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OZET

SARI PAS ENFEKSiYONUNA DIiRENCLi BUGDAY (Triticum aestivum L.)’DA
PROTEOMIK ANALIiZLER

Tirkiye dinyanmn 9. biiyiik bugday (Triticum aestivum L.) dreticisidir. Besinsel,
ekonomik ve ticari Onemi, bugdayr iilkemizin en Onemli tarim friinlerinden biri
yapmaktadir. Puccinia striiformis f. sp. tritici ekmeklik bugdayda sar1 pas hastaligina yol
acan biyotrofik bir mantardir. Sar1 pas hastaligina karsi geleneksel 1slah c¢aligmalari
yeterli olamamaktadir. Bu nedenle dayanikli ¢esitlerin iiretilmesi daha etkili ve ¢evreci
bir stratejidir. Arastirmacilar dayanikli gesitler elde etmek i¢in yogun bir bigimde daha
etkin ve hizli yontemler arastirmaktadirlar. Bugdayda sar1 pas dayanikliligina ait veriler
genel olarak transkriptomik ve genomik yaklagimlara dayanmaktadir. Daha detayh
sonuglar elde edilebilecek olmasina ragmen, gunimize kadar bu konuda sadece birkag
proteomik calisma yapilmstir.

Bu ¢alismanin amaci, patojen ile inokiile edilmis, sar1 pasa direngli bugday (Triticum
aestivum L.) cesidi izgi 2001°de dayamiklilikla iliskili proteinlerin proteomik tekniklerle
belirlenmesidir.

Total proteinler patojen-inokiile ve bos-inokiile (kontrol) edilmis patojene direngli
bitkilerden 4 farkli zamanda alinan yapraklardan izole edilmis ve PF2D (“Protein
Fractionation 2 Dimensional”) sistemi ile fraksiyonlarina ayrilmistir. Enfekte ve kontrol
orneklerin protein profilleri karsilastirihip farkli diizeylerde anlatimi yapilan proteinleri
iceren fraksiyonlar nanoLC-ESI-MS/MS sistemi ile analiz edilip tanimlanmigtir.

Inokiilasyondan sonra 24, 48, 72 ve 96. saatlerde; kontrole gére farkli anlatim yaptigi
belirlenen sirasiyla 33, 24, 34 ve 42 protein tanimlanmistir. Tanimlanan farkli 77 protein
rol aldiklar1 biyolojik olaylar g6z Oniine alinarak 8 farkli grupta degerlendirilmistir.
Tanimlanan proteinlerin %14 iiniin patojen kaynakli, %21 inin savunma yaniti, %21’inin
fotosentez, %?22’sinin metabolizma, %8’inin gen ekspresyonu, %6’sinin elektron
transportu ve %4 ’liniin protein metabolizmast ile iliskili oldugu, %4’linli ise yapisal
proteinlerin olusturdugu belirlenmistir.

Inokiilasyondan sonraki 24. saat 6rneklerinde, fungal proteinlerden ubikitin benzeri
protein (ATG12), ubikinon biyosentez protein ve E3 ubikitin protein ligaz BREL;
savunma cevabi proteinlerinden patojenez-iliskili protein 4 (PR-4), PR-1 ve
peroksiredoksin Q; protein metabolizmas1 ve gen ekspresyon proteinlerinin biiyiik
cogunlugu; metabolizma proteinlerinden sistein sentaz ve adenin fosforibozil transferaz;
elektron transport proteinlerinden tiyoredoksin M ve yapisal proteinlerden histon H4 ve
histon H2A indiiklenirken, fotosentetik proteinlerin tamami indirgenmistir.
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Inokiilasyonu takiben 48. saat Orneklerinde fungal proteinlerden mitokondriyal ig
membran proteaz ATP23 ve tip 1 fosfataz regulator YPI1; savunma proteinlerinden
kalmodulin, Cys peroksiredoksin BAS1, ge¢ embriyogenez baskin protein grup 3, katalaz
1 ve sinyal yolaklarinda gorev alan profilin 1; tanimlanan tiim fotosentetik proteinler; gen
ekspresyon proteinlerinden Okaryotik translasyon baslatici faktor E4-1; metabolizma
proteinlerinden S adenozil metiyonin sentaz 1, sedoheptuloz 1,7-bifosfataz ve
translasyonel protein; elektron transport proteinlerinin biiyiik ¢ogunlugu indiiklenirken;
yapisal proteinlerden histon H4 indirgenmistir. Bu evrede protein metabolizmasi ile
iliskili protein tanimlanmamustir.

Inokiilasyonu takiben 72. saat drneklerinde DNA replikasyon kompleksi GINS protein
PSF3 ve sitokrom c; savunma proteinlerinden sinyal iletiminde gorev alan profilin 1,
taumatin benzeri protein (PR-5), dehidrin, katalaz 2 ve peroksidaz; fotosentetik
proteinlerin biiyiik ¢ogunlugu; protein metabolizmasi proteinlerinden protein distilfit
izomeraz; elektron transport proteinlerinden ferredoksin ve apositokrom indiiklenmis,
metabolizma ile iligkili proteinlerin biiyiik cogunlugu ise indirgenmistir.

