu gen Urtnleri ile kompleks olusturabildigi gibi bir cok temel sorular

yanitlanabilir.

2.5 Son yillarda elde edilen yeni veriler

Son vyillarda, 6zellikle bakteri kdkenli ve “oomycete” tiri fungal patojenlerle yapilan
calismalar i1sinda anlasildigi Uzere, bitkilerin patojenlere karsi immdunite gelistirme
yéntemlerinden biri olan “gene-karsi-gen” hipotezi gecerliligini korumus olmakla birlikte
tanimlamalar daha kapsamli hale getirilmistir. Patojenin salgiladigi “Pathogen associated

molecular pathern” e PAMP (Sekil 2.3) dahil olan yapilar azot igeren polisakkarit, seker-
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lipidleri, proteinler olan molekiller bitki hicre membranindaki reseptérlere (PRR) baglanarak
PAMP ile uyarilan immunite (PTI) olusturular. R-geni (diren¢ geni) iceren bitkide, patojenin
hicre igine dogru yaptigl uzanti ile dogrudan ya da 6nce apoplastik siviya aktarildiktan sonra
hiicre icine gecebilen efektorler, eger bitki direngli ise, sahip oldugu sitoplasmik NB-LRR
domainleri (NBS Nukleotit baglanma boélgesi ve LRR c¢oklu Ldsin tekrar bolgesi) iceren
reseptér benzeri R-proteinleri ile iliskiye gegip, efektér tarafindan uyarilan immunite saglanir
(ETI, Sekil 2.4). ETI irk spesifik efektorlerle baslatiimaktadir (Chisholm ve ark, 2006; Jones
ve ark, 2006). Ancak eger bitki ve patojen uyumlu ise yani hastalik olusabiliyorsa, patojen bu
kez “haustoria” olusturacagi icin “haustoria’”dan hicre igine efektdr proteinler gonderir,
uyumlu enfeksiyonlarda bu proteinler bitki tarafindan taninamaz ve “efektoér uyarilan
hassasiyet” (“Effector trigered susceptibility’-ETS) yani hastalik olugur. PTI ve ETl savunma
mekanizmalari birbirlerinden farkli gibi gérinse de sinyal iletimi sonrasindaki asamada
olusan immunite her ikisinde de oksijen radikallerinin olusmasina “reactive oxygen species
(ROS), MAP-kinazlarin aktivasyonuna, hormon sinyaline, transkripsiyonun yeniden
programlanmasina ve programlanmis hicre dlimiune (PCD) yol agar. Bu nedenle ne tir
efektdrlerin hangi genotipte hangi NB-LRR tipi proteinleri (R-gen urGnu/R-proteini) tarafindan
tanidiginin bulunmasi, bu efektdrlerin hangisinin avirulan proteini oldugunun anlasilmasini ve

bitkinin karmasik direng mekanizmasinin ¢ézulmesini saglayacaktir.

ExtracellularSPace/ » PAMPs
f | i% .} )

Haustoriu

— \ L‘ PTl response
e )] D
=3 ET| response
— NB-LRR
Fungus/

oomycete | | Plant cell

Sekil 2.2 Patojen efektdrlerinin olusturdugu PAMP; PTI ve ETIl. Dodds ve Rathjen, 2010

yayinindan alinmistir.
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Sekil 2.3 Patojen efektérlerinin hastalik ve ETI mekanizmasindaki roli. Hogenhout ve ark,

2009 yayinindan alinmistir.

Sari pas hastaligina neden olan Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst) genom sekansina ait
NCBI-wgs veri-bankasinda 7 genom sekanslama projesine ait “contig” sekans verileri

girilmigtir (Cantu ve ark, 2011).

Sari pas patojeninin genlerinin bilinmesi, ulusal ve uluslararasi tahil pasi arastirmalari
topluluguna da yeni olusan degisen virulansi izleme ve etkili direng genlerini 1slah
programlari i¢cin segme imkani verecektir, bitki-patojen etkilesmesinde gorevli ortak veya ture
6zgu genlerin bulunmasi ve bunlarin gérev aldigi biyolojik mekanizmalarin anlasiimasi
saglanacaktir. Bu bilgiler tahil ailesinde hastalik yapan sari pas cesgitlerinin kontrolinu

saglamak i¢in daha etkili stratejiler izlenmesinde kullanilacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Orneklerin hazirlanmasi

Sari pas

Laboratuvarimizda virulans &zelliklerini bildigimiz bizim topraklarimizdaki ekili bugday
alanlarindan toplanmis ve sonrasinda ayirici hatlar tGzerinde test edilip virulanlari saptanmis
olan Puccinia striiformis f.sp. tritici sporlari gogaltilmistir. Bu proje bize ait pas drneklerinde
yapilmis olan ilk kapsamli molekiler biyoloji ¢alismalarini igerir.  Tarim Bakanhgina ait
Enstitilerde saripas inokulasyonlari tarla yapiimakta ve gestler dayaniklilik testi igin taranir.
Bu calisma irk saflagtiriimasina gerek duyulmaksizin yapilmaktadir. Bu nedenle biz irklari Dr.
Cladue Pope’un Fransa, INRA’da dinya saripas irklar ile yaptidi bir ¢alisma sonucu
saflastirdid1 Tark irklarindan birini kullandik. Kullandigimiz irk M1 / J0O5680M2 / TR09-97

olarak adlandinimigtir. Asagidaki ¢gizelgede virulan olduklari genler belirtilmistir.

Virulan

V1 V2 | V3 | V4 | V5 | V6 V7 | V8 | V9 V10 | V15 | V17 | V24 | V25 | V26 | V27
- + - - - + + + + - - - - + - -
Virulan

V32 | A SU |SD |SP |JuB | EP | VIC | MICH

- + - - - - + + +

Bitki cesitleri

Avocet-S ve Avocet-Yr10 cgesitleri Dr. Colin Wellings'in Urettigi saripas ayirici irklaridir ve
Suriye, Halep ICARDA ofisinden elde edilmistir.

3.2 Bitkilere sari pas bulastiriimasi (inokiilasyonu)

Ornekler bitki biyime kabininde sporlarla inokile edilir. Her izolat igin ayri bir kabin
kullanilir.  Bitkilerin yapraklarina 1-2 damla tween 20 igceren su sikilarak yapraklar yogun bir

sekilde i1slatilir. Daha sonra sporlar (talk pudrasi ya da mineral yag karistirilarak) piskirtme

yoluyla bitkiye agilanir (inokule edilir). (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1 Sar pas sporlarinin

bitki inokulasyonu.




Sivi azotta ya da 4 °C’de “desiccator” iginde saklanan pas sporlari, bulastirma igin
kullanilmadan 6nce 42 °C de 5 dakika isitilarak aktiflestirilir. Saksilarin icinde bulundugu
kabinin yuksek nem saglamasi ve bu nem oranini korumasi igin alt kismi su ile doldurup,
inokulasyon yapilmis bitkilerin 10 °C sicaklikta karanlikta gece boyunca inkibasyonu
saglanir.  Inkiibasyon sonrasi bitkiler sodyum lambasi aydinlatmali (240 imol m? s™)
iklimlendirme dolabina alinir ve 16/8 saatlik 1s1k periyotlarinda (aydinlik/karanlik) baytaltr.
Gunduz/gece sicakliklari 20 °C/15 °C olup bagil nem orani % 60 olarak ayarlanir. Daha
sonra ornekler 6nceden karar verilmis zaman araliklarinda (time point, 24 hpi, 72 hpi, 10 dpi)
toplanir. Sporlarin aktifligi ve inokilasyonun basarisi hassas bitkilerde hastaligin gelismesi

igin beklenir ve 14-17 gun incelenir.

3.2 RNA saflastiriimasi

RNA izolasyonu patojen inokule edilmig hassas ve direngli bitki orneklerinden trizol

kullanilarak yapiimigtir.

Kullanilacak bitin malzemeler DEPC uygulamasina tabii tutulur ve sivi azotla sogutulur. 200
mg yaprak tartilip ependorf tiipe konur. Havanda 6gutilen érnekler 2 mL’lik ependorf tliplere
aktarir.  Orneklerin Uzerine 1 mL trizol reaktifi eklenir ve 5 dakika oda sicakliginda
bekletililir. Trizol reaktifinin 5'te biri hacimde (200 pL) kloroform eklenir, 15 saniye hizlica
karistirdiktan sonra 3 dakika oda sicakliginda bekletilir. 12000 x g'de 4 °C’de 15 dakika
sentrifiij edilir. RNA iceren su fazi yeni bir tipe aktarillir. Trizol reaktifinin yarisi hacimde (500
pL) izopropanol eklenip yavasca karistirilir. 10 dakika oda sicakhidinda belketilen érnekler
15300 x rpm’de 4 °C’de 10 dakika sentrifiij edilir. “Supernatant” atilip, “pellet” 1 hacim (1 mL)
soguk etanolle yikanir. 10000 x g’de 4°C’de 5 dakika sentriflij edilip etanolden kurtulunulur.
Etanolden tamamen kurtulmak igin kurutulmaya birakilir. 50 yL RNase’siz suda ¢6zilir ve
55 °C’de 10 dakika bekletilir. Izole edilen RNA érnekleri daha sonra 1% agaroz jelde

yuaratalalar.

3.3 PST ¢imlendirimis spor 6rneklerinden RNA izolasyonu

Sari pas sporlari (700 mg) su agarinin (%1 sterilize edilmis agar) Gzerine yayilip 30 dakika
bekletilmistir. Daha sonra toplanan sporla 15 mL’lik steril tipe alinmistir. Spor érneklerinin

Uzerine sivi azot eklenip ugmasi beklenmigtir. Ezme isleminin daha basarili olmasi igin bu
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dondurup ¢6zme islemi 3-4 defa tekrarlanmistir. Do

ndurup ¢ézme muamelesinden sonra

sporlar havana aktarilip sivi azot eklenerek ezme islemine devam edilmistir. Homojenize

olmusg pas orneklerinin Uzerine 1 mL Trizol ¢ozeltisi eklenmistir. 15 dakika oda sicakhidinda

bekletildikten sonra tGzerine 0,2 mL kloroform eklenmis ve 15 saniye boyunca galkalanmistir.

12000 x g ve 4 °C’de 15 dakika boyunca santrifiij yapiimistir. Ustte bulunan su fazi temiz bir

tupe aktanllip Gzerine 0,5 mL isopropil alkol eklenmigstir. Birka¢ ters cevirerek 6rnegin

karismasi saglanmistir. 12000 x g ve 4 °C’de 10 dakika boyunca santriflij yapilimistir. RNA

yikama asamasi igin 1 mL %75 (DEPC’li su ile hazirlanmig) etanol eklenmistir. 7500 x g ve 4

°C’de 5 dakika santriflij yapilmistir. Stpernatant dokilip, RNA elde edilmistir. RNA etanol

ucana kadar bekletilmistir. RNA ¢okeltisi in 100 uL
¢ozinme ve olusan katlanmalarin acilmasi igin

bekletilmistir. NanoDrop ile konsantrasyon tayini yapil

3.4 Patojen mRNA eldesi

PCR suyunda ¢ozulmustir. Daha iyi
RNA c¢ozeltisi 60 °C’'de 10 dakika

mistir.

Patojen mRNAsiI eldesi

4

Hibridizasyon
cozeltisi
L

Patojen  bulastinimis
hassas bitkiden elde
edilen toplam mRNA

Patojen
aDNA
O > > O >
i On
Steril uv n
Nitroseliiloz ve hibridizasyon
membran yikama

Transkriptoma

ait sekanslarin Eliisvon

e
Hibridizasyon

O

|

Or

Su
Xkere

Eliisvon

<
< <

: Z

enginlestirilmis
mRNAs|

okunmasi

patojen

e

Akkaya, M.S. tarafindan cizilmistir

Sekil 3.2 Zenginlestiriimis PST mesajlarinin eldesi (bakiniz Ek A ve B: gelisme raporu 3 ve

4)

3.5 BGlI transkriptom sekans analizi: “Sequencer F

454 sekanslama yoéntemi Sekil 3.3 de 6zetlenmisgtir.

mekanizmasi kisaca agagida sunuldugu gibidir.
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LX” sisteminin sekanslama kimyasi

Sekanlama FLX sisteminin g¢alisma

Sekans sirasinda nukleotitler sirayla




“PicoTiterPlate”den gegcirilir. Bu sirada herbiri milyonlarca 6zgin tek iplikgik iceren
yuzbinlerce kurecik paralel olarak sekanslanir. Eger tek iplikgik nukleotit karsihgr olan
“‘complementary” DNAyi1 kuyucukta bulursa polimeraz karsi sentezi gergeklestirir ve CCD

kamera kaydeder. The sinyalin gucu eklenen nukleotit sayisi kadardir.

Signal image
SRR

ATP
Luciferase v\i/_'"/c'{c""

Light + oxy luciferin

Sekil 3.3 FLX sistemi sekans reaksiyonu. Milyonlarca klon kopyalari herbir yakalanan

kirecikte bulunur (FLX sistemi bilgilendirme slaytindan (http://www.lifesequencing.com)

sitesinden alinmistir).

imaj Analizi

GS FLX sitem programi herbir kiirecigin pozisyonunu XY koordinatlari olarak belirler.
Sinyalin guict surekli kayedilir ve akis semasi olarak herbir kiirecik igin zamana karsi elde

edilir. Her 10 saatte bir okumalar GS FLX Titanium serilerinde bir milyon akis semasi

olusturur (Sekil 3.4).

GS FLX Data

Image Processing Overview 2. Eachwoll's data

extracted,
quantified and
normalized

1. Rawdata is
series of
images

3. Read data conwened.i;\lo “flowgrams”
Sekil 3.4 GS FLX sistem imaj prosesi. (http://www.lifesequencing.com sitesinden alinmistir).
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Transkriptom sekanslama

“Genome Sequencer FLX” sistem 400 ila 500 b¢ uzunlugunda okuma yapabilmektedir.

Sekil 3.4 6rnek hazirlama asamalarini 6zetlemektedir. Sekanlama igin gerekli kiitiiphaneler

gonderilen RNAlar tGzerinde BGI tarafindan yapilmistir (Zhao ve ark, 2009; Maher ve ark,
2009; Sugarbaker ve ark, 2008, Salehi-Ashtiani ve ark, 2008; Vera ve ark, 2008).

200 ng of RNA

A 4

cDNA synthesis
(cDNA Synthesis System Kit)

Y

Emulsion PCR
(GS emPCR Kit I}

l

Sequencing
(GS FLX Titanium Sequencing Kit XLR70)

l

Transcriptome assembly
(GS De Novo Assembler software)

Figure 2 | Overview of the cDNA workflow, from sample preparation to
sequencing and data analysis on the Genome Sequencer FLX Instrument.

\

200 ng mANA

. 3
Fragmented mRNA g

P-N7 -primer
First-strand cDNA
'
gor
dseDNA o ‘oo,

L | L
with a 3 y ki
overhang g

'

Enters the Rapid Library Prep Protocol

Final library

Heat fragmentation (50 to 2,000
nucleotides in size)

First-strand cDNA synthesis with
reverse franscriptase enzyme

Second-strand synthesis with
second-strand enzyme

|

Blunt end/phosphorylation and
the addition of overhanging A

|

GS FLX Titanium Emulsion PCR
and sequencing

Figure 3 | cDNA Rapid Library Protocol. With 200 ng of messenger RNA as
starting material, a complement DNA (cDNA) library can be quickly prepared
using a straightforward protocol consisting of four major steps using two
Roche kits: the cDNA Synthesis System Kit and the GS Rapid Library Prep Kit.

J

Sekil 3.5Transkriptom sekans okumalari igin érnek hazirlama asamalari ve kitliiphane
yapilmasi (Beijing Genom Enstitlisi’nden transkriptom dizilim yontemine dair bilgilendirme

amaciyla alinmigtir).
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3.6 Ciplerin hazirlanmasi

Oligonikleotit tabanli mikrodizin ¢ipleri phosphoramidite kimyasali kullanilarak dogrudan
mikroskop camlarinin tzerinde fotolitegrafik yontemle Agilent tarafindan Uretilmistir. Herbir
cipde yaklasik 15000’i PST’ye, 45000’i ise bugdaya ait olmak tzere 61186 spot, her bir gene
ait sekanslar 60 nt uzunlugunda nukleotitler olarak sentezlenmigtir
(https://earray.chem.agilent.com). Toplam 2 slide lUzerinde 8’serli 16 ¢ip Uretilmistir (Sekil

3.5 a,b).

Agilerit Technologies - Internet Explorer - sIEN
E hitps://eary.chem aglent.comearssy/amay/ dplayiewAnayDesign doleAsmayActions viewdanaydesignid=ADIDT42ST |
) Help
opy.of MetuMakkaya Array Category: Standard
Microarray Name: Copy_of MetuMakkaya_1395625699634 Spocies: T. aestivum Design Format 8 60 K
Status: Subited Folder: SEMLAB Control Grd: 1S-62976-8-V2_60kbyB_GX_EQC. 201000210
Description: Comments : Feature Layout 3 & Randomized  Customer Speciied
Atachment: Keywords: Design 0: 065540
GPL dentiio 1y :
Microarray Staistics:
Number of Microarrays per Side: Percentage Filled by Selected Probe Groups: 9961%
Number of Sides: 1 Number of Avallable Features: 245
Total Number of Features: 62976 Number of User Controls: 0
Number of Aglent Controls: 1319 Total Percentge Filled: 9961%

Number of Features Occupied by Replcate Probes: 0

Probe Group Details  Linker Detals  Design Creation Details  Microarray File Details

oupl(s) Selocted :4

A
Remove | Add

| Probe Group Name. Control Type Replicate

| 0222971, aestivam (Wheat) Ofgo Microaray_1 bickogical i J

|022297_1. aestivom (Wheat) Ofigo Microarray_§ biological 5 ]

| acdtona st NA tiologca 2 ]

| 0012400 set biokogical 1
v

ils :Number of Reoli Selected :0
| Close |

ézmmmmmmjzmg
022297_T. aestivum (Wheat) Oligo Microarray_5
additional set NA

out2400 set

Sekil 3.6 Mikrodizin analizi igin tasarlanan ve Uretilen gipler. a)Tasarim aktif sayfasi (Agilent
array programi kullaniimasi sirasinda elde edilmistir) (https://earray.chem.agilent.com), b)
Ciplerin fotografi.
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3.7 Cip taramalari icin RNA hazirlanmasi

Ornekler yontem gerecler kisminda ayrintilari sunuldugu gibi Trizal kullanilarak elde edilmis,
DNase uygulamasindan sonra tekrar “Absolutely RNA Nanoprep kit” kullanilarak temizlenmis
ve ornekler tek renk fluoresan boya ile etiketlenmis ve bir cok asamadan gegtikten ve kalite
kontrolleri tamamlandiktan sonra  hibridizasyon agsamasina gecilmistir. Deneyin tum
ayrintilart  igin  (bkz  One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis.

(http://www.chem.agilent.com/library/usermanuals/public/g4140-90041 one-

color tecan.pdf)).

3.8 Ciplerin gen anlatim analizi i¢in taranmasi

Her bir 6rnek fluoresan boya ile etiketlendikten sonra hibridizasyon ve yikamayi takip eden
taramalar sonrasinda hibridizasyon gerceklesen spotlar saptanacaktir. Bu asama
sonrasinda c¢ipler asagidaki sekilde fluoresan tarayicilar tarafindan gérintilenmektedir. Her
spotta hangi fragmana ait hangi sekanslar bulundugu bilindigi igcin genlerin ne oldugu kolayca

cihaza ait algoritima yardimiyla tespit edilecektir.

3.9 Kullanilan yazilimlar, amaglari ve kisa 6zetleri;

SignalP 3.0 ve 4.0: Sinyal sekanslarini tespit eden yazilim. Digerlerine kiyasla su an igin
konusunda en dogru sonuglari vermekte. HMM ve Yapay sinir aglari tabanh algoritmalar
kullaniyor. Cevirimi¢i ve linux ortaminda c¢alisabilen sirimlerini kullandik. Buldugumuz
sekanslarda sinyal sekansi olup olmadigini bu yazilm sayesinde test ettik.

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

ORF Finder: Olasi open reading frame bélgelerini tespit eden NCBI tarafindan Uretilmis web
tabanli bir program. Biopython araciligiyla Urettigimiz bir ara¢ yardimiyla ORF Finderdan

SignalP 3.0’a yollayacagimiz sekanslari elde ettik. http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/gorf/

MEGA 5: Biyoenformatik alaninda ¢ok kullanilan bir sekans editleme yazilimi. Sonuglarin
gorsel olarak incelenmesi, NJ agaclarinin Gizilmesinde kullanildi.

http://www.megasoftware.net/
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BioEdit: MEGA benzeri sekans yodnetim yazilimi, nlkleotit sekanslari c¢evirmesinde
kullanildi.

http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html

LocalBlast: NCBI cevrimi¢i blast'in yerel ¢alisan sirimi. Non-redundant veritabani
kullanilarak calistinldi. Sekanslar arasinda benzerlik olanlarin hizli tespit edilmesinde
kullanildr.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov

Biopython: Python programlama dilinin biyoloji uygulamalarina 6zellestirilmis hali. Fasta ve
newick formatin sekans okuma vb islemlerde kolaylik sagliyor. Ayrica sekanlarda motif
taramak icin yine python dilinde klglk programciklar hazirladik. Sekanlarin kesilmesi
cevrilmesi ¢evrimigi blast sunucusuna goénderilmesi iglerini de yine python ile yazdigimiz
programlarla yapildi.

http://biopython.org/wiki/Main Page

Clustal: Hem online hem yerel stiriimu kullanildi. Coklu sekans hizalamasi igin kullanilan en
popular yazim. Sekans sayisinin ¢ok fazla oldugu durumlarda basaril.

www.clustal.org

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/

http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html

Muscle: Clustal’dan daha basarili fakat daha yavas ¢oklu hizalama yazilimi. Kigik boyutlu
hizalama islerinde Linux altindaki yerel versiyonu kullanildi.

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/

NCBI CD: “Conserved domain database” Veri bankalarinda mevcut olan protein
anotasyonu yapilmis orneklerle karsilastirip protein domain ve olasi islev bulmak igin
kullanildi. (Marchler-Bauer ve ark, 2011)

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml.

OrthoMCL DB: Okaryotik genomlarda ortolog ve paraolog gruplarin bulunmasi igin

kullanildr.

http://orthomcl.org/orthomcl/
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3.9.1 Mikrodizin verilerinin analiz edilmesi

Mikrodizin verileri BRB-ArrayTools (v4.3.2) programi kullanilarak analiz edilmistir’. BRB-
ArrayTools programi “R” yazilim dilinde “Bioconducter” paketini kullanarak “Microsoft Excel”

eklentisi olarak mikrodizin analizi yapilmasina olanak saglar.

ilk olarak veri programa yiklenmistir ve niceliksel normalizasyon uygulanmistir.
Normalizasyon islemi teknik farklardan dolayi ortaya gikabilecek farkliliklari (spesifik olmayan
baglanma, ylkama ve boyama asamasindan kaynaklanabilecek farkliliklar, arka plan
gurdltisu gibi) eleyerek biyolojik veri Uzerindeki gercek farklarin ortaya cikarilmasini

saglamaktadir.

Yuklenen ve normalize edilen veri “24 saat + pst uygulamasi yapilan (3 0Ornek) ve
yapilmayan (3 érnek)”, “10. giin +pst uygulamasi yapilan (3 6rnek) ve yapilmayan (3 6rnek)”
ve “resistant+10. Gln + pst uygulamasi yapilan (2 6érnek) ve yapilmayan (2 érnek)” olarak 3
seferde analiz edilmistir. 2 gruba ayrilan &érnekler program igindeki sinif karsilastirmasi
(Class Comparison) komutu (t-test) ile kiyaslanmistir ve 2 kat tizeri degisiklik gésteren genler

tespit edilmistir (p<0,05).

istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) ve 2 kat ve Uzeri degisiklik gésteren genler kiimeleme
analizine alinmistir. Analizde genler ve 6rnekler hiyerarsik olarak “Average linkage” metodu
ile  kimelenmiglerdir. Kimeleme analizi igin Cluster (v3.0) (http://bonsai.ims.u-
tokyo.ac.jp/~mdehoon/software/cluster/)  programi?>,  kiimeleme analiz  sonucunun

goérintiillenmesi igin ise Java TreeView (v1.1.6r4) programi® kullaniimistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4. 1 Puccinia striiformis f. sp. tritici (PST) “urediospore” ¢ogaltilimasi

Bugdayda saripas hastaligina neden olan patojen PST bir obligat biyotrofik parasittir, bunun
icin PST, proje basvurusunda ayrintilari sunulan yéntem hassas bitki (Avocet-S; ekmeklik,
yazlik, saripasa hassas c¢esit) Uzerinde buylyebilmektedir. Patojen (PST-TR/09-97 ya da
PST-mix race) bulastiriimasi sonrasinda, surekli olarak olusan pas (urediospore) toplanip,
once 4 °C’de nemden arinmasi igin bir hafta desikatérde saklanmis, sonra -80 °C’de; RNA ve
DNA izolasyonu igin gerekli miktarin elde edilecegi dusunuldugd miktara ulasilincaya kadar,

uzun sureli olarak saklanmistir.

Proje suresi boyunca bitkiler gimlenme asamasindan (toplam 2 saksi/her saksida 10 tohum)
sonra 8-10 gun boyunca bitki buyutme dolabinda buyutilmuas, ve patojen bulastiriimistir.
Pasin olusumu icin en az 15-17 giin gecmesi gerekmektedir, sonra ki bir iki hafta boyunca
pas toplanir. Olusan paslar periyodik olarak toplanmis ve yukarida belirtildigi sekilde
saklanmistir. Yeni olugsan ve bulagsma kapasitesi maksimum dizeyde olan pas sporunun bir
kismi bir yandan buyutilmekte olan baska bir set bitkinin bulastiriimasi igin kullanihir, bir

kismi ise gerekli izolasyonlarin yapilmasi igin saklanmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Bitkilerin blyUtilmesi, sari pas inokulasyonu ve ¢ogaltiimasi, toplanmasi asamasi.
10-12 gunlik Avocet-S cesidi flizleri ya PST-TR/09-97 irki ya da PST-mix irk sporlari ile
inokule edilmistir. Pas sporlari inokilasyon sonrasi 15. gin ve sonrasi glnlerde (pas

olusumunu sonrasinda) toplanmistir.
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4.2 PST mesaijlarinin zenginlestiriimesi

Patojen bulastiriimis hassas bitkiden patojene ait mRNAlarin zenginlestiriimesi yontemi Sekil
3.1de oOzetlendigi gibi yapilmigtir.  Deneyler sirasinda her asamada karakterizasyon
yapilarak zenginlestirme yontemi optimize edildigi halde, BGI tarafindan “dogrudan RNA
sekanlamasi” igin kullaniimis ancak basarili bir okuma elde edilememistir. Bu nedenle bu
yontem birakilmig, zenginlestirme yapilmadan, toplam RNA Uzerinde sekans okumalari elde

edilmigtir.

4.3 Biyoenformatik analizler i¢in yol haritasi tayini

Yol haritasi belirlemek icin 6rnek olarak Blumeria graminis f. sp. hordei (BGH) genom
sekansi “contig” lerini inceledik. Genel olarak patojen efektér proteinleri genleri arasindaki
sekans benzerligi ¢cok dusuktir. BGH genomu uzerinde bizim yaptigimiz ¢oklu sekans
hizalamalari da bu sonucu destekler olmustur (Sekil 5), fakat intron-ekzon yapilarindaki

korunmusluk ortak bir atayi isaret etmektedir.

Sekil 4.2 Potansiyel efektorlerin ¢oklu hizalanmasi.

Efektdr proteinlerin en 6nemli ortak 6zellikleri sinyal sekanslarinin bulunmasidir. Her ne
kadar sekans benzerligi az olsa da, sinyal sekanslarinin mevcudiyeti dnemli bir ortak
noktadir. Bu baglamda olusturdugumuz hipoteze gére eger genom sekansinda sinyal sekans

bélgeleri tespit edilirse, potansiyel efektérler de bulunulabilecektir. Yapilan analizler sonucu
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elde ettigimiz sonuclar bunu destekler niteliktedir.  Sinyal sekanslarinin bulunmasi,
biyoenformatik agisindan yogun olarak calisiimis bir alandir. yaptigimiz literatir taramasi
“SignalP, v.3.0” programi bu konuda en basarili olan ve 6ne ¢ikan yazihmdir. “Biopython” ve
“‘ORF-Finder” yazihmlari yardimiyla saptadigimiz kodlanabilecek olasi ORF bdlgeri,
“SignalP, v.3.0” yazilimina yukledigimizde yaklasik 4500 N-terminusda sinyal peptit igceren
protein saptadik. Dogal olarak bu sayl daha 6nce literatire eklenmis yaklasik 300 civari
efektdr adayina kiyasla hayli yliksek bir rakamdi. Sayiyr anlamh boyutlara indirmek ve de
hipotezimizi test etmek igin, bulduklarimizi literatirdeki efektorlerle “localblast” testi yaptik.
Ayrica yine literatirden edindigimiz Blumeria graminis f. sp. hordei ESTlerini de

bulduklarimiz ile localblast testine tabii tuttuk.