Inokiilasyonu takiben 96. saat 6rneklerinde glukoz N-asetil transferaz 1 ve polycomb
benzeri artirici protein 1; savunma proteinlerinden PR-5, katalaz 1, katalaz 2, peroksidaz
ve glutatyon S transferaz; fotosentetik proteinlerin biiylik cogunlugu; gen ekspresyon
proteinlerinden 50S ribozomal protein L9; protein metabolizmasi proteinlerinden ubikitin
konjuge enzim E2 2; metabolizma proteinlerinden fosfogliserat kinaz ve adenozil
fosforibozil transferaz; elektron transport proteinlerinden tiyoredoksin M ve ferredoksin
indiiklenmis; yapisal proteinlerden HMG1 2 benzeri protein ise indirgenmistir.

Sonug olarak; bu calismada daha once bugday-sari pas etkilesimine iliskin proteomik
diizeyde tanimlanmamis ¢ok sayida protein tanimlanmistir. Ozellikle bitki savunma
cevabinda 6nemli rol aldig1 bilinen ve patojen-konukcu etkilesiminde etkin rol oynayan
patojenez-iligkili protein sinifina ait PR-1, PR-4 ve PR-5 basta olmak iizere oksidatif stres
ile iligkili katalaz, peroksiredoksin ve GST ile sinyal iletiminde rol alan profilin ve
kalmodulin tanimlanmistir. Bu ¢alisma ile ortaya konulan sonuglarin, bugdayda sar1 pasa
kars1 verilen savunma cevabinin daha iyi anlagilmasma Onemli katkilar saglayacagi
diistiniilmektedir.



SUMMARY

PROTEOMIC ANALYSES IN YELLOW RUST-RESISTANT WHEAT (Triticum
aestivum L.)

Turkey is the 9th biggest producer of wheat (Triticum aestivum L.) in the world.
Nutritional, economical and commercial importance of wheat, makes it one of the major
crop products of our country. Puccinia striiformis f. sp. tritici is a biotrophic fungus that
causes yellow rust disease in common wheat. Striving against yellow rust disease using
conventional breeding methods is not sufficient. Therefore development of resistant
cultivars has considered to be an effective and environmentally safe strategy. Scientists
intensively investigate more efficient and faster methods to obtain resistant cultivars.
Data on resistance mechanism of wheat to yellow rust is mainly based on transcriptomic
and genomic approaches. Although more detailed results would be expected, only a few
study has been evaluated rests upon proteomics, till today.

The aim of this study is to determine the proteins related to resistance against yellow rust
in pathogen inoculated local resistant wheat (Triticum aestivum L.) cultivar, 1zgi 2001
using proteomic methods.

Total proteins were extracted from the leaves of pathogen-inoculated and mock-
inoculated (control) pathogen resistant plants in 4 different time points, and fractionated
with PF2D (“Protein Fractionation 2 Dimensional”) system. Protein profiles were
compared and fractions containing the proteins differed in expression level were furtherly
analyzed and identified with nanoLC-ESI-MS/MS system.

After inoculation at the time points 24, 48, 72 and 96th hours; 33, 24, 34 and 42 proteins
differed in expression levels compared to control were identified, respectively. These
unique 77 proteins were classified into 8 different groups, according to their roles in
biological processes. Identified proteins were found to be related to pathogen, defense,
photosynthesis, metabolism, gene expression, electron transport and protein metabolism
by 14%, 21%, 21%, 22%, 8%, 6%, 4%, respectively whereas 4% of the proteins were
detected as structural proteins.

24th hours samples following the inoculation, fungal proteins ubiquitin-like protein
(ATG12), ubiquinone biosynthesis protein and E3 ubiquitin protein ligase BREL; proteins
related to defense response pathogenes-releated protein 1 (PR-1), PR-4, peroxiredoxin Q
chloroplastic and glutathione S transferase; most of proteins related to protein metabolism
and gene expression; proteins related to metabolism cysteine synthase and adenine
phosphoribosyl transferase; proteins related to electron transport thioredoxin M type from
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electron transport and structural proteins histone H4 and histone H2A were found to be
induced whereas all of the identified photosynthetic proteins were reduced.

48th hours samples after the inoculation, fungal proteins mitochondrial inner membrane
protease ATP23 and type 1 phosphatases regulator YPI1; proteins related to defense
response calmodulin, Cys peroxiredoxin BAS1, late embryogenesis abundant protein
group 3, profilin 1 and catalase 1; proteins related to metabolism eukaryotic translation
initiation factor E4-1 from gene expression proteins; S adenosylmethionine synthase and
sedoheptulose 1,7-bisphosphatase; and most of the electron transport proteins and all of
the photosynthetic proteins were found to be induced while structural protein histon H4
protein was reduced. No protein metabolism protein was detected in this period.

72nd hours samples after the inoculation fungal proteins DNA replication complex GINS
protein PSF3, and cytochrome c; proteins related to defense response profilin 1, catalase
2, dehidrin, peroxidase and thaumatin like protein (PR-5); all of the photosynthetic
proteins; protein disulfide isomerase (ERp72) related to protein metabolism; proteins
related to electron transport ferredoxin chloroplastic and apocytochrome were found to be
induced while most of the metabolic proteins and 50S ribosomal protein L9 chloroplastic
related to gene expression proteins were reduced.