Sonug bekledigimiz Uzere yalnizca biyoenformatik yontemlerin kullaniimasinin da efektor
proteinlere ulasmamiza yardim edebilecegini gosterdi ve hipotezimizin dogrulugu hakkinda
onemli bir dayanak noktasi olusturdu. Ayni mantikla arada sekans benzerligi olmayanlarin
da bulunabilecegini ispatladi. Localblast ve ¢oklu sekans hizalama (multiple sequence
alignment-MSA) sayesinde yaklasik 1500 tane olasi sekans bulduk. Bu sekanslari mevcut

literatlrdekiler ile hizaladik.
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Sekil 4.3. BGH genomunda sinyal peptit iceren genlerin siniflandiriimasi. Kendi saptadigimiz
sinyal peptit iceren sekanslar ile literatlirdekilerin (cDNA kitiphanesi okuma sonuglari)

hizalanmasiyla olusturuldu.
Beklendigi Uzere literaturdekiler ile olasi sekanslar arasinda belirli gruplar olustu, bazi

sekanslar ise literatirdekiler ile tam olarak hizalandi ki bu hipotezimizin dogrulugunun bir

baska kaniti.
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Asagida dendrogrami olusturmakta kullandigimiz sekanslardan kiigik (¢ok kuguk bir 6rnek
hizalama) bir kisim sunulmustur Supercontig 6n ekiyle baslayanlar bizim tespit ettiklerimiz,

digerleri ise literatirden alinan sekanlar. Aradaki eslesme acgik¢a gorinmekte.

51883324-G18 MRNLIEVS I

Supercentig [~"TmTTTTTTTTTmmmoos URN LAV mmmmmmm e mmmmmmm e e
5T883214-GTg ~====—=mmmmm s MEN Lhmmmmmmmmmmmmmmmm e
500661€1-GO0|~~~~"="""""==mmm o MRIFSLISL SEITD L ——
Supercontig ~TTTTTTTTTTTmTmmomoos MRLFSLISLAR================mmm———e 1 [ B ———
supercentig MRLRIYISLAL MLTIIRT YILSLESK

Benzer yontemler kullanilarak, kendi transkriptom dizi analizimiz (saripas) sonucu elde edilen

mesajlar Uzerinde sinyal peptit olanlar saptanmistir.

4.4 Transkriptom sekans analizi i¢in hazirlanan 6érnekler

Patojen bulastinldiktan sonra cesitli zaman araliklarinda elde edilmis bitki 6rnekleri
hazirlanmistir (Tablo 4.1). Bu &rneklerden 10 dpi olanlar (Tablo 4.1. Sekil 4.3: AvocetS-
Mock. AvocetS+PST i, AvocetYR10-Mock, AvocetYR10+PST,x) BGl'a transkriptom sekans
okumasi igin génderilmistir. Sonuglar elde edilmistir. Transkriptom analizi i¢in hazirlanmis
olan ayni bitki 6érneklerinden pek ¢ok kere RNA izole edilmis ve Mikro-Dizin analizi igin
kullaniimistir.  Ayni RNA’lar -80 °C’de saklanmistir ve qRT-PCR analizleri yapilmistir,

gerektikce kullanilacaktir.

Tablo 4.1 Toplam RNA izolasyonu yapilmis bitki drnekleri.

Samples: Mock Pathogen = Mock Pathogen @ Mock Pathogen
Plant Susceptible = Resistant 24 hpi 24 hpi 72 hpi 72 hpi 10 dpi 10 dpi
Avocet-S + - + - + - + -
Avocet-S + - - +Pst - +Pst - +Pst
Avocet-Yril0 - + + - + - + -
Avocet-Yrl0 - + - +Pst - +Pst - +Pst
Avocet-S + - + - + - + -
Avocet-S + - - +Pst - +Pst - +Pst
Avocet-Yril0 - + + - + - + -
Avocet-Yrl0 - + - +Pst - +Pst - +Pst
Avocet-S + - + - + - + -
Avocet-S + - +Pst - +Pst - +Pst
Avocet-Yrl0 - + + - + - + -
Avocet-Yrl0 - + - +Pst - +Pst - +Pst

Mock: Kontrol. Pathogen: Puccinia striiformis fsp tritici (PST), Turkiye’de tarim alanlarindan toplanmistir. Koyu renkle belirtilen
ornekler, transkriptom sekanslama analizi uygulanmasina karar verilen érneklerdir.
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1 Kb Ladder
AvocetS-Mock
AvocetS+PST i
AvocetYR10-Mock
1 Kb Ladder
AvocetYR10+ PST,,x
AvocetS-Mock
AvocetS+ PST,i
AvocetYR10-Mock
AvocetYR10+ PST,x
AvocetS-Mock
AvocetS+ PST,;,
AvocetYR10-Mock
AvocetYR10+
PSTix

——
-
=
—
C—
sm—

Sekil 4.4 RNA odrneklerin agaroz jelde goruntilenmesi 1. Tablo 4.1’deki drnekler %1 lik

agaroz jel Uzerinde her biri 1-2 ug olmak tzere yuklenmistir.

Yukaridaki Orneklerden haustoria (hassas bitkide) olusumu baslayan zaman araligindaki
(enfeksiyondan sonraki 10.giin) érnekler BGl'ya gonderilmistir. Bu RNA 6rneklerinin RIN
degerleri 7 ve Ustinde BGI tarafiondan saptandidi icin sekans analizi yapilmasi igin uygun

gorulmastar.

4.5 Agilent mikrodizin taramalari i¢in 6rneklerin hazirlanmasi

Ornekler yéntem geregler kisminda ayrintilari sunuldugu gibi Trizal kullanilarak elde edilmis
RNA’lar Uzerinde (Sekil 4.5), DNase uygulamasindan sonra tekrar “Absolutely RNA
Nanoprep kit” kullanilarak temizlenmis, Nanodrop degerleri saptanmis, 6rnekler tek renk
fluoresan boya ile etiketlenmis ve bir ¢cok asamadan gegtikten ve kalite kontrolleri
tamamlanip hibridizasyon asamasina gegilmistir. Deneyin tim ayrintilari igin (bkz One-Color
Microarray-Based Gene Expression Analysis.
(http://www.chem.agilent.com/library/usermanuals/public/g4140-90041_one-
color_tecan.pdf)).
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Sekil 4.5 RNA odrneklerin agaroz jelde goruntilenmesi 2. Tablo 4.1’deki deney ikinci kez

kurulmus ve 6rnekler %1 lik agaroz jel Gzerinde her biri 1-4 pug olmak tizere yuklenmigtir.
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RIN degerleri

Asagida bioanalyzer da elde edilen RIN degerleri sunulmustur (Sekil 4.6). RIN degerleri
7’nin altinda bulunan érnekler tekrar ayni toplam RNA stoklarindan temizlenerek hazirlanmis,

RIN degerleri 7 ve Uzeri olarak elde edilmis ve yukarda belirtildigi sekilde etiketlenmisgtir.

Avocet-S/24 hpi/Mock/r1 Avocet-S/24 hpi//Mock/r2 Avocet-S/24 hpi//Mock/r3
RIN:8 RIN: 7.50 RIN: 8.2
1 ‘I"\__ _‘.A|‘.|w “._ Iv.“v‘. ’ [ L L‘ .-“_ )
A B30 0E N [ . 25 3 3B A 45 50 55 600 D5 D BHNE N 55
Avocet-S/24 hpi/+PSTr1 *Avocet-S/24 hpi/+PSTr2 Avocet-S/24 hpi/+PSTr3
RIN: 7.70 RIN: 3.9C RIN: 7.6C
L Al\. f., ,._.J.x'-«\"‘.f‘m..‘v-,,v,. Y, ,|l. d \‘, s

P53 T P
AHHIT NG N [ 15205 303 940 5 6

*Avocet-S/10 dpi//Mock/r2 Avocet-S/10 dpi/Mock/r2 Avocet-S/10 dpi/Mock/r3
RIN: 5.90 RIN: 7.50 RIN: 7.7C
5 . | i N
‘i.u-‘,g(‘d‘“"«'“' “‘"‘IL‘I“"‘:\'I\ win - A “‘ﬁ lml‘ -5 T : \J“'ﬂ. ‘,,..-“' ‘ “',.—.
15025 D 5 44550 5[ 152025 05 40 45 50 5[ 152025 05 40 45 50 5[
Avocet-S/10 dpi/+PSTr1 Avocet-S/210 dpi/+PSTr2 Avocet-S/10 dpi/+PSTr3
RIN: 7.30 RIN: 7.10 RIN; 7.76
U] | FU | FU i
‘ \ ; | :
1] “"‘_l_,_ “‘-l-[\ ;‘ 1. “.,I‘__“,J|m.“_j“_ . __,_“u__ i M\_ L
1520 1530 35 446905k 52053 5 446 50 5 [ 52053 3% 44 % 5% [
2100 Expert (B.02.08.51648) © Copyright 2003 - 2009 Agilent Technologies, Inc. Printed:  7/22/2014 5:20:27 PM

Sekil 4.6 Mikrodizin tarama analizi yapilan érneklerin RIN degerleri.*Tekrarlanmigtir.
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4.6 PST miRNA analizi

PST sporlari 18 saat su-agar'da bekletildikten sonra “germinated” Puccinia striiformis fsp
tritici (PST) (Sekil 4.7) RNA elde edilmisti. RNA 6rnegi yukaridaki ikinci set érneklerle
birlikte BGI'a small RNA dizi (olasi miRNA analizi igin) okumasi igin gdénderilmis aday miRNA

benzeri sekanslar elde edilmigtir (Bakiniz Ek D).

200 pm

Sekil 4.7 Su-agarda 18 saat ¢imlendirilmis Puccinia striiformis f.sp. triticinin (PST) is1k

mikroskobundaki gérintisu.
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4.7 PST mikrodizin analizleri

Mikrodizin analizlerinde farkli zaman araliginda hazirladidimiz &rneklerimizin hepsini
kullanamamis olmamizin nedeni projenin kisitli but¢cesinden kaynaklanmistir. Buna ragmen
sadece hassas bitki Uzerinde yapilan inokilasyonda iki farkli zaman araligindaki
(inokllasyondan sonra 24 saat (24 hpi) ve 10 giin sonra (10 dpi) sonucu degisen genleri
saptamaya yonelik analizler yaptik, ancak bu kez anlatim duzeyindeki dedisen genlerin
guvenilir bir gsekilde saptanabilmesi her kogula ait 3 biyolojik 6rnek ve kontrollerini hazirladik
(Tablo 4.2). Yalnizca direngli bitkide yapilan mikro dizin érnekleri icin 2'ser adet biyolojik
replika kullaniimistir. Enfeksiyon sonrasi 10. gline ait elimizde transkriptom analizi oldugu
icin, sinirli sayidaki mikrodizin gipimizi ayni durum &rnekleri i¢in kullandik. Enfeksiyondan
sonra 24 saat icerisinde konuga aktarilan proteinlere ait genlerin blylk codunlugu aktif

oldugu igin 24 saat 6rneklerinde de diferansiyel gen analizi yapildi.

Tablo 4.2 Mikrodizin analizleri igin kullanilan érnekler.

OrnekNo Tanim @ Adi Biyolojik tekrar = 24 hpi = 10 dpi
1 Kontrol | Avocet-S-Pst (24 hpi) 1. -
2 Kontrol | Avocet-S-Pst (24 hpi) 2. -
3 Kontrol = Avocet-S-Pst (24 hpi) 3. -
4 Avocet-S+Pst (24 hpi) 1. +Pst
5 Avocet-S+Pst (24 hpi) 2. +Pst
6 Avocet-S+Pst (24 hpi) 3. +Pst
7 Kontrol | Avocet-S-Pst (10 dpi) 1. -
8 Kontrol | Avocet-S-Pst (10 dpi) 2. -
9 Kontrol = Avocet-S-Pst (10 dpi) 3. -
10 Avocet-S+Pst (10 dpi) 1. +Pst
11 Avocet-S+Pst (10 dpi) 2. +Pst
12 Avocet-S+Pst (10 dpi) 3. +Pst
13 Kontrol = Avocet-YR10-Pst (10 dpi) 1. -
14 Kontrol = Avocet-YR10-Pst (10 dpi) 2. -
15 Avocet-YR10+Pst (10 dpi) 1. +Pst
16 Avocet-YR10+Pst (10 dpi) 2. +Pst

Her Ggll 6rnegin (direngli bitkiler i¢in 2’li replikalar) benzer anlatim verdigi genlerin degisimi
guvenilir kabul edildi. T-testini gegen genler ve gruplar arasindaki anlatimi degisen genler ve
‘heatmapleri’ (Bkz. HM-EK1) asagidaki tablo ve sekillerde yorumlari ile beraber sunulmustur
4.9). Analizler GeneScript kullanilarak yapilmistir. Analizler sirasinda kat sayisi degisimi 10
olarak belirlenmistir (FC:10, p<0.05). Literatlirde mikrodizin analizleri sirasinda 2 kattan fazla
artis gosteren genlerin filtrelenmesi yaygindir. Analizler neticesinde 2 kattan fazla degisim
gOsteren gen havuzu ¢ok genis olmasi nedeni ile aday gen havuzunu daraltma amaci ile

filtreleme 10 kattan fazla artis gésteren genlere gore yapildi.
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Sari pas hastaliginin bugday bitkisindeki gelisme fizyolojisi dikkate alindiginda ilk saattlerin
‘haustoria’ olusumunda etkili oldugu ve gene bu zaman diliminde bitkinin defansinin asiimasi,
etkisiz hale getirilesi s6z konusudur. Enfeksiyondan sonraki 10. gine dogru spor
olusturulmasi ve ureme ile ilgili genlerin aktif olmasi beklenir. Bu nedenle, belirtiien zaman
dilimleri arasindaki kargilastirmali anlatim duzeyi analizleri hastalia neden olan virtlans
mekanizmalarinin ve direnglilige neden olan avirulan mekanizmalarinin desifre edilmesi igin
kritik 6nem arz etmektedir. Bu nedenle ekibimiz enfeksiyon sonrasi anlatim dizeyi analizi
yapabilmek igin Turk irki Pst TR09/97 ile enfekte edilmis hassas ve direngli bugday bitki
orneklerini enfeksiyon sonrasi 24. Saat ve enfeksiyon sonrasi 10. giin de toplamistir. Bu
orneklerde Pst'ye ait yaklasik 15000 gen, bitkiye ait 45000 gen taranmistir. Sonuglar analiz
edilirken ilk olarak 24. saate ait drnekler kontrol grubu ile kargilastirnimistir (Tablo 4.3).
Tabloda enfeksiyon sonrasi 24. saatte, kontrol grubuna gére 10 kattan fazla artis gdsteren
genlerden en yuksek 50 tanesi listelenmistir. Elde edilen listedeki adaylar, patojenin konak
bugday yaprak hticreleri Uzerinde hastaligin olusumu sirasinda en fazla artan adaylardir. Bu
nedenle bu aday genlerin biyolojik fonksiyonunu saptamak ve karakterize etmek hastaligin
olusma surecini anlayabilmek adina 6nem tasimaktadir. Ayni tabloda enfeksiyon sonrasi 24.
saatte artis gosteren ilk 50 genin hastaligin yayilma evresi olan enfeksiyon sonrasi 10.
gunde nasil degistigini gosteren degerler verilmigtir. Bu degerlerin karsilastirmasinin daha iyi
anlasilabilmesi icin Sekil 4.8'de diferansiyel analizi gésteren grafik sunulmustur. Ayni analiz
sonucunda 43 genin yalnizca enfeksiyon sonrasi 24. saatte aktif oldugu gdézlenmistir, bu
genler enfeksiyon sonrasi 10. ginde hi¢ anlatim gerceklestirmemistir. Bu nedenle, bu
genlerde fonksiyonel analiz ve karakterizasyon deneyleri icin potansiyel aday olarak

belirlenmisgtir.
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Tablo 4.3 Enfeksiyon sonrasi 24. saatte (AvocetS+Pst(24hpi)), kontrol grubuna (AvocetS-
Pst(24hpi)) kiyasla artis gosteren ilk 50 Pst geni ve bu genlerin enfeksiyon sonrasi 10

gunde degisimi.

Gene symbol

CQM_06534T0
CQM_06592T0
CQM_03652T0
CQM_10652T0
CQM_04848T0
CQM_12118T0
CQM_06641T0
CQM_02790T0
CQM_08131T0
CQM_09942T0
CQM_14651T0
CQM_11109T0
CQM_01573T0
CQM_16373T0
CQM_13248T0
CQM_13662T0
CQM_00037T0
CQM_03617T0
CQM_06507T0
CQM_01711TO0
CQM_02092T0
CQM_07989T0
CQM_10654T0
CQM_06026T0
CQM_01012T0
CQM_01420T0
CQM_09047T0
CQM_12979T0
CQM_13547T0
CQM_06838T0
CQM_13661T0
CQM_10622T0
CQM_04865T0
CQM_15973T0
CQM_00650T0
CQM_11111T0
CQM_03450T0
CQM_12366T0
CQM_13645T0
CQM_10653T0
CQM_06809T0
CQM_01177T0
CQM_15093T0
CQM_09044T0
CQM_04011T0
CQM_18139T0
CQM_02936T0
CQM_09255T0
CQM_00958T0
CQM_02434T0

FC-24hpi
4190.09
2008.47
1074.72

767.62
754.23

713.2
585.15
532.09
445.79

403.7
402.11
375.97
328.71

306.3
288.03
265.43
256.65
241.16
237.55
237.05
232.07
231.45
225.67
220.26
215.83
203.99
202.72
201.52
201.21
186.17
178.09
159.25
146.67
140.32

139.3
136.77
126.67
123.28
111.58
108.63
108.47
106.76
106.72

96.97

94.26

94.01

92.23

90.75

90.67

90.56

FC-10dpi
259.37
170.9
60.38
39.71
72.45
64.39
129.78
29.42
10.6
18.85
20.15
33.16
39.47
26.73
19.9
15.81
18.15
16.95
26.97
22.61
6.77
12.56
85.48
33.54
79.53
46.01
69.03
184.76
14.78
15.21
11.19
5.8
5.18
14.86
12.51
60.05
11.78
4.25
144
38.97
9.22
| 2
13.81
21.65
11.84
8.12
3.92
13.21
4.61

FC log 24hpi/10dpi
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16.15
11.75
17.80
19.33
10.41
11.08
4.51
18.09
42.06
21.42
19.96
11.34
8.33
11.46
14.47
16.79
14.14
14.23
8.81
10.48
34.28
18.43
2.64
6.57
2.71
4.43
2.92
1.09
12.60
11.71
14.23
25.29
27.09
9.37
10.93
2.11
10.47
26.25
0.75
2.78
11.58
5.02
7.02
4.35
7.94
11.36
23.15
6.86
19.64

Parametricp-value
<1e-07
<1e-07
<1e-07
<1e-07

0.0000006
0.0000001
<1e-07
0.0000001
<1e-07
0.0000002
0.0000003
0.0000006
0.0000006
<1e-07
0.0000006
0.0000004
0.0000017
0.0000004
0.0000001
0.0000002
0.0000003
0.0000001
0.0000011
0.0000009
0.0000004
0.0000002
0.0000003
0.0000004
0.0000001
0.0000006
0.0000005
0.0000009
0.0000005
0.0000004
0.0000011
0.0000009
0.0000006
0.0000024
0.0000021
0.0000005
0.0000004
0.0000019
0.0000015
0.0000061
0.0000008
0.0000012
0.0000006
0.0000017
0.000001
0.0000004
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Sekil 4.8 Patojen genlerinin (Pst) 24. saat ve 10. gun kargilastirmasi. Mavi sutunlar
enfeksiyondan 24 saat sonrasinda patojen tarafindan indiklenen genlerdeki degisimin
ifadesi, kirmizi sutunlar ise enfeksiyondan 10 gin sonrasinda induklenen genlerdeki
degdisimin grafiksel gosterimi. (FC: Kat Sayisi degisimi, 24 hpi: Enfeksiyondan 24 saat sonra,
10 dpi: Enfeksiyondan 10 guin sonra)

Yukarida, tablo 4.3’ln grafik goésterimi sunulmustur. Bu grafikte enfeksiyon sonrasi 24. saat
ile kontrol grubuna gore en ¢ok degisen ilk 50 gen alinmigtir. Belirlenen genler daha sonra
enfeksiyon sonrasi 10. giindeki anlatim seviyeleri ile kiyaslanmistir. Ornegin; CQM_6534T0
nolu gen, enfeksiyondan sonra 24. Saatte 4191 kat artarken 10. ginde 259 kat artmistir.
Buna gore 24. saat ve 10. gun arasindaki farkin 10 kattan fazla oldugu 89 gen belirlenmistir.
Bu kiyaslamaya goére aradaki anlatim seviyesi farkinin en biyuk oldugu ilk 10 geni gdsteren

ayri bir grafik olusturulmustur (Bkz. Sekil 4.9).
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Sekil 4.9 24. saatte anlatim seviyesi, 10. gline oranla en fazla artmis olan 10 genin grafiksel
gOsterimi.

Benzer sekilde 10. guin érnekleri de kontrol grubuna gére analiz edilmis ve en yiiksek anlatim
seviyesi sahip genler Tablo 4.4’ de belirtilmistir. 24 saat ve 10. giin drneklerindeki kontrol
grubuna gore 10 kattan fazla degisim gosterenlere dair bir de ‘heatmap’ grafigi olustulmustur
(HEAT MAP EKLERI: HM-EK1)
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Tablo 4.4 Enfeksiyon sonrasi 10. glinde (AvocetS+Pst(10dpi)), kontrol grubuna (AvocetS-
Pst(10dpi)) kiyasla artis gosteren ilk 50 Pst geni ve bu genlerin enfeksiyon sonrasi 24. saatte

degisimi.

Gene symbol FC-10dpi FC-24hpi FC log 10dpi/24hpi Parametricp-value

CQM_02173T0 4170.44 16.3 255.86 0.0005127
CQM_20050T0 2298.88 - - 0.0006606
CQM_15335T0 2248.94 - - 0.000704
CQM_18915T0 1934.9 - - 0.0006709
CQM_06332T0 1775.97 4.69 378.67 0.0006764
CQM_12314T0 1182.47 - - 0.0007894
CQM_11206T0 1015.83 2.71 374.85 0.001186
CQM_13449T0 621.8 8.25 75.37 0.0010888
CQM_08969T0 533.77 - - 0.0012579
CcCQM_11391T0 470.07 7.26 64.75 0.0012606
CQM_15918T0 454.21 7.53 60.32 0.001274
CQM_19710T0 429.56 - - 0.0022144
CQM_05886T0 429.21 7.45 57.61 0.0015103
CQM_11091T1 421.72 - - 0.0011834
CQM_17053T0 405.35 66.44 6.10 0.0016383
CQM_05214T0 392.97 7.94 49.49 0.0015219
CQM_11241T0 381.66 15.5 24.62 0.0015803
CQM_19394T0 352.25 - - 0.0018195
CQM_13397T0 306.28 - - 0.0011011
CQM_12978T0 290.21 32.04 9.06 0.0018679
CQM_05883T0 274.07 - - 0.0010386
CQM_19772T0 273.55 - - 0.0012833
CQM_04424T0 269.71 5.67 47.57 0.0014192
CQM_02934T0 268.44 2.88 93.21 0.0015992
CQM_01896T0 261.44 17.3 15.11 0.0016715
CQM_02248T0 260.99 12.48 20.91 0.001847
CQM_06534T0 259.37 4190.09 0.06 0.0000212
CQM_09460T0 236.92 9.34 25.37 0.0017811
CQM_18441T0 230.59 4.76 48.44 0.0018891
CQM_11208T0 217.35 - - 0.0019389
CQM_01255T0 215.43 11.43 18.85 0.0015468
CQM_06536T0 213.61 2.45 87.19 0.0022448
CQM_04639T0 203.82 10.54 19.34 0.0016212
CQM_03101T0 189.88 3.98 47.71 0.0020845
CQM_13547T0 184.76 201.21 0.92 0.0007203
CQM_02614T0 183.08 14.2 12.89 0.0021692
CQM_06552T0 182.4 3.07 59.41 0.0028507
CQM_14247T0 173.91 4.44 39.17 0.0022868
CQM_06592T0 170.9 2008.47 0.09 0.0000008
CQM_12851T0 169.85 4.8 35.39 0.0023776
CQM_14207T0 169.68 - - 0.0019472
CQM_15536T0 157.37 15.77 9.98 0.0016109
CQM_02394T0 153 8.09 18.91 0.0023302
CQM_05064T0 150.75 - - 0.0249714
CQM_07428T0 147.4 5.51 26.75 0.0083488
CQM_10653T0 144 108.63 1.33 0.0027344
CQM_05566T0 140.14 - - 0.0052622
CQM_01329T0 140.06 16.87 8.30 0.0020769
CQM_02113T0 136.96 - - 0.0024942
CQM_10822T0 136.96 - - 0.0021569
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Tablo 4.4’de 10. glinde anlatim seviyesi 10 katin Uzerinde artis gosteren Pst genlerinden en
yuksek 50 tanesi listelenmigtir. Bu genlerin 24. saatteki anlatimlari da gene bu tabloda
kiyaslama yapabilmek adina sunulmustur. 10. gun hastaligin yeni spor uretimi bagladig! ve
gelistigi doénemdir. Bu dénemde artis gOsteren genler hastaligin fizyolojik agidan
geligsimi,yayilimi ve surdurulebilmesi igin gereklidir. Bu nedenle hastaligin erken evresinde
aktif olan genlere goére diferansiyel bir analiz yapmak genlerin biyolojik fonksiyonu hakkinda
fikir edinmemizi saglayabilir. Bu amacla 10. glindeki genler, 24. saatteki anlatim dlzeylerine

oranlanmis ve sonuglar grafik olarak asagida sunulmustur.
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Sekil 4.10 Patojen genlerinin (Pst) 10. gin ve 24. saat kargilastirmasi. Mavi sutunlar
enfeksiyondan 10 glin sonrasinda patojen tarafindan indiklenen genlerdeki degisimin
ifadesi, kirmizi situnlar ise enfeksiyondan 24 saat sonrasinda indiklenen genlerdeki
degdisimin grafiksel gosterimi. (FC: Kat Sayisi degisimi, 24 hpi: Enfeksiyondan 24 saat sonra,
10 dpi: Enfeksiyondan 10 guin sonra)

Yukaridaki grafikte (Bkz Sekil 4.10) belirtilen analizler sonucunda 195 adet essiz gen
bulunmustur. Bu essiz genlerin 10. gunde yuksek anlatim gdsterirken 24. saatte hi¢ anlatim
gerceklestirmemigtir. Bu genler biyolojik fonksiyon ve karakterizasyon analizleri igin mikro

dizin analizi sonucu belirlenmig, yuksek potansiyele sahip aday genlerdir. Ayni analiz
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sonucunda 10. ginde 24. saattte gére anlatimi 10 kattan fazla degisen 286 adet gen

belirlenmigtir. Bu genlerden ilk 10 asagidaki grafikte sunulmustur (Bkz Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 24. saatte anlatim seviyesi, 10. gline oranla en fazla artmis olan 10 genin
grafiksel gosterimi.

4.8 Bugday mikrodizin analizi

Proje kapsaminda yapilan mikrodizin analizi sirasinda Pst genlerinin yani sira, konak bugday
bitkisinde enfeksiyon sonrasi gerceklesen degisimleri bulmak igin ‘probe’lar kullanildi. Bu
analiz 6ncesi, direngli ve hassas bitkide patojenle etkilesim sonrasi ilk gin ve hastaligin
yayllmaya basladigi 10. gin icin bir diferansiyal analiz yapiimasi gerekiyordu. Direngli ve
hassas bitkide degisecek genler icin karsilatirmali gen anlatim dazeyi incelemeleri
gerceklestirdik. Bu amagla, once direngli ve hassas bitkiye 6zel olarak degisen, essiz
(‘'unique’) genleri saptamak ve her ikisinde ortak olarak artan ama 6zellikle bir durum igin ¢ok

daha fazla artan genleri belirledik.

Elde edilen mikrodizin sonuglarinda ilk olarak kontrol grubuna gére 10 kat ve daha fazla
artan ya da azalan genlerden olusan bir havuz olusturuldu. 10 kat siniri, elde edilecek gen
havuzunu dar tutmak ve en carpici dedisimlere sahip genlere odaklanmak i¢in konuldu.
Direncli bitkide enfeksiyondan sonra 10cu gln icin toplam 93 genin 10 kattan fazla arttigi, 2
genin ise 10 kattan fazla azaldigi gérulda (p<0,05). Bu genlerden ilk 50 tanesi asagida Tablo
4.5de sunulmustur. Ayni genleri hassas bitkide nasil tepki verdiginin rahatga
kiyaslanabilmesi icin Tablo 4.5’de hassas bitkideki anlatim duzeyi degerleri de eklenmistir.

Bu kiyaslamanin grafige dékilmus sematik gorinimu Sekil 4.12°de sunulmustur.
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Tablo 4.5 Enfeksiyon sonrasi 10. glinde (AvocetYR10+Pst(10dpi)), kontrol grubuna
(AvocetYR10-Pst(10dpi)) kiyasla artis gdsteren ilk 50 bugday geni ve bu genlerin enfeksiyon
sonras! 10. gunde hassas bitkideki (AvocetS+Pst(10dpi)) degisimi.