96th hours samples after the inoculation fungal proteins glucose N-acetyltransferase 1
and enhancer of polycomb like protein 1; proteins related to defense response PR-5,
catalase 1, catalase 2, peroxidase and glutathione S transferase; most of the
photosynthetic proteins; 50S ribosomal protein L9 (chloroplastic) related to gene
expression proteins; ubiquitin conjugating enzyme E2-2 related to protein metabolism;
proteins related to metabolism phosphoglycerate kinase and adenine phosphoribosyl
transferase and proteins related to electron transport thioredoxin M type and ferredoxin
chloroplastic were found to be induced while HMG1-2 like protein from structural
proteins were reduced.

In conclusion, many proteins that have been never reported in wheat-yellow rust
interactions with proteomic methods were identified in this study. Especially, PR-1, PR-4
and PR-5 from pathogenesis-related protein class and oxidative stress related catalase 1,
catalase 2 and glutathione S transferase; signal transduction related profilin and
calmodulin that have important roles in plant defense response were identified. The
findings of this study are thought to contribute understanding of the defense response to
yellow rust in wheat.
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1. GIRIS

Sar1 pas hastaligi, tiim diinyada yaygin bigimde goriilen ve bugdayda ciddi verim
kayiplarina neden olan bir hastaliktir. Bu nedenle bugdaym bu patojene karsi
olusturdugu dayanikliligin aydinlatilmasi konusunda tiim diinyada c¢ok sayida
aragtirma yuritiilmektedir. Bu konudaki arastirmalar genel olarak, bitki immun
sisteminde rol alan gen ve gen iriinlerinin tanimlanmasi, karakterizasyonu ve
islevinin aydinlatilmasina yonelik genomik ve transkriptomik calismalar bi¢ciminde
yogunlagmaktadir. Oysa bitki immun sistemi sayisiz proteinin rol aldigir pek cok
biyolojik reaksiyonun katildigi son derece karmasik bir siiregtir. Son yillardaki hizli
teknolojik gelisim sayesinde proteomik caligmalarla bir canli sistemde, belirli bir
dénemde bulunan tiim proteinlerin tanimlanmalarinin yaninda yapisal ve islevsel
ozellikleri, birbirleri ile olan etkilesimleri ve biyolojik olaylardaki sinyal aglarinin
ortaya konulmasi da miimkiin olmaktadir. Bu nedenle de karmagsik biyolojik
olaylarin aydinlatilmasinda daha somut veriler elde edilmektedir. Ancak bitki
tirlerinde karsilasilan metodolojik sikintilarin yani sira genomik ve proteomik veri
tabanlarmin diger organizmalara gore daha sinirli olusu nedeniyle proteomigin
sundugu potansiyel, bitki molekiiler biyolojisi alaninda daha gec¢ baslamis ve daha
sinirli kalmistir. Bununla birlikte son yillarda artan bir ivme ile kullanimi
yaygmlasmaktadir. Ozellikle iilkemizde heniiz baslangic asamasinda olan bitki

proteomigi alaninda sadece birkag¢ grup calismaktadir.

Sunulan tez ¢alismasinin amac, iilkemiz yerel dayanikli bugday ¢esidi, izgi 2001°de
Puccinia striiformis f. sp. tritici’nin neden oldugu sar1 pas hastaligina kars1 bitkinin
ortaya koydugu dayaniklilik cevabinin aydinlatilmasina katkida bulunacak proteom
diizeyindeki verileri ortaya koymaktir. Ayrica son yillarda tiim diinyada Onemi
artarak devam eden bitki proteomigi alaninda iilkemizdeki ¢alismalarin

yayginlagsmasina ve giiglenmesine katki saglamay1 da hedef edinmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. BUGDAY

Bugday, Biitlinlestirilmis Taksonomik Bilgi Sistemi (Integrated Taxonomic
Information System - ITIS) 2010 verilerine gore 21 tir ile temsil edilmektedir. Fakat
en ¢ok kultire edilen tirleri; dinyada en ¢ok ekimi yapilan, hekzaploid genoma
sahip ekmeklik bugday ve makarnalik bugday olarak da bilinen tetraploid tiir olan
durum bugdayidir (Peng ve dig., 2011). Bunlar arasinda ekmeklik bugday olarak da
bilinen Triticum aestivum L., Cyperales takimina, Poaceae ailesine ve Triticum
cinsine aittir (USDA, 2012). Degisik iklim ve toprak kosullarinda yetistirilebilmesi,
bilesiminde karbohidrat, nisasta, protein, bazi vitamin ve mineralleri bulundurmasi,
degerli ve ucuz bir besin kaynagi olmasi bakimindan hizla artan diinya nifusunun
beslenmesinde vazgecilmez bir {irlin niteligi tasimaktadir. Misir ve piring ile birlikte
diinya niifusunun yaklasik %65’inin temel enerji kaynag: olarak dikkat cekmekte;
ayrica tek basina tiim diinyada besinlerden alinan kalorinin %19’unu saglamaktadir
(Todorovska ve dig., 2009; Atchison ve dig., 2010). Ulkemizde ise tahillar
beslenmemizin %?26.4’linii kapsarken bugday bu oranin %80’inden fazlasini
olusturmakta, iiretim miktarma bakildiginda ise tiim diinyada misirdan sonra ikinci
sirada yer almaktadir. FAO (BM Gida ve Tarim Orgiitii-Food and Agriculture
Organization of the United Nations) nun yayinladigi 2010 verilerine gore tilkemizde
bugday tiretimi yaklagik 20 milyon ton ile ilk sirada yer alirken, ekonomik deger
acisindan 3. sirada yer almaktadir (Sekil 2.1). TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu)
bitkisel {iretim istatistikleri veri tabaninda 2010 yilinda CPA (Faaliyete gore
Uriinlerin Smiflanmas1 - Classification of Products by Activity) siniflamasina gore,
tilkemizde 67.694.000 dekar araziye bugday ekimi yapilmis, 67.339.888 dekar hasat
edilmis, 16.224.000 ton tarimsal {irlin ve 241 kg/da verim elde edilmistir.
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Sekil 2.1: Ulkemizin en ¢ok iiretilen tarimsal iiriinleri arasinda bugdaym yeri (FAO, 2010).