Gen Sembolii FC* 10 dpi (R)  FC 10hpi (S) FC (R/S) 10dpi Parametric p-value
A_99_P326031 *132,06 195,45 0,68 0,030
A_99_P167814 94,8 151,91 0,62 0,012
A_99_P146197 90,24 27,71 3,26 0,021
A_99_P148957 69,68 - - 0,021
A_99_P416053 64,6 11,24 5,75 0,023
A_99_P348706 59,85 22,99 2,60 0,020
A_99_P431562 57,4 48,19 1,19 0,047
A_99_P211141 52,71 358,35 0,15 0,005
A_99_P266781 49,87 26,15 1,91 0,030
A_99_P004926 46,64 35,42 1,32 0,026
A_99_P305361 41,42 = = 0,025
A_99_P211426 39,12 33,49 1,17 0,029
A_99_P208341 38,95 - - 0,041
A_99_P210426 33,33 210,91 0,16 0,013
A_99_P000516 32,81 441,76 0,07 0,008
A_99_P566747 32,27 - - 0,015
A_99_P154447 29,62 21,71 1,36 0,025
A_99_P259316 28,57 - - 0,040
A_99_P371427 28,43 17,1 1,66 0,034
A_99_P287646 27,68 71,47 0,39 0,021
A_99_P022179 27,3 14,59 1,87 0,023
A_99_P220016 26,84 163,43 0,16 0,007
A_99_P227711 25,4 - - 0,013
A_99_P263386 24,2 - - 0,012
A_99_P402547 23,55 - - 0,034
A_99_P220011 23,04 88,62 0,26 0,004
A_99_P440452 22,99 126,32 0,18 0,005
A_99_P060446 22,72 - - 0,030
A_99_P489702 22,17 - - 0,003
A_99_P346951 22,17 - - 0,018
A_99_P353791 21,72 53,53 0,41 0,042
A_99_P438737 21,36 29,49 0,72 0,035
A_99_P253296 21,16 13,13 1,61 0,021
A_99_P205151 20,62 28,41 0,73 0,019
A_99_P160972 20,24 14,35 1,41 0,009
A_99_P225406 19,99 26,02 0,77 0,036
A_99_P195538 19,96 - - 0,049
A_99_P568002 19,87 - - 0,032
A_99_P348551 19,61 - - 0,047
A_99_P245746 19,44 138,58 0,14 0,006
A_99_P245731 19,42 156,98 0,12 0,006
A_99_P509257 19,39 - - 0,001
A_99_P290031 19,36 37,59 0,52 0,048
A_99_P071845 19,19 21,42 0,90 0,019
A_99_P381837 18,98 14,54 1,31 0,021
A_99_P442782 18,86 10,83 1,74 0,036
A_99_P228046 18,32 182,39 0,10 0,013
A_99_P304931 17,53 63,19 0,28 0,033
A_99_P245726 17,37 176,45 0,10 0,019
A_99_P224156 16,43 45,86 0,36 0,011

FC: Kontrol grubuna gére anlatim diizeyindeki deg@isimi kat sayisi cinsinden ifadesini gdstermektedir.
(Ornek; *Kontrol grubuna gére 132 kat artmistir.)
FC (R/S): Direncli bitkideki (R) degisimin, duyarl (S) bitkideki degisime oranini géstermektedir.
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Sekil 4.12 Bitki genlerinin (bugday) 10. giin hassas ve 10. giin direngli kargilastirmasi. Mavi
sutunlar enfeksiyondan 10 gun sonrasinda patojen tarafindan induklenen genlerin direngli
bitkide degisiminin ifadesi, kirmizi sutunlar ise enfeksiyondan 10 giin sonrasinda indiklenen
ayni genlerin hassas bitkide degisiminin grafiksel gésterimi. (FC: Kat Sayisi degdisimi, S:
Hassas Bitki, R: Direncli Bitki)

Enfeksiyon sonrasi 10. giinde direngli bitkide 10 kattan fazla artis gésteren 93 genden 31
tanesi yalnizca direncli bitkide anlatim gostermis genlerdir. Bu nedenle bu genlerin, patojene
verilen tepki ile dogrudan ilgili genler olmasi kuvvetle muhtemeldir. Ayni analiz sonucunda
hassas bitkiye goére 2 kat ve daha fazla artis gésteren 3 gen saptandi. Hassas bitkiye gore
artis gosteren ilk 10 gen Sekil 4.13’ de gosteriimektedir. Hem egsiz genler hem de hassas
bitkiye gore ylksek artis gosteren genlere bakildiginda codunlugunun biyolojik fonksiyonun
hentz bilinmedigi goérulmektedir. Bu genler fonksiyon analizleri ve karakterizasyon

calismalar icin iyi birer aday teskil etmektedirler.
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Sekil 4.13 Enfeksiyon sonrasi 10. glinde direngli bitkide anlatim seviyesi 10. glinde hassas
bitkiye oranla en fazla artan 10 bitki geninin grafiksel gésterimi.

Yukarida aciklanan analizler direncli bitkide artis gésteren genler ve bunlarin hassas bitkideki
kiyaslamalarina aittir. Ayni analizlerin hassas bitkide tekrarlanip en ylksek artis gdsteren
konak genleri saptamak icgin tekrarladik. Tablo 4.6'da listenen genler, enfeksiyon sonrasi
hassas bitkide en fazla artig gdsteren bitki genlerine aittir. Ayni tabloda bu genlerin direngli
bitkideki anlatim seviyeleri de kat sayisi olarak verilmigtir. Diferansiyel analiz i¢in yardimci
olmasi adina bu kiyaslama grafik olarak Sekil 4.14" de yansitiimistir. Hassas bitkide kontrol
grubuna goére en az 10 kat artan gen sayisi 213’'dir. 8 genin anlatimi ise kontrol grubuna
goére 10 kat azalmistir (p<0,05). Bu genlerden 157 tanesi sadece hassas bitkide enfeksiyon
sonrasi 10. ginde anlatim gézlemlenmis essiz (unique) genlerdir. 157 hassas bitkiye 6zel
genin yanisira, 30 gen ise direngli bitkiye oranla 2 kattan fazla artmigtir. Bu genlerden en
fazla kat artis gdsteren ilk 10 tanesi Sekil 4.15°de sunulmustur. Bu analiz sonucu ¢ikarilan bu
genler, hastaligin bitkide etkiledigi anlatimini etkiledigi ya da geligsebilmek igin ihtiyag
duydugu genler olabilir. Bu nedenle de bu aday genler, biyolojik fonksiyon arastirma

calismalari icin 6nem tasimaktadir.
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Tablo 4.6 Enfeksiyon sonrasi 10. giinde (AvocetS+Pst(10dpi)), kontrol grubuna (AvocetS-
Pst(10dpi)) kiyasla artis gosteren ilk 50 bugday geni ve bu genlerin enfeksiyon sonrasi 10.

gunde direngli bitkideki (AvocetYR10+Pst(10dpi)) degisimi.

Gen Sembolii FC 10 dpi (S) FC 10 dpi (R) FC (S/R) 10dpi Parametric p-value
A_99_P000516 441,76 32,81 13,46 0,003
A_99_P211141 358,35 52,71 6,80 0,002
A_99_P210426 210,91 33,33 6,33 0,001
A_99_P326031 195,45 132,06 1,48 0,001
A_99_P228046 182,39 18,32 9,96 0,001
A_99_P245726 176,45 17,37 10,16 0,001
A_99_P220016 163,43 26,84 6,09 0,002
A_99_P245731 156,98 19,42 8,08 0,001
A_99_P167814 151,91 94,8 1,60 0,001
A_99_P245746 138,58 19,44 7,13 0,001
A_99_P245741 136,38 14,98 9,10 0,001
A_99_P183462 130,79 15,04 8,70 0,005
A_99_P440452 126,32 22,99 5,50 0,002
A_99_P466672 97,31 15,37 6,33 0,004
A_99_P220011 88,62 23,04 3,85 0,002
A_99_P469957 88,05 - - 0,002
A_99_P228051 83,52 13,46 6,21 0,001
A_99_P034109 81,37 - - 0,001
A_99_P062343 80,34 - = 0,003
A_99_P290021 75,23 - - 0,001
A_99_P506467 73,31 13,19 5,56 0,001
A_99_P287646 71,47 27,68 2,58 0,002
A_99_P403762 71,08 11,36 6,26 0,002
A_99_P227991 65,88 15,16 4,35 0,001
A_99_P304931 63,19 17,53 3,61 0,001
A_99_P211081 60,17 - - 6,50E-06
A_99_P224186 57,71 15,29 3,77 0,001
A_99_P116035 56,94 - - 0,001
A_99_P253921 55,2 10,33 5,34 0,001
A_99_P493147 54,78 - - 0,004
A_99_P353791 53,53 21,72 2,47 0,013
A_99_P129280 52,7 - - 0,003
A_99_P167804 50,51 11,29 4,47 0,001
A_99_P431562 48,19 57,4 0,84 0,016
A_99_P456122 47,94 = = 0,001
A_99_P422707 46,45 - - 0,001
A_99_P224156 45,86 16,43 2,79 0,002
A_99_P220026 43,78 11,92 3,67 0,004
A_99_P228041 43,47 13,32 3,26 0,001
A_99_P491592 42,79 - - 0,001
A_99_P410167 42,13 - = 0,001
A_99_P214061 41,12 - - 0,001
A_99_P020754 39,46 - = 0,001
A_99_P235436 38,21 - - 0,005
A_99_P290031 37,59 19,36 1,94 0,005
A_99_P004926 35,42 46,64 0,76 0,001
A_99_P281411 35,15 - = 0,001
A_99_P163837 34,98 - - 0,003
A_99_P211426 33,49 39,12 0,86 4,21E-05
A_99_P072590 31,64 - - 0,001

FC: Kontrol grubuna gére anlatim diizeyindeki deg@isimi kat sayisi cinsinden ifadesini gdstermektedir.

FC (S/R): Hassas bitkideki (S) degisimin, direngli (R) bitkideki degisime oranini géstermektedir.

46



500

450
400

350

300

250

200

150

B FC 10 dpi (S)

100
50

A_99_P211141

A_99_P210426

A_99_P326031

A_99_P228046

A_99 P245726

A_99_P220016

A_99_P245731

A_99_P167814

A_99_P245746

99_P245741

99_P183462

A_99_P440452

A_99_P000516

A_
A

A_99_P466672

A_99_P220011

A_99_P469957

A_99_P228051

A_99_P034109

A_99 _P062343

A_99_P290021

99_P506467

¥ FC 10 dpi (R)

99_P287646

99_P403762

_99_P227991

99_P304931

A_
A_
A_
A

A_

Sekil 4.14 Bitki genlerinin (bugday) 10.
sutunlar enfeksiyondan 10 gun sonrasinda patojen tarafindan

gun direngli ve 10.

gun hassas karsilastirmasi.

Mavi
indUklenen genlerin hassas

bitkide degisiminin ifadesi, kirmizi sutunlar ise enfeksiyondan 10 giin sonrasinda indiklenen

ayni

genlerin direngli bitkide degisiminin grafiksel gosterimi. (FC: Kat Sayisi degisimi, S:

Hassas Bitki, R: Direncli Bitki)
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Sekil 4.15 Enfeksiyon sonrasi 10. glinde hassas bitkide anlatim seviyesi 10. glinde direncli
bitkiye oranla en fazla artan 10 bitki geninin grafiksel gdsterimi.
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4.9 PST transkriptom sekans analizi

Elde ettigimiz RNA oOrneklerinin hepsinde transkritom sekans analizi yapilmamig olmasinin
en onemli nedeni butce yetersizligidir. Bu nedenle amacimiz patojene ait mesajlarin
bulunmasi oldugu icin, hassas bitkide (Avocet-S) olusabilen haustori’'ya ait mesajlarin
bulunmasina odaklanildi. Bunun icin PST inokilasyonundan sonra ki 10. giin (10 dpi) segildi
(AvocetS+PST Mix-10 dpi). Diger 6rnekler ekpresyon dizeylerindeki degisiklikleri bulmaya

yonelik analiz yapabilmek i¢in sekanslatiimigtir.

Tablo 4.7 Transkriptom analizi igin secilen 6rnekler.

Ornek No Ornekler -Pst (“Mock”) Patojen Analiz
Bitki Hassas Direncli 10 dpi 10 dpi Sample No
1 Avocet-S + - + - Lile 2
2 Avocet-S + - - +Pst 3 :Iz 4
3 Avocet-Yrl10 - + + - .
2iled
4 Avocet-Yrl10 - + - +Pst

Projemizin amaci PST’nin bitki hicresi igine gdnderdigi proteinlere ait sekanlari bulmak
oldugu icin okumalardan bitki genomuna ait olan ¢ikarildi (bugdayin/konukgu bitkinin anlatim
dizeyleri degisen genlerle ilgili arastirma bu projenin kapsami disinda tutuldu). AvocetS-Pst
(10 dpi) ile AvocetS+Pst (10dpi) okumalari kiyaslandi ve artan, yani PST’ye ait olan genler
saptandi, ayni sekilde AvocetYr10-Pst (10 dpi) ile AvocetS+Pst (10dpi) kiyaslandi ve direngli
bitki de PST’ye ait anlatim yapan genler de bulundu. Daha sonra bulunan bu genler
tzerinde AvocetYr10+Pst (10 dpi) ve AvocetS+Pst (10dpi) okumalari kiyaslandiginda toplam
10551 gene ait okumadan 3684 gen patojene ait olarak bulundu. (Ne yazik ki dosya
blyukligunden dolay! tum sekanslari bu raporda sunmak mumkun degil,Tablo 4.8 Pst
“Unigenes”). Bu genler lizerinde PST-78 transkriptomu (Broad Institude) ile karsilastirma ve
anotasyon yapildiktan sonra ¢esitli analizler sonucunda (SignalP 4.1) N-terminus sinyal petit
icerenler bitki hicresi igine yoOnlenecedi icin secildi. Patojen efektorlerini apoplast
hedefleyenler ve sitoplazmaya ydnlenenler olarak kabaca ikiye ayirmak miumkin. Apoplasta
yonlenen efektérler genellikle kisa (+100 ile +200 amino asit) ve yuksek diizeyde sistein
iceren proteinlerden olusuyor. Sisteinler kendi iclerinde disulfit baglari yapmak kaydiyla,
effektdr bitkinin apoplastda bulunan proteaz enzimlerine karsi dayanikli olabiliyorlar (De
Jonge ve ark., 2011). Bu nedenle bulunan genlerin protein sekanslari icerdikleri sistein
sayisina ve uzunluguna gore gruplara ayrilarak analiz edildi. Bu analizler sirasinda DNA

“contig”lere “hit” verenler ayrildi.
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Tablo 4.8. Binlerce “unigene” sekanslarindan érnek