Ayrica FAO’nun yayinladigi 2010 verilerine gore lilkemiz diinyanin 9. biiylik bugday
tireticisi konumundadir (Sekil 2.2). Biitiin bu veriler incelendiginde bugdayin
tilkemizde hem beslenme hem de ekonomik agidan ¢ok biiyiik 6neme sahip stratejik

bir iirlin oldugu agik bigimde goriilmektedir.

( Uluslar Aras1 Bugday Uretimi (2010) )
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Sekil 2.2: Ulkemizin diinya bugday tretimindeki yeri (FAO, 2010).

Bugday, yadsinamaz ekonomik 6neminin yaninda iilkemiz acisindan toplumsal ve

kiltiirel, ayn1 zamanda da tarihi hatta arkeolojik bir degerdir (Bilgi¢c 2004). Yapilan



evrimsel biyolojik ¢alismalarla, kiiltiire alinmis giinlimiiz bugdaylarinin atasi olan
siyez ¢esidinin tarimimin bagladig1 yer olarak Diyarbakir’daki Karacadag bolgesi
gosterilmistir (Heun, 1998). Bu c¢alisma, lilkemizdeki bugday dagilimi ve cesitliligi
tizerine kapsamli aragtirmalar yapilmasi geregini de ortaya koymustur. Sahip oldugu
genis bitki Ortlisi ve bugdaym yayilimimin yayginligi géz oniline alindiginda;
iilkemizin bugday tarihi, gelisimi ve iyilestirilmesi konularinda biiyiik potansiyele
sahip oldugu goriilmektedir. Yapilan ¢aligmalar, Orta Dogu ve ona komsu Akdeniz ve
Bat1 Asya’y1 icine alan bolgede 22 yabanil tiir ile yayilim gosteren bugdayin, 14
tirlinlin iilkemizde bulundugunu gdstermekte ve bu nedenle iilkemiz, en zengin

bugday gen kaynagi merkezi olarak isaret edilmektedir (Bilgi¢c 2004).

Giiniimiizde bugday, ekmek, makarna gibi unlu gida mamiilleri ve biyoyakit gibi ¢ok
genis bir {irlin yelpazesinin hammaddesini olusturmaktadir. Bu yaygin kullanim
bugday tarmminin gelistirilmesini de beraberinde getirmistir. Ancak bu amacla
yiizyillardir siirdiiriilen 1slah ¢aligmalari, dogal olarak gen havuzlarinda daralmaya
yol agmistir. Daralan gen havuzlari, degisen iklim ve g¢evresel etmenlerin ortaya
koydugu cesitli stres faktorlerine karsi bitkinin dayaniminda dezavantaj olarak ortaya
cikmaktadir. Bu nedenle zengin ve yabanil gen havuzunda yer alan tirler, son derece
onemli gen kaynaklaridir. Bu nedenle iilkemizin bir ¢ok bitki tiiriinde oldugu gibi
bugday biyogesitliligi de tiim diinyada ilgi géren onemli bir zenginliktir. Yabanil
bugday tiirleri, hem bugdayin 1slahi, yayilis1 ve evrimi ile ilgili ¢alismalarda hem de
giinlimiizdeki makarnalik ve ekmeklik bugdaylarin verim ve kalitelerinin artirilmasi
amaciyla yapilan genetik iyilestirme cabalarinda biiyiilk 6nem tasimaktadir (Bilgic,

2004).

2.2. BUGDAYDA PAS HASTALIKLARI

Tum dinyada ve tlkemizde ekilebilir tarimsal alanlarin, degisen ¢esitli iklimsel ve
ekolojik etmenlerle her gecen giin daralmasi, buna karsilik diinya niifusunun artmasi
birim alandan daha yiiksek verimde driin elde edilmesini zorunlu hale getirmektedir.
Diger tarimsal iirlinlerde oldugu gibi bugday iiretiminde de biyotik ve abiyotik
etmenler birim alandan elde edilen {iriin miktarin1 sinirlayan en 6nemli etmenlerdir.

Tarimsal iiretimdeki Ar-Ge c¢alismalarinin 6nemli bir kismini bu etmenlerden



korunma yollarinin gelistirilmesi olusturmaktadir.

Biyotik etmenler arasinda, cesitli hastaliklara yol acan viral, bakteriyel ve fungal
patojenler, parazitik bitkiler ve herbivor bocekler yer alirken kuraklik, asir1 sicak-
soguk ve tuz gibi ekstrem kosullar da abiyotik etmenleri olusturmaktadir (Corwin ve
Lesch, 2005). Bitkiler siirekli bu etmenlerin saldirisina maruz kalmakta ve hem

ekonomik hem de ekolojik kayiplar yasanmaktadir (Pimentel, 1991; Pimentel 2002).

Bugdayda hastalik yaptigi bilinen 40'tan fazla patojenik organizma grubu
bulunmaktadir. Fakat biitiin bu organizmalar i¢inde en biiyiik tehditi pas funguslari
icermektedir (Singh ve Huerto-Espino, 2001). Puccinia graminis f. sp. tritici
kaynakli kara pas (kok pasi), Puccinia triticina kaynakli kahverengi pas (yaprak
pasi) ve Puccinia striiformis kaynakli sar1 pas olmak iizere 3 tiir pas hastalig

tanimlanmistir (Kolmer, 2005).

Ulkemizde sar1 pas hastaligi daha ¢ok I¢ ve Dogu Anadoluda goriiliirken; kahverengi
pas sahil bélgelerinde; kara pas ise Giiney, Bati ve I¢ Anadolu bolgelerinde
yaygindir. Olusan iiriin kayb1 bugday c¢esidinin duyarlilifina, c¢evre kosullarina,
etmenin 1rkina, goriilen bolgeye ve yil igindeki iklim kosullarina gore degismektedir

(Erzurum Valiligi Il Tarim Miidiirliigii, 2011).

2.3. BUGDAYDA SARI PAS HASTALIGI

Pas hastaliklar1 arasinda ozellikle Puccinia striiformis f. sp. tritici adli biyotrofik
mantarin etmeni oldugu sar1 pas hastaligi, sadece iilkemizde degil, benzer iklim
Ozelliklerine sahip bugday iiretimi yapan 60°tan fazla iilkede yaygin olarak
gorulmekte ve yiksek oranlarda verim ve kalite kayiplarina neden olmaktadir (Li ve
dig., 2006). Hastalik tahillarin yaprak, sap ve basaklarii etkilemekle birlikte esas
etkisini gosterdigi organ yapraklardir. Hastalik etmeni fungus, enfeksiyon sirasinda
yapraklarin {ist yilizeyinde makine dikisi seklinde ve sar1 renkte piistiiller olusturdugu
icin literatlirde sar1 pas veya ¢izgi pasi olarak isimlendirilmektedir. Sar1 pas etmeni
daha serin iklim kosullarinda gelisebildiginden hastalik vejetasyonun erken

donemlerinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum hastaliktan kaynaklanan verim ve kalite



kayiplarini daha da artirmaktadir. Kahverengi pas hastaligi 15-20°C’de, kara pas
hastalign ise 20-25°C’de daha iyi gelisebilmektedir. Bu sicaklik derecelerine
ulagildigr donemler bitkide vejetasyonun ileri donemlerine denk geldiginden daha az
zarar meydana gelmektedir. Oysa sar1 pas, kahverengi ve kara pas ile kiyaslandiginda
erken donemde gelismesi nedeniyle diger iki pas tiriine gore ¢ok daha buyik
ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Hastalik bitki gelisiminde ¢ok erken evrede
baslayip gelisme silireci boyunca devam eder. Etmenin olusturacagi verim kaybi;
bitkinin enfeksiyonla karsilagma zamani, bugday cesidinin hassasiyeti, hastaligin
stiresi ve hastalik gelisme oranina bagli olarak %10 ile %100 arasinda olabilmektedir

(Chen, 2005).

Sar1 pas yaprakta; agik sar1 renkli, yaprak damarlarina paralel olacak seritler seklinde
dizilen pistiilleriyle karakterize edilmektedir (Sekil 2.3). Bu uzun piistiiller ince ve
farkli boyutlarda olabilir. Pistiil gelistikgce hastaliga rengini veren agik sar1 sporlar
goriiniir hale gelir. Hastalik siireci boyunca piistiillerin etrafindaki dokular koyu sar1
renk almaya baslar ve kavruk bir goriiniim olusur. Ayrica klorozis olayindan dolay1

yapraklarda da renk degisikligi gozlenir (Marsalis ve Natalie, 2006).

Sekil 2.3: Sar1 pas hastaliginin morfolojisi ve tohum verimine etkisi.