>Unigene34112 All
GTCCAACTTGAGTCTCTCGGAACCATTCGTAATGTAACTTTAATTTGGGATAGATCGAGACGAGGAATGATCTGGCCGACTGGGCATCCTCTA
AAAGCTTATCTGAAATTCGACCTGTTGTCTCGAAGATCTGTTGACCGCTATTGGCCATCCCCAAGTCGGCATCTGTTATACCGTCTTTGAAAC
CATCGACACCTTGGAATCGTTTGAACCTTTTTAGGTAGCTCGTTACTGCCATCGTTAATGTGGGTGGATTGGCATGGTTCGAATATTGAATTT
GAAATTCCGGTGGCACTTTACTGCGAGCCTCTTCTCCTAAAATCTGTTCTCGACCGACCCAACCGTCCCGATCGATCAACCGGATCCAACTCT
GGAGAATTTCTAAGCTCAAGTCATTATCCCAGGCTCCAATCAGAGCTAGATGAAAACCTTCATCCCAGTAGAATCCTCTGGGGAAGAAGGAGC
GACTGGGAGTGGCTGTAAATAATTCACGATCTTCGGTTAATTGAGGCTGACGTTTACGATCAACTCCACCTTCATCATCTTCCGAATTCCCAG
TAAATAATAAACCATCGTCATCGTAATCATGAGCGAAATTACGATCGACTATAGATGAACCATAAAAGTAACCTATTCCACCGATCATACTTG
ATACCATTTCCATAGCCATAGCTTGTTCTTCTACCGAATAATCTGAAATTATTTTGGGAAAGGTCGACTTAAAT

>Unigene34113 All
GAAAAACCAGCCGATGAGATTATGACGGCTTGGATTTGAATTTTAGCAAATTCCTTCGACCCTCTTCGATATTCATTGCGTCATCAATTAGTT
CAGGTTAGTACATAGCAGGGGAGGGAAGAAGAAGAGATGCTGTTGACCATCCCAGCAGCCAGACTGGGGCATCGACTACTCGCCACCATCCTT
CTCATCTCGACATCCTCTACCAGCTCATCAGGCTCGGAGGAACCAGAATCAGTATCAGCAGCAGAGTCACTCCGAATCGATTCAGACCAATCT
TTACTATGGGGTACCTATCGACCAAACCTTTACTTCGGTCTTCGCCCTCGTCAGCCTCACTCGTTGATGACCGGAATGCTCTGGTTCGGAACT
CAGGATTTCCAGAGTTTTGCTCGTACCCGTCACTCGTGCGAACAATCTGATGAACTCGATGGATACGGTTTTGATAAACACGATGGTAGAAAC
TTCGCATCCCATTACTTGAAGGATCAATTAAACAACTTCGACTTGCAGGTTCAAATGCTCAAAGTACCTGGCGGACAATATGGGGGATCATGG
GTACTTAGGATCAATGGAAAACCCTTAGACGAAGCTCGGCCTTCCAAGATCAGTCTCATTAACTACTTTGGATTAGATGGATTGGGCTCATTC
CAACTAGAAAATGAGGAGGATGAAGAGGGAATTGATGGGGAAGTCAAGATTGCTGGATCGACTAATCAGCTCGGAGACTTCACCATTCGCATC
AAAGACAGCCCCACAAATAAACCAGCAGTCGCCGCTGTTCACGCGGAAGA

>Unigene38193 All
GTCTTAACTTCTGGGATTGACGATTATCCGAGAGGGTTACCTCATGTTGGAGAGTTACATCTCGATCTGTTATGTTGGGTTGGCTTCTTTACT
CGAACTATGAAATCTATCGCTGAATTTATTGGGGAAGATGATGACGTTTTGGAATATGAGAAAAATTATGAGGCTATTGTGGCTAATGTTGAT
GATTTGCATTGGAACGAAGAGAAGAAAATGCATTGCGATGTCAGTGTAGATGCAAATGATGAATCCTACTTTGTTTGTCACAAAGGCTACATA
ACAATGTTCCCATTCCTATTAGGACTAATCCCACCCGATTCACCCAAACTAAAATATATTTTGGAAGATCTAAGCAATCCAGATGGAGTGTGG
TCGGATTTTGGAATCAGAAGCTTGGCTAAAACTGATCCTAACTTTGGTAAAAACGAGAATTATTGGAGAGG

>Unigene34643 All
CGGCTTCTGCTGGGTCCTTGGATAATTTGGCCCGCTGGCTGGGATCGATACTTCCCTTGCTTTGCATCTCAGCAATATCGAACGGGGACAAAG
GAAGGTAGATGTTGTCACATTTCATAGCTACCAGCTTTGGTTGAGGTCCTGCCATCGCAGCGTTCGGTTGGGCTGAGTCGGCTTGAGCAAAGG
TCACGCTCAAGCTGAGTAGGACGAGAGAAGCGAGATGCATTTTGGCTTTGAAGATAGTATTAAATAAGGTAATGAATGAGGTGAATAAATAGT
TGATTCAATGAAATAGCTGCTGCTGCTGGTTGTAAGCTG

>Unigene36304_All
TCTGCAAAGGCAGCGCGGCCGGAAACAAAGGAGGAATGTGCGATTTCAAGACATGCTCCGGGAAGCCTGCCGTGTGTGGCACCTGCTTCCCAG
TCACAATGAAAGAGGGAAAGCTCGTGAAGAGTTCCGAAACTTCTGTCGAGAAAGTGGAATGTGGAAAGAATTACTTCTTGAAAACCGAGAAGG
ACCACAACGTGTGCACTGCTTCCGACAACAAGATGTACAGCTGTACTGGCGAATGCACTGCTTCAATTGAATGCCAATCCTGCGTCTCTATGG
ATGACCCAGCCTTCCAGAAGACTTCCTAGAGTAGAGGGTATTCATTTTGGGTTTTGTTTTCTGTTCCTTTCTAGACCTTTCTTCATGCTCACA
TTATCATGTGTAGTGTCAAATGGATTGCTGCAACTTTGTTGTTCCCTCATGGCAAAACTAGTTCTGGTTACAATTGAATGATTCAGCAATAGA
AGTGGCAAGCATTTTGAGTTGATTGGTTGAGTAATAAAAGTTGTCAG

>Unigene33163 All
GTGCATTTTGGTTGGTCGCCTATGGTCTGCTGTATGCGACCAGGTTATCGTTACATGGATTCACATCGATCGCCCTGTATCTCGGGTATTTGT
TGCTACTAGGCTTACTAGACTTTTTGATGACGGGTTCGATTGGATATGTTGCTACCTTTTTCTTTGTCAAAAAGATTTACAGCAGAGTTAGAA
TTGACTAAAATCTAATGAATCGGGTTCAAAACTATCCACACAGCTCAACTATACTTAGTGTTCACTTCTATGTACTACAAACGCAGAAACCGC
CGAAAACTTAAACACGAAGCAGCGTCCTCCATCACTGCACGCATCTATTTCCTCTCAAGATTTTGTCAGATTGAGACAATTGTTACTAGTGTT
CTTTAAGCCCGAATCAAGCCATTGTGGGAACAGTGTATGAAGTAGAGCTGTGGAATTGACCGCCATCGCTTTGAATGTACTCGTACTCATTTC
ATTTTTCACATGTTACGTGCAGCATGTTACCTGCTTTGATAAAGGTTAAG

>Unigene41252 All
GTGGAGCTCAACTTGTGGCCATGGCTACTGTCACCCTTGTTTTCGCATTGTTTGGGTTCCTATCGCCTGCAAATCGAGGTAGTCTATCTACTG
TCATGATTGTCACCTGGACTTTATTCAGTTACGTTGCTGGCCATGTCAGTACAAGAATGTATCAAACGTATGGTGGATTGAGTTTCAAGCAGA
ATATGATTTTAACAGCTTGTCTGTTCCCCACGCTTCTCTTCGCTGTGTTGAATGTTTTAAATTTGTTCCTGGTCGCTTCCGGTGCAGCAGGGG
CCGTACCATTCGGTACGATGCTTGCGATCATCGTGATGTGGTTTTTAATCTCTCTACCTTTGGCCTTGGGTGGCTCTATCATGGCCTCTCGGA
AAGGACCGTTGCGGATCCCCGTTCGAGTCAACCAAATTCCAAGACAAATCCCACCAACAGTTTGGTACATGAGGTTTTGGCCCTCTGCGCTTA
TGGCCGGCATTCTACCATTCGGTGCTGGATTTATCGAATGTTACTTTTTGTTATCATCTTTGTTCGGAAATAAAGTTTACTACGCTGCCGGGT
TTCTGTTCCTAACGTTTACAGTGGTCGGCTTGACAACGGCAACTGTGACAGTGCTGATGTGTTACTTTCATCTCTGTCAAGAGGATTATCGGT
G
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Tablo 4.9 orthoMCL analizi sonucu anote edilmis olan PST efektorleri.

Query
Q#8
Q#11
Q#21
Q#22
Q#25
Q#25
Q#26
Q#26
Q#39
Q#50
Q#54
Q#55
Q#57
Q#57
Q#63
Q#71
Q#75
Q#75
Q#77
Q#79
Q#79
Q#102
Q#111
Q#113
Q#120
Q#129
Q#130
Q#131
Q#134
Q#137
Q#139
Q#139
Q#141
Q#144
Q#149
Q#158
Q#158
Q#160
Q#162
Q#163
Q#196
Q#197
Q#197
Q#206
Q#207
Q#208
Q#209
Q#220
Q#226
Q#237
Q#244
Q#245
Q#253
Q#253
Q#254
Q#254
Q#277
Q#310
Q#310
Q#328
Q#330
Q#346
Q#350
Q#353
Q#356
Q#359
Q#359

Pst-78

>CQM_00328T0
>CQM_00371T0
>CQM_00480T0
>CQM_00484T0
>CQM_00510T0
>CQM_00510T0
>CQM_00511T0
>CQM_00511T0
>CQM_01289T0
>CQM_01576T0
>CQM_01696T0
>CQM_01711T0
>CQM_01732T0
>CQM_01732T0
>CQM_01786T0
>CQM_01890T0
>CQM_01910T0
>CQM_01910T0
>CQM_01946T0
>CQM_02000T0
>CQM_02000T0
>CQM_02995T0
>CQM_03454T0
>CQM_03500T0
>CQM_03647T0
>CQM_03805T0
>CQM_03815T0
>CQM_03899T0
>CQM_04013T0
>CQM_04048T0
>CQM_04133T0
>CQM_04133T0
>CQM_04180T0
>CQM_04394T0
>CQM_04505T0
>CQM_04806T0
>CQM_04806T0
>CQM_04871T0
>CQM_04949T0
>CQM_04956T0
>CQM_06070T0
>CQM_06118T0
>CQM_06118T0
>CQM_06413T0
>CQM_06453T0
>CQM_06479T0
>CQM_06485T0
>CQM_06684T0
>CQM_06808T0
>CQM_07160T0
>CQM_07375T0
>CQM_07376T0
>CQM_07524T0
>CQM_07524T0
>CQM_07525T0
>CQM_07525T0
>CQM_08293T0
>CQM_09045T0
>CQM_09045T0
>CQM_09459T0
>CQM_09515T0
>CQM_09881T0
>CQM_09953T0
>CQM_09959T0
>CQM_10081T0
>CQM_10164T0
>CQM_10164T0

PSSM-ID | From
266720 120
264002 8
255021 551
255021 536
267490 38
266518 43
267490 51
266518 45
264062 273
256922 79
254533 94
260279 37
253461 33
118909 38
265470 159
254872 24
260175 61
249661 223
260221 294
268275 39
254594 434
261351 403
266781 136
261441 113
253461 34
260255 103
250084 32
251567 69
258756 143
266502 7
265458 1
261380 65
253403 1
256742 17
255921 4
258153 94
266653 424
251126 145
238008 31
265470 33
256742 14
266502 4
258040 670
251887 4
252585 7
267466 93
263870 106
252718 10
261333 24
260279 34
255921 4
255921 4
263790 54
253831 431
263790 70
253831 448
267297 8
266518 54
267490 54
261217 100
261100 27
259224 123
254533 123
249921 3
260165 55
115787 131
267487 27

To
195
160
693
714
147

97
279
329
362
127
426
194

99

65
436
201
179
785
370
176
479
492
227
211
102
134
433

86
208
382

81

81
282
146

97
303
699
269
106
391
175
416
731
422
137
156
158

32

78
192

96

96
387
490
370
507

64
291
290
155
102
281
178
147
136
505
102

E-Value
0.002792
2.08E-15
1.77E-51
2.49E-68
1.35E-08
0.000279
3.11E-07
0.000227
5.06E-19
0.006914
3.71E-48
2.26E-24
0.000137
0.006364

1.98E-128
3.84E-21
6.68E-06
7.42E-132
1.91E-25
6.81E-25
1.21E-09
0.005963
2.87E-17
0.002273
3.65E-07
0.001872
1.21E-84
0.004942
0.006349
0
2.33E-33
1.30E-05
4.52E-16
1.21E-16
4.76E-12
1.07E-23
0.000472
6.32E-07
0.009618
5.78E-103
3.32E-21
1.38E-159
0.005996
4.09E-142
1.18E-43
0.000193
0.000846
0.002978
6.50E-12
9.68E-26
1.06E-08
5.29E-10
4.30E-126
5.26E-11
2.07E-135
1.37E-09
1.91E-10
9.71E-13
1.23E-10
0.007275
0.002583
0.00767
0.007218
0.001027
1.74E-14
1.34E-40
4.14E-07

50

Bitscore
36.8869
70.3532
176.646

223.64
52.3642
39.4319

49.634
40.9727

81.168
35.1123

168.59
95.9032
35.7403
32.7313
375.759
86.1031
45.3302
409.158
99.9693
99.5962
54.4639
36.9025
75.7462
37.1587
43.0591

35.291

267.77
33.3581
34.9117
765.702
115.286
38.2953
77.0857
72.0502
58.4838
100.035
42.2774
48.9852
33.2901
310.303
85.5322
475.902

36.048
415.158
144.352
38.8312
36.2948
32.6461
59.4813
98.2144

49.239
52.7058
374.883
58.5747
399.536
54.7227

51.836
65.2403

59.683
35.3437

36.696
37.8649
35.3114
37.2813
65.1002
150.427
47.4907

Accession | Short name

cl17485
cl10571
¢l08491
¢l08491
cl19137
cl17105
cl19137
cl17105
cl10767
cl13648
cl20352
¢l00227
cl05470
cl11053
cl14876
cl18532
¢l00075
cl20204
cl00154
cl19922
¢l06869
¢l02570
cl17710
cl02775
cl05470
¢l00200
cl08284
cl03742
¢l20591
cl17037
cl14812
cl02627
cl20311
cl13388
cl11010
cl16454
cl17365
cl18383
¢cl19062
cl14876
cl13388
cl17037
cl16372
¢l10608
¢l04507
cl19113
cl09754
cl04649
cl02542
¢l00227
cl11010
cl11010
¢l09506
cl09977
¢l09506
cl09977
cl18944
cl17105
cl19137
cl02219
cl01868
cl20957
cl20352
cl19919
¢l00062
cl20048
cl19134

Zot superfamily
GT_MraY-like superfamily
DUF1793 superfamily
DUF1793 superfamily

HAD superfamily

PRK10187 superfamily

HAD superfamily

PRK10187 superfamily

AD superfamily

DUF3605 superfamily
DUF1682 superfamily

PEBP superfamily
Inhibitor_19 superfamily
Ykul_C superfamily
Zinc_peptidase_like superfamily
CIA30 superfamily
HATPase_c superfamily
HSP90 superfamily