Bahar aylarinda, o6zellikle soguk ve nemli havalarda etmen gelismeye ve aktif
sporlanan lezyonlar olusturmaya baslar. Genellikle 10-15°C sicaklik ve %100 bagil
nem orani sporun bitki {izerinde ¢imlenmesi ic¢in ideal kosullardir. Etmen, bitki

dokusu i¢inde ¢ok diisiik sicakliklarda dahi canliligimi koruyabilmekle birlikte



20°C’lik sicaklhigin iizerine ¢ikildiginda inhibe olmaktadir (Chen, 2005). Hastalik
ilkbaharda ilk olarak yapraklarin {ist ylizeylerinde makine dikisine benzer sari-
turuncu renkli pastialler ile kendini gosterir. Sira sira dizilmis olan bu piistiillerin
icinde patojenin yazlik sporlart meydana gelir. Olusan bu sporlar riizgar ile gevreye
dagilir ve uygun kosullara sahip olan diger bolgelerdeki bugday bitkilerini enfekte
ederek yayilir (Erzurum 11 Tarmm Miidiirliigi, 2011). Patojenin riizgarla
kilometrelerce tasindigi, hatta okyanuslari, kitalar1 astigi, bdylece kisa siirede ¢ok
genig alanlarda yayilim gosterdigi bilinmektedir (Todorovska ve dig, 2009).
Ulkemizde sar1 pas hastalign daha ¢ok I¢ ve Dogu Anadolu bolgelerinde goriilmekle
beraber hastalik bugday ekili alanlarimizin biiytlik bir kismini tehdit etmektedir (Sekil
2.4).

B Tarimsal Alanlar
»~, Hastaliktan etkilenen
“+* bolgeler

Sekil 2.4: Ulkemiz ve yakin ¢evresinde sar1 pas hastaligindan etkilenen bolgeler
(USDA- Amerika Birlesik Devletleri Tarim Birimi, 2010)

Sar1 pas hastaliginin son 20 yilda iilkemizde olusturdugu epidemi ve kayiplar ¢ok
carpicidir. Ornegin; baharm serin ve nemli siirdiigii 1998 yilinda incelenen tarlalarin
%98’inin enfekte oldugu belirlenmistir. Ozellikle Gerek 79 cesidinin ekildigi
alanlarda oldukca yiiksek diizeyde epidemi olustugu tespit edilmistir (Diisiinceli ve
dig., 2000). Son 20 yilda ortaya c¢ikan en yiiksek verim kaybina yol acan
epidemilerden biri 1995 yilinda Cukurova’da goriilmistiir. Yagis miktarinin yiiksek

olmasi ve bugday yetistirilen alanlarda baskin olarak tek bir bugday cesidi olarak sar1



pas hastaligina hassasiyet gosteren Seri 82 ¢esidinin yetistirilmesi zararin
bliylimesine neden olmustur. Bu epidemi nedeniyle Adana’da 1994 yilinda ortalama
verim 3860 kg/ha iken, epideminin oldugu, 1995 yilinda 2950 kg/ha’a diigmiistiir.
Ortalama iiriin kayb1 %23.6’dir. Bununla birlikte zarar Seri 82 ¢esidinin ekildigi
tarlalarda %16.8’den %56.2’ye kadar ¢ikmis olup ortalama kayip %39.6 olarak
belirlenmistir. Zarar sadece verimle siirli kalmamis ayni1 zamanla gida sanayisine de
yansimigtir (Mamluk ve dig., 1997). Epidemilerin agir yasandigi donemlerde bazi
tiirler iiretimden kaldirilmistir. Ornegin 1978 yilindaki sar1 pas epidemisi, Kose
220/39, Siirak 1593/51 ve Sivas 111/33 gibi bazi gesitlerin, 1995 yilindaki sar1 pas
epidemisi ise Giliney Anadolu’da (Cukurova) Seri 82 c¢esidinin iiretimden
kaldirilmasina neden olmustur. Gerek 79 ¢esidinin tiretim alanlar1 1994, 1997, 1998,
2009, 2010 ve 2011 yillarinda goriilen sar1 pas epidemileri sonucunda ise onemli

Olgiide sinirlandiriimastir.

2.3.1. Sar1 Pasla Mucadele Yontemleri

Tarimsal tirlinlerin verim ve kalitesindeki kayiplarin Onlenmesi ya da en aza
indirgenmesi amaciyla yapilan c¢alismalar, genellikle biyotik ve abiyotik stres
etmenlerinin neden oldugu zararlilara karsi yiriitiilen klasik tarimsal miicadele

yontemlerini ve dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesini kapsamaktadir (Alam, 2004).

Tiim diinyada sar1 pas hastalig1 ile miicadelede genel olarak fungusit uygulamalari,
dayanikli ¢esitlerin ekimi ve yeni ¢esitlerin gelistirilmesi ¢alismalar1 yapilmaktadir.
Fungusit uygulamasi, ¢evre kirletici etkisi, beklenen basariyr saglamamasi ve tiretim
maliyetini artirmasi gibi dezavantajlara sahiptir. Ayrica fungusit kullanimi, ¢iftcide
saglik problemleri ve fungusite direncli patojen irklarinin ortaya ¢ikmasi gibi 6nemli
riskleri de beraberinde getirmektedir. Bilinen standart dayanikli ¢esitlerin
kullaniminda ise patojen irklarinin, cesitli etmenlerle sik sik mutasyona ugrayarak
yeni viriilens 6zellige sahip 1rklar olusturmasi ve bu irklarin ekilen dayanikli bugday
cesitlerinde hastalik gelistirmesi 6nemli bir sorundur. Yeni olusan patojen irklar1 bazi
yillarda 6nemli verim kayiplarin yasandigr ciddi epidemiler olusturmustur ve bu
olasilik her donem gegerliligini korumaktadir. Dolayisiyla tiim diinyada kabul géren
en etkin ve c¢evreci yontem bilinen patojen irklarina dayanikli yeni bugday

gesitlerinin gelistirilmesidir. Ancak bugday gibi poliploidi gosteren karmasik yapili



genoma sahip bitkilerde klasik 1slah calismalar1 ile yeni ¢esit gelistirilmesi hem
yogun emek gerektiren, hem pahali hem de ¢ok uzun zaman alan (yaklasik 13-15 yil)
bir yontemdir. Oysa bitkideki bu uzun siirece karsin patojenin birkag¢ yil arayla yeni
virlilens 6zellige sahip yeni irklar gelistirebildigi gz oniine alindiginda daha etkin ve
hizli stratejilere ihtiya¢ duyuldugu aciktir. Yeni stratejilerin gelistirilmesinde,
Ozellikle bitkide diren¢ ve hassasiyet cevabini yoneten molekiiler mekanizmanin
aydinlatilmasinin  6nemi tim diinyada kabul gormekte ve yogun caba
harcanmaktadir. Bu alandaki molekiiler ¢alismalarin 6nemli bir kism1 dayanikliliktan
sorumlu genlerin 6zellikle de sar1 pas dayaniklilik (Yr) genlerinin belirlenmesi,
tanimlanmas1 ve klonlanmasina yonelik genetik caligsmalari, diger 6nemli kismi ise
dayaniklilik ve hassasiyet cevabmin gelisimde rol alan biyomolekiillerin
tanimlanmasi, iglev ve etkilesimlerinin aydinlatilmasima yonelik ¢aligmalart kapsar.
Giinlimiizde yogun olarak yiiriitiilen genomik ¢aligmalar sonucunda 70 tane Yr geni
belirlenmis ve bircok gen adayr da kismen karakterize edilmistir. Bununla birlikte
sadece U¢ Yr geni (Yr10, Url8/Lr34, Yr36) klonlanabilmistir. Her bir Yr gen Grinu
belli bir patojen efektor gen (Avr) Grtniine spesifiktir. Bu nedenle Yr genlerinin
sorumlu oldugu dayaniklilik cevabi uygun Avr geni tasiyan belli patojen irklarma
Ozgldir, dolayisiyla bitki farkli Avr geni tasiyan patojenlerle karsilastiginda
dayaniklilik cevabi gelismez (Chen, 2005; Mclntosh ve dig, 2008; Li ve dig, 2011).

2.3.2. San1 Pas Dayamiklih@inin Molekiiler Mekanizmasi

Bitki patojenle karsilagtiginda patojenin dokulara girisini  ve gelismesini
engelleyecek savunma mekanizmalar1 ve yapilar1 gelistirir. Kiitikula ile kaplanmig
hiicre duvarlar bitkinin ilk savunma hattin1 olusturur ve patojenin bitkiye girisini
sinirlar.  Sar1 pas gibi biyotrofik patojenlerde, patojenin yasamini siirdiiriip
cogalabilmesi i¢cin mutlaka bitki hiicreleri igine giris yapmast ve hiicre igerigini
kullanmast gerekmektedir. Bu nedenle patojenin ilk hedefi yaprak ylzeyine
tutunarak dogrudan stomalar, yaralar gibi dogal bosluklardan ya da hidrolitik
enzimler ve/veya enfektif yapilar olan appresporyumlar aracilifiyla dolayli olarak
bitki hiicresine giris yapmaktir (Lazniewska ve dig, 2010). Patojen saldirisina
karsilik bitkide savunma cevabinin olusabilmesi i¢in Oncelikle patojenin bitki
tarafindan taninmasi ve bu tanima ile savunmada rol alan genlerin ve molekiillerin

aktiflestirilmesi gerekir. Tanima ile sentezlenen/aktiflestirilen proteinler/molekiiller
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araciligiyla gelistirilen bir dizi reaksiyonla patojenin bitkide gelisimi ve etkisi

durdurulmaya ¢alisilir (Kitajima ve Sato, 1999; Selitrennikoff, 2001).