UBCc superfamily
FAD_binding_4 superfamily
BBE superfamily

RhoGAP superfamily
DDE_Tnp_4 superfamily
Oxidoreductase_nitrogenase subf
Inhibitor_19 superfamily

MIP superfamily
Glyco_hydro_15 superfamily
Prp18 superfamily

DUF4452 superfamily
NBD_sugar-kinase_HSP70_actin supf
PIN_SF superfamily

XPG_| superfamily
Ribophorin_II superfamily
DUF3455 superfamily
GPl-anchored superfamily
DUF4203 superfamily

TrkH superfamily
Glyco_hydro_26 superfamily
EFh superfamily
Zinc_peptidase_like superfamily
DUF3455 superfamily
NBD_sugar-kinase_HSP70_actin s.f.
DUF4164 superfamily
DDOST_48kD superfamily
CHDS5 superfamily
ApoLp-IlII_like superfamily
ATPase_gene1 superfamily
DUF604 superfamily

DnaJ superfamily

PEBP superfamily
GPl-anchored superfamily
GPl-anchored superfamily
catalase_like superfamily
Catalase-rel superfamily
catalase_like superfamily
Catalase-rel superfamily
AAA superfamily

PRK10187 superfamily

HAD superfamily

Bap31 superfamily

YukC superfamily

DUF4551 superfamily
DUF1682 superfamily
Late_protein_L2 superfamily
FHA superfamily
Prenylcys_lyase superfamily
NAD_binding_8 superfamily



Q#359
Q#360
Q#360
Q#376
Q#378
Q#378
Q#390
Q#395
Q#397
Q#405
Q#405
Q#412
Q#412
Q#416
Q#432
Q#434
Q#434
Q#440
Q#442
Q#446
Q#463
Q#482
Q#492
Q#492
Q#492
Q#492
Q#492
Q#492
Q#492
Q#492
Q#495
Q#502
Q#502
Q#502
Q#502
Q#505
Q#518
Q#525
Q#525
Q#539
Q#545
Q#555
Q#572
Q#572
Q#572
Q#573
Q#577
Q#579
Q#579
Q#590
Q#591
Q#592
Q#593
Q#598
Q#603
Q#609
Q#621
Q#633
Q#638
Q#638
Q#640
Q#642
Q#642
Q#647
Q#648
Q#654
Q#658
Q#658
Q#660
Q#661

>CQM_10164T0
>CQM_10181T0
>CQM_10181T0
>CQM_10401T0
>CQM_10525T0
>CQM_10525T0
>CQM_10752T0
>CQM_10862T0
>CQM_11038T0
>CQM_11322T0
>CQM_11322T0
>CQM_11481T0
>CQM_11481T0
>CQM_11538T0
>CQM_11938T0
>CQM_11952T0
>CQM_11952T0
>CQM_12232T0
>CQM_12237T0
>CQM_12325T0
>CQM_12764T0
>CQM_13146T0
>CQM_13552T0
>CQM_13552T0
>CQM_13552T0
>CQM_13552T0
>CQM_13552T0
>CQM_13552T0
>CQM_13552T0
>CQM_13552T0
>CQM_13636T0
>CQM_13915T0
>CQM_13915T0
>CQM_13915T0
>CQM_13915T0
>CQM_14125T0
>CQM_14616T0
>CQM_14728T0
>CQM_14728T0
>CQM_15023T0
>CQM_15144T0
>CQM_15512T0
>CQM_15891T0
>CQM_15891T0
>CQM_15891T0
>CQM_15903T0
>CQM_15929T0
>CQM_15987T0
>CQM_15987T0
>CQM_16193T0
>CQM_16266T0
>CQM_16299T0
>CQM_16301T0
>CQM_16490T0
>CQM_16632T0
>CQM_16766T0
>CQM_17005T0
>CQM_17553T0
>CQM_17747T0
>CQM_17747T0
>CQM_17882T0
>CQM_17919T0
>CQM_17919T0
>CQM_18093T0
>CQM_18110T0
>CQM_18486T0
>CQM_18603T0
>CQM_18603T0
>CQM_18650T0
>CQM_18654T0

237575
226609
251126
267490
226609
251126
255362
165431
263558
267301
260986
251126
226609
260351
256742
266485
267482
266525
255921
260279
251210
266507
255876
255876
260967
255876
255876
255876
255876
255876
260426
238008
238008
266615
266615
265433
256922
255921
264488
148679
140276
250286
223023
252623
260967
260419
266574
267490
266518
250365
253066
260584
192055
267497
258150
267468
251893
253403
260484
268042
268081
258209
251514
245252
263942
256122
266582
263669
260251
249787

24
99
99
23
54

110
14
58
36
56
34

130

136

17
108
95

49
561
446
89
374
258
418
463
150
329
557
113
83
12
83
14
132
44

93

24
166

44
172
177
173

65
237
196
276
240
202
144
116
210
121

66
224
265

146
206
207

27
100
203
769
564
124
410
311
455
499
184
366
591
158
142

69
112

41
253
124

99
115
147
330

69
289
305
302

34

70
270
257
171
144

65

50
794
202
116
232
282
299
158

83
110
163
177
175

99
134
134

67
118

0.007212
9.69E-12
1.38E-08
6.40E-09
4.28E-11
2.64E-09
2.05E-08
0.003525
5.81E-29
0.005771
0.006114
3.39E-11
3.72E-11
3.66E-05
1.21E-17
2.35E-25
2.85E-14
3.87E-07
1.60E-13
7.24E-35
7.98E-45
0.002994
1.43E-06
2.26E-05
0.000128
0.000142
0.000597
0.002037

0.0023
0.003735
0.004362
1.01E-13
1.70E-06
4.55E-05
9.65E-05
0.000977
6.01E-05
5.73E-10
0.001553
0.002415
0.001244
0.007693
6.71E-05
0.000106
0.001661
1.08E-11
2.98E-18
2.09E-17
2.06E-08
2.02E-59
0.008266
0.004334
1.21E-07
1.59E-57
6.82E-12
2.81E-09
0.004355
2.68E-16
1.64E-26
5.72E-14
3.56E-47
7.24E-14
3.06E-10
9.53E-72
2.11E-96
1.61E-41
1.84E-31
2.28E-24
9.55E-22
2.59E-43
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37.4979
63.2563
53.6076
54.2902
62.1007

56.304
49.5707
37.3748
111.208
34.3046
33.4221
62.4672
62.4859
37.7536
74.7466
101.422
66.5669
43.6692
63.1062
122.482
159.413
38.4988
45.9664
42.4996
43.6711
40.1884
38.2625
36.7217
36.7217
35.9513
37.4112
62.1801
41.7645
37.5753
36.8049
38.9102
41.2755
51.9354
35.6485
36.9718
40.4002
30.6881
46.1552
44.5518
41.2783

54.741
74.9907
79.3282
52.9139
185.163
34.4309
32.9126
43.7995
195.899

61.855
51.8481
36.6208
77.8561
101.479
69.1828
152.136
64.6422
52.6571
220.378
293.859
137.091
117.552
91.1996
84.5626
140.395

cl19915
cl18767
cl18383
cl19137
cl18767
cl18383
cl18552
cl20105
¢l08270
cl18948
cl01534
cl18383
cl18767
¢cl00319
cl13388
cl16912
cl19129
cl17170
cl11010
¢l00227
¢l03523
cl17067
¢l10961
¢l10961
cl01503
¢l10961
¢l10961
¢l10961
¢l10961
¢l10961
cl00446
¢l19062
¢cl19062
cl17302
cl17302
cl14607
cl13648
cl11010
cl11961
cl12344
cl15542
¢l03065
cl19799
¢l04537
cl01503
¢l00431
cl17233
cl19137
cl17105
¢l03099
cl20289
¢lo0711
cl07223
cl19144
cl18677
cl19115
cl04022
cl20311
¢l00535
cl19689
cl19728
cl16497
¢l03696
cl10149
cl10013
cl20404
cl17244
¢l08461
¢l00196
cl15969

PRK13977 superfamily
ManB superfamily
Glyco_hydro_26 superfamily
HAD superfamily

ManB superfamily
Glyco_hydro_26 superfamily
DUF2012 superfamily
PHAQ03160 superfamily
Peptidase_S10 superfamily
crotonase-like superfamily
NDUFA12 superfamily
Glyco_hydro_26 superfamily
ManB superfamily

Gn_AT_Il superfamily
DUF3455 superfamily

MDR superfamily
ADH_zinc_N superfamily
Ras_like_GTPase superfamily
GPl-anchored superfamily
PEBP superfamily

HORMA superfamily
GH94N_like superfamily
Ish1 superfamily

Ish1 superfamily

TrbL superfamily

Ish1 superfamily

Ish1 superfamily

Ish1 superfamily

Ish1 superfamily

Ish1 superfamily
Lactamase_B superfamily
EFh superfamily

EFh superfamily

EF-hand_8 superfamily
EF-hand_8 superfamily
OPT superfamily

DUF3605 superfamily
GPl-anchored superfamily
ALDH-SF superfamily

RAP1 superfamily
PTZ00249 superfamily
Flavi_M superfamily
PHAQ03249 superfamily
DUF566 superfamily

TrbL superfamily

Pmp3 superfamily
RecA-like_NTPases superfamily
HAD superfamily

PRK10187 superfamily
EMP24_GP25L superfamily
RdRP superfamily
Glyco_hydro_77 superfamily
DUF1748 superfamily
Peptidase_S9 superfamily
Pyrid_oxidase_2 superfamily
Cupredoxin superfamily
Lin-8 superfamily
Ribophorin_Il superfamily
Oxidored_qg4 superfamily
Oxidored_q1 superfamily
TraT superfamily

PapC_N superfamily
PapD_C superfamily
TraW_N superfamily

Glycosyltransferase_GTB_type supf

Rot1 superfamily
OM_channels superfamily
Plug superfamily
plant_peroxidase_like superfamily
PapD_N superfamily



Q#665
Q#667
Q#682
Q#684

>CQM_19058T0
>CQM_19153T0
>CQM_19798T0
>CQM_19876T0

260929
237556
260309
258209

3
18
4
18

38
62
117
58

0.002842
0.009257
1.16E-37
9.44E-13
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31.9363
31.8116
130.554

58.479

cl01416
cl17914
¢l00262
cl16497

Fimbrial superfamily
PRK13915 superfamily
TroA-like superfamily
PapC_N superfamily
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Sekil 4.16 OrthoMCL analizi sonucu benzer sekilde anote olan 4 ve daha fazla sistein iceren
PST genlerinin clustal W ile elde edilmis dendografi. Gruplar farkh renklerle gosterilmistir.
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Sinyal peptit bolgesi

1-0‘; Walker a motif
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Sekil 4.17 Pst efektdrlerinden 4 ve Ustl sistein icerenlerin cluster analizi sonucu sekanslari

en ¢ok benzeyenlerin korunmug amino asit bolgeleri (MEME analizi).
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sistein iceren

Sekil 4.18 OrthoMCL analizi sonucu benzer sekilde anote olan 4 ve daha az
PST genlerinin clustal W ile elde edilms dendografi. Gruplar (9 paralog group) farkli

renklerle gosterilmistir.
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Transkriptom analizi

Bizim bugday érneklerimizde rastlanan Pst irklari ile enfekte olmus duyarh Avocet-S bugday
irki ve ayni patojen ile inokule edilmis direncli Avocet-Yr10 bugday irki Gzerinde yapilan
karsilastirmali transkriptom analizi sonuglari (Sekil 4.19) oldukca disik bir FDR degeri ile
saptanmis (false discovery rate), degdiskenlikleri istatiksel olarak anlamh olmayan genler
cikariimig, elde edilen sonu¢ asagida gorsel olarak sunulmustur. Kirmizi ile gosterilen
noktalar, Avocet-S hattinda (hassas) PST inokllasyonun 10cu giini sonrasinda, Avocet
Yr10 hattinin (direngli) inokllasyonu sonrasina gére daha fazla anlatim (up-regulated)
gosteren PST genlerini tanimlar. Bu analiz yapilirken buddaya ait genler, transkriptom
sekansindan referans bugday genomu kullanilarak uzaklastiriimis ve 6851 genin anlatim
duzeyinin arttiyi saptanmistir. Yesil olan noktalar inokllasyon sonrasinda direngli bitkide
hassas bitkiye goére daha az anlatim gdsteren genleri gdstermektedir. Grafikteki yesil
noktalar ise direngli bitkide hassas bitkiye gore daha fazla anlatim géstermis PST genlerini
gOstermektedir. Bu analiz sonucunda elde ettigimiz genler hem direngli hem hassas bitkide
enfeksiyon sonrasi anlatim duzeyi degisen patojen genleridir. Bu genler Uzerinde Patojenin
bitkiye ydnlendirdigi olasi proteinlerin genleri “secretome” analizleri sonucu kolaylkla

saptanir, bu amagla sinyal peptit varlig1 taranmistir.

Expression Level Avocet-Yr10_PST vs Avocet-S_PST

s FDR = 0.001 AND |log2Ratio| = 1
4 M up-regulated genes
M down-regulated . Statistics of Differentially Expressed Genes
4 4 MW Not DEGs " T 72 6851 .Up
3 ) ‘ - " Down
[
e}
E, ] :
[
E 0 g
. S .
UI1 £
= -1 i 2
9] 200
3
S -2
<
S -3 -
3
2 4 o
-4 2 -1 2 3 4 5 Avocet-Yr10_PST vs Avocet-S_PST

-3 0 1
logl0(Avocet-Yr10_PST FPKM)

Sekil 4.19: Transkriptom sekanslama analizleri sonucu anlatimlarinda degisiklik saptanan
genlerin gérsel sunumu. A) Kirmizi noktalar; hassas bitkide anlatimi fazla olan Pst genlerini,
yesil noktalar; direncli bitkide fazla olan Pst genlerini, mavi noktalar ise herhangi bir degisiklik
g6zlemlenmeyen Pst genlerini gdstermektedir. B) Kirmizi ve yesil noktalarla gdsterilen gen
sayllarinin grafik gésterimi. (Normalizasyon igin milyon kilobaz basina eslesen fragment
sayisinin (FPKM) log10 tabaninda gdsterimi kullaniimistir.

56



Referans genom olarak kullanilan Broad Enstitistne ait Pst-78 genomu uUzerinde de bir
sekretom analizi yapiimistir (Cantu vd., 2011). Bu amagla veri bankasindan elde ettigimiz
PST-78 protein bankasi icerisinde 3’den fazla sistin amino asiti olan ve 150 amino asit
boyundan kisa olan proteinlerden olugan bir havuz olusturulmustur. Bu is igin Perl
programlama dili kullanilarak her adimda kodlar yazilmistir. Daha sonra sinyal peptit varligini
bulabilmek igin SignalP programi (Emanuelson vd. 2007) kullanilarak kisa ve sistin amino
asit zengini sekretom havuzu elde edilmistir. Bu analizler sonucu elde edilen gen adaylari,
transkriptom dizileri arasinda taranmis ve 108 tanesi PST enfekte olmus Avocet-S hattinda,
20 tanesi Avocet-YR10 hatti transkriptom sekansinda saptanmistir. Bu 20 genin hepsi
hassas bitkide de (108 genin igerisinde) yer almaktadir. “ChloroP” (Emanuelson vd. 2007)
ve “TargetP” (Emanuelson vd. 2007) internet tabanl lokalizasyon saptama araglari
kullanilarak yapilan analizlerde, 108 genden 11 tanesinin kloroplasta, 13 tanesinin ise
mitokondriye lokalizasyon saglayan transit peptit dizilimleri icerdigi goézlenmistir. Hem
kloroplast hem mitokondri, bitkide stress, dolayisi ile hlcre 6lumu yolaklari i¢in 6nem arz
eden organellerdir. Bu organellerde Uretilen ‘free’ radikaller (reaktif oksijen unsurlari)
direnglilik mekanizmalarinin olugsmasinda ve hiperduyarlilik tepkilerinin (hyper-sensitive
response) olusturulmasi icin anahtar 6neme sahiptir (Petre vd., 2015) (Asada 2006)
(Colombatti vd. 2014). Bu nedenle karsilastirmali transkriptom analizi ile saptanan bu aday
efektdr genleri (11 kloroplast, 13 mitokondri) ekibimiz tarafindan biyolojik fonksiyon analizleri

icin kullaniimak istenmektedir. (Bkz. Tablo 4.10)
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Tablo 4.10 Kloroplast ve mitokondri transit peptit dizilimleri saptanan 24 aday efektor

Aday Gen Uzunluk c¢TP mTP SP Diger Lokal. AvocetS AvocetY
/Pst* R10/Pst**

PSTG_06223T0 55 0.907 0.041 0.243 0.167 C Var
PSTG_13730T0 113 0.822 0.087 0.061 0232 C Var
PSTG_08405T0 104 0.802 0.144 0.05 0.151 C Var
PSTG_13579T0 111 0.678 0.087 0.163 0.283 C Var
PSTG_08985T0 70 0.655 0.204 0.021 0.438 C Var
PSTG_16102T0 81 0.638 0.053 0.153 0423 C Var
PSTG_16992T0 56 0.579 0.049 0.196 0572 C Var
PSTG_05080T0 100 0.539 0.33 0.011 0293 C Var
PSTG_10917T0 111  0.479 0.185 0.025 0.255 C Var Var
PSTG_11111T0 120 0.474 0.217 0.026 0.326 C Var Var
PSTG_13486T0 115 0.405 0.258  0.09 0.156 C Var
PSTG_03222T0 127 0.365 0.868 0.010 0.015 M Var Var
PSTG_16740T0 83 0.026 0.789 0.013 0.401 M Var
PSTG_11651T0 104 0.019 0.779 0.020 0.556 M Var
PSTG_06238T0 109 0.029 0.755 0.019 0.359 M Var
PSTG_15024T0 114 0.04 0.718 0.024 0.430 M Var
PSTG_15461T0 100 0.522 0.630 0.021 0.072 M Var
PSTG_05065T0 62 0.115 0.613 0.063 0299 M Var
PSTG_05835T0 99 0.382 0.494 0.012 0.301 M Var
PSTG_00485T0 109 0.120 0477 0.033 0.337 M Var
PSTG_02632T0 85 0.104 0.448 0.027 0.363 M Var
PSTG_15599T0 120 0.046 0.431 0.031 0.006 M Var
PSTG_13622T0 115 0.052 0421 0.169 0213 M Var
PSTG_05064T0 68 0.318 0.380 0.043 0.314 M Var

*Enfeksiyon sonrasi AvocetS hassas bitkisi transkriptomunda olan aday efektorler
** Enfeksiyon sonrasi AvocetS direncli bitkisi transkriptomunda olan aday efektorler

Proje kapsaminda yapilan bir diger 6nemli analiz, direngli ve hassas bugday irklarininda Pst
Turk irklarina karsi enfeksiyon sonrasinda gosterdigi anlatim degisikliginin saptanmasidir. Bu
amagla 4 farkli duruma ait karsilastirmali transkriptom analizi yapiimis ve bu sonuglar grafik
olarak asagida sunulmustur (Sekil 4.20). Grafikte kirmizi sutunlar ilk durumdaki 6érnegin diger
ornege gore yuksek anlatim seviyesideki gen sayisini gostermekte, yesil sutunlar ise ilk
duruma goére azalmis olan genlerin sayisini gostermektedir. Bu analizler yapilirken toplam
okuma sayisi (read count) ‘log10’ normalizasyonu kullanilarak daraltiimis. Bu okumalar igin
alternative ‘splicing’den kaynaklanan azalmalari yok etmek adina kilobaz basina eslesen tim
DNA fragmanlari gésteren FPKM (fragment per kilobase million) rakamlari olusturulmustur.
Karsilastirmali analiz igin anlatim kat degisikligini (fold change) normalize etmek igin ise log2

tabani kullanilimistir.
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Sekil 4.20: 4 duruma ait (AvocetS/Kontrol, AvocetS/Pst, AvocetYR10/Kontrol ve
AvocetYR10/Pst) transkriptom verisinin birbiriyle karsilastirmalarinin grafiksel gdsterimi.
Kirmizi sutun ilk duruma gére artan gen sayisini, yesil sutun azalan gen sayisini
g6stermektedir. (Ornegin; ilk kargilagtirmada hassas bitki kontrol grubunda, enfekte olmus
bitkiye gére 937 gen anlatimi artmig, 664 gen anlatimi azalmistir.)
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5. SONUC

5.1 Verilerin degerlendirilmesi

Kapsamli ileri biyoenformatiksel analizlerden sonra mikrodizin ve sekans analiz sonuglari da
kiyaslanarak galismalarimizin sonuglari SCl'de yer alan dizeyli bir dergide yayinlanacaktir.
Elde edilen bulgular 4. béliumde tartisiimigtir. Literatirde yayinlanan diger bulgularla beraber
kapsamli bir karsilastirmali anlatim dizeyi analizleri yapilmistir. Bu veriler 1s1§inda

olusturulan aday genler biyolojik fonksiyon analizleri igin degerlendiriimektedir.

Bu proje kapsaminda transkriptom sekanslama kullanilarak 11550 patojen geninin
regllasyon kontrol grubuna oranla 2 kattan fazla degistigi saptanmistir. Bu genler Pst-78
referans genomuna eslenmistir.  Bu genlerin buylk ¢ogunlugunun daha 6énce fonksiyonu
saptanmamistir. Pst-78 genomu Uzerinden yapilan veri madenciligi (data mining) calismalari
ile aday efektér havuzu olusturmamiza izin vermistir. Bunlardan 108 tanesinin Pst ile enfekte
olmus Avocet-S bugday hattina, 20 tanesinin ise Avocet-Yr10 bugday hattina ait transkriptom
diziliminde saptanmistir. 108 genden 11 tanesinin kloroplast, 13 tanesinin ise mitokondri
lokalizasyonu goOstermesi tahmin edilmigtir. Dordlincu kisimda ayrintili olarak tartisilan bu

bulgular yazim asamasinda olan makalemizde rapor edilecektir.

Ayni sekilded dordincu kisimda tartisildigi Uzere, hastalik ile alakasi oldugu dusunudlen
patojen ve konak genleri mikrodizin analizi ile kargilagtinlmigtir. Bu analizler ile bugdayda
yuksek urln kaybina neden olan Pst patojeninin (TUrk irklari) hastalik ile yakin iligkili olmasi
beklenilen genleri ortaya cikartiimis ve listelenmigtir. Karsilastirmali analizler igin hem
mikrodizin hem de transkriptom verileri kullaniimis olup literatire sunulacak kapsamli aday

efektor listesi olusturulmustur.

Buna ek olarak belirli motifler gosteren gen 6rnekleri PCR ile ¢ogaltilacak ve ORF’e ait
sekansin hatasiz ve eksiksiz oldugu (“alternatif splice” urtnleri olabilir), farkli varyantlarin
olup olmadigi (alel) saptandiktan sekans analizi saptandiktan sonra Ek A, B, C kisimlarinda
sunulan ve uzmanlagtigimiz islevsel gen analizi yontemleri ile gerek genlerin bitki icinde
susturulmasi gerekse gen aktarimi yoluyla anlatiminin artiriimasi sonrasinda hastalik
olusumundaki degisiklikler saptanacaktir.  Bu yolla biyolojik islevlerine yonelik bilgi elde

etmek mimkin olacaktir. Cesitli R-geni iceren PST irk ayirici bugday hatlar zerinde
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yapilacak olan gen aktarimi deneyleri efektdrlerden Avr (avirulans faktor) 6zelligi gosterenler

HR olusumuna bagh olarak saptanacaktir.

Diger yandan domain ve motif analizleri sayesinde genlerin biyokimyasal iglevlerine yonelik
ipuclarinin elde edilmesi mimkin olacaktir. Proteinler bitki icinde etiketli (tagged) olarak
anlatimi yapildiktan sonra izole edilebilir ve biyokimyasal islevleri dogrulanabilir. Bu
dogrultuda Ayrica effektorlerin iliskide oldugu etkiledigi bitkiye ait gen Urlinlerinin saptanmasi
da yine “tagged protein co-immuno expression” ydntemini takip eden MS/MS analizleri
sonucu bulunacaktir. Flurosan proteinler ile fusion protein olarak bitki icinde anlatimi yapilan
efektdrlerin ise hucre igi lokalizasyonlari bulunacak ve biyolojik iglevlerine dair bilgiler

uretilecektir.

Sonug olarak projemiz basariyla sonuglanmis ve ileriye yonelik yeni ¢alismalarin yapilmasina

olanak saglayacak bilgi Uretilmigtir.
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Oz:

Sari pas Tiirkiye, Suriye, iran, Irak, Afganistan ve Azerbaycan gibi diinyada bugday
Uretiminde 6nde gelen bdlgelerde bugday uretiminde hala énemli bir sorun olarak duruyor.
19907larin basindaki salginda, Turkiye?nin bazi bolgelerinde sari pasa bagli Grin kaybi
%90?lara ulagmistir. Onemine ragmen, patojenin zorunlu (obligat) biotrofik parazit olmasi ve
eseyli iremesi igin gerekli farkl konak bitkisi olmadig igin (heniiz bilinmiyor); sari pas
patojeninin genomuna dair gok az sey biliniyor. Sekanslama (dizi analizi) teknolojisi
glnimizde daha gelismis ve gl bir teknolojidir; patojenin genetik calismalari ve
manipulasyonunun yapilmasinin éniindeki yukarida bahsi gegen engeller ortadan bu sayede
kalkabilir. Sari pas patojeninin transkriptom analizi ile saptanacak genlerin bilinmesi,
uluslararasi tahil pasi arastirmalari topluluguna da suslardaki degisen virulansi izleme ve
etkili direng genlerini islah programlari igin segme imkani verecektir.

Arastirma grubumuzun sari pasin tim transkriptom sekansini ortaya ¢ikarmak istemesinin
sebepleri sunlardir; bu patojenin konakgisi ile olan kompleks iligkisinin anlasiimasi ¢ok daha
kolay hale gelecek ve bu sayede bu konu Uizerinde galisan arastirmacilarin ?durable? (kalici,
uzun sureli) direnglilik mekanizmalari gelistirebilmelerine kapi aralayacaktir. Sari pas
mRNA?lari enfekte edilmis hassas bir hattan izole edilecektir (tim R-genlerine ait ?differential
lines? laboratuvarimizda mevcuttur). Bu projede elde edilcek olan sekanslar ve data
bankalarinda mevcut olanlarla birlestirilerek oligonukleotit mikrodizin cipleri hazirlanacaktir.
Cipler gen anlatim duizeyi degisimi analizleri igin kullanilacaktir. Ayrica elde edilen ESTlerin
icinde N-terminalinda sinyal peptit olup olmadigi da kontrol edilecektir; ¢linki sinyal peptit
iceren proteinler potansiyel Avr gen Uriinleridir ve bu proteinler direnglilik genleri ile gene-
karsi-gen teorisine gore birbirleri ile dogrudan iligki icerisindedirler. Henuz sari pasa ait hig
bir avr geni bulunmamistir.

Projede, patojenin bitki icinde Urettigi transkriptoma ait sekans bilgisinin elde edilmesi
planlanmistir. Literatirde Mevcut ESTler ya ?haustoria?dan ya da sporlardan elde
edilmislerdir. Oysa patojenin haustoria disina ilettigi proteinlere ait genler bitki patojen iligkisi
alaninda galisan tim arastirmacilarin bulmayi hedefledidi genlerdir. Saripasa ait bir avirulan
geni ya da benzer diizeyde 6nemli olan elisitorler ile ilgili galismalar bu proje paralelinde
baska arastirma gruplari tarafindan da hizla strdurilmistir. Projenin zaman araliginda diger
arastirma gruplari tarafindan 7 PST irkina ait genom sekans analiz sonuglari NCBI?a
yiklenmigtir. Bu veriler kendi sonuglarimizi kargilagtirma olanagi tanimistir. Ozellikle anote
edilmis olan PST-78 transkriptom sekans verileri pilot analizlerimizde yardimci olmustur.
Biyoenformatik analizler sunulmustur.

Calismamiz sinyal peptit analizi sonucu olasi efektér aday genlerin bulunmasini saglamistir.
MikroDizin ¢ip tasarimi, Uretimi ve taramalari Aglilent teknolojisinin gelistirdigi yontemler
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrintili biyoenformatik analzileri yayina hazirlama
asamasinda tamamlanacaktir.

Proje kapsaminda patojene ait olasi efektor genlerinin islevsel gen analizileri ve hiicre igin
lokalizasyonlarin saptanmasina yonelik yurutilen ¢alismalarin bir kismi bu bitirme raporunda,
raporun butinligunin bozulmamasi igin Ekler kisminda olarak sunulmustur Bu ¢alismalar
sonucu elde edilen deneyim ve uzmanliklar, kendi patojen 6rnegimize ait olan aday
efektorlerin gen islev analizi ve hiicre igi ekpressyon analizi deneylerinin yapilmasina olanak
saglamistir.

Anahtar Kelimeler:

Puccinia striiformis, efektor, transkriptom, mikrodizin, gen anlatimi,

Fikri Uriin Bildirim Formu Sunuldu
Mu?:

Hayir

Projeden Yapilan Yayinlar:

1- In search for subcellular localisation and host interactions of a candidate effector of
Puccinia striiformis f. sp. tritici (Bildiri),

2- Functional analysis of genes of barley, HVSRP72 and HVYGCN2, responding to powdery
mildew infection (Bildiri),

3- HvRad23 is a negatiive regulator of powdery mildew disease resistance in barley (Bildiri),
4- Molecular level studies crop-pathogen interactions toward understanding yellow rust
disease resistance in wheat (Bildiri)
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