Patojenin bitki tarafindan nasil tanindig1 tiim ayrintilariyla bilinmemekle birlikte iki
sekilde gerceklestigi ileri siiriilmektedir. Oncelikle elisitor ozelligi gdsteren
lipopolisakkaritler, kitinler, glukanlar ve flagellinler gibi patojenle iliskili molekiiler
motifler (MAMPs “Microbe Associated Molecular Patterns veya PAMP- “Pathogen
Associated Molecular Patterns”)’in bitki yiizeyindeki reseptorlerce taninmasi ile
gergeklestirilir (Gururani ve dig, 2012). Bu yapilar oldukea iyi korunmustur ve bitki
tarafindan tanindiginda bitkide bazal savunma sistemi harekete gegcirilir. Bu sekilde
olusan immiiniteye patojenle-tetiklenmis immiinite (PTI)’de denmektedir. Bitkinin
PAMP molekiillerini tanimasini saglayan reseptorleri “Motif Tanima Reseptorleri”
(Pattern Recognition Receptors PRRs) olarak adlandirilir. Ornegin flg2 flagellin
molekiilii bitki hiicre membraninda bulunan FLS2 olarak bilinen PRR tarafindan
taninir. MAMP’larin PRR’lar tarafindan algilanmasi zayif bir immiinite saglamakla
beraber patojenin ileri kolonizasyonunu durdurur (Jones ve Dangl, 2006; Bent ve
dig., 2007). Patojen tarafindan, bitkideki bu savunma cevabinin engellenmesine
yonelik Avr (aviriilens) genleri tarafindan kodlanan efektor proteinleri sentezlenir.
Bitkide ise patojenin efektor proteinlerini taniyarak daha giiglii bir savunma
cevabinin gelismesine yol acan ve dayaniklilik genlerince kodlanan R proteinleri
bulunur. Sar1 pas enfeksiyonunda, patojen irklari, irka 6zgii Avr genini, dayanikli
bugday cesitleri ise bu Avr’lere spesifik Yr genlerini tasimaktadir. Belli bir sar1 pas
ikt ile o 1rka dayanikli bugday gesidi karsilastiginda, patojenin efektor proteini ile
bitkinin R proteini “reseptor-ligand” bi¢ciminde etkileserek patojenin bitki tarafindan
taninmasini saglar ve daha gii¢lii bir savunma cevabi gelisir (Sekil 2.5). Bu tanima ve
ardindan gelisen dayaniklilik cevabi, gene-karsi-gen modeli olarak da ifade
edilmektedir ve irka 6zgiidir. Bir bagka deyisle belli patojen irklari ancak o irka
0zgiin R geni tasiyan bitkilerce taninabilmekte ve ancak bu kosulda bitkinin savunma
sistemi aktiflestirilebilmektedir. Aksi taktirde bitki patojeni taniyamamakta ve

hastalik gelismektedir (Eckardt, 2006).
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Sekil 2.5. Bitki ve patojen arasindaki etkilesimi ve ardindan gelisen savunma cevabini
gosteren zigzag modeli (Jones ve Dangl, 2006).
( PTI: Patojenle Tetiklenmis Immiinite, PAMP: Patojen iliskili MolekiilerMotifler, ETS:
Efektorle Tetiklenmis Hassasiyet - Effector Triggered Susceptibility; ETI: Efektorle
Tetiklenmis Bagisiklik - Effector Triggered Immunity)

Irka 6zgli dayaniklilikta, bitkide patojenin Avr proteinine (efektdr) 6zgu R proteini
yoksa ve patojen bitkiyi enfekte ederek hayatini siirdiirebiliyorsa bu durum uyumlu
iliski olarak adlandirilir; bitki hassas, patojen de virilent olarak tanimlanir. Eger
patojen bitki tlizerinde ¢ogalabiliyor ve bitkide hastalik meydana getirmeksizin kendi
yasam dongisiinii siirdiirebiliyorsa bitki igin o patojene tolerant denir. Bitki,
patojenin Avr proteinine 6zgl R proteini iceriyor ve bu yolla savunma sistemini
aktive ederek patojen enfeksiyonunu engelleyebiliyorsa, bitki o patojene karsi
dayamkh olarak kabul edilir, patojen ise avirulent olarak adlandirilir. Patojen ve

bitki arasindaki bu iligki de wyumsuz iliski olarak tanimlanir (T6r, 1998; Sekil 2.6).




12

%Ww A »
e —on—Fip—g%s
7 R geni i
i J R Proteini QQ % Dayamkhhik
Bitki Sistemi % Gelisimi

Ny A A
‘\‘\»(K}N},{ .“\h}‘( ,." — C R_ AVI‘
. ’Et‘ ) Etkilesimi
Avr Geni Avr Proteini

Patojen

Sekil 2.6: Bitki patojen etkilesiminde uyumsuz iligski sonucu dayaniklilik cevabinin gelisimi
(Gururani ve dig., 2012).

Patojenin bitki tarafindan taninmasinin ardindan patojenin biyotrofik, nekrotrofik ya
da bocek olmasina gore, bitkilerde birbirine benzeyen farkli savunma mekanizmalari
gelisir. Sar1  pas gibi Dbiyotrofik patojenlerle savas, genellikle endojen
fitohormonlardan biri olan salisilik asitin (SA) biiyiik rol oynadig1 bir sinyal iletimi
ile tetiklenir (Dong, 1998) ve boylece “Yiiksek Duyarlilik Cevabi1” (Hyper Sensitive
Response-HR) adi verilen bélgesel hiicre oliimleri gergeklesir ya da SA-bagimli
sinyal yolag: aktiflestirilir. SA seviyesi artar ve bununla beraber PR-1’i (Patojenez
Mliskili-1) de icine alan bir¢ok savunma iligkili gen aktiflestirilir. SA sinyal yolag1
birgok geri besleme dongiisii igerdiginden olusan reaksiyonlarin siralanmasi zordur.
Hicre 6lumi SA Uretimini tesvik eder bununla beraber SA iiretimi de hiicre 6liimiinii
tesvik edicidir. Nekrotrofik patojen ve herbivor boceklere karsi savunma ise
jasmonik asit (JA) ve etilen ile aktive edilir (Howe, 2004; Koornneef ve Pieterse,
2008; Leon-Reyes ve dig., 2009; Reymond ve Farmer, 1998; Spoel ve Dong, 2008).

Tetiklenen savunma cevabi, R geni aracili dayaniklilik ile SA iiretimi ve SA-
denetimli savunma genlerinin ekspresyonunu da icgine alan karma bir sistemdir
(Tsuda ve dig., 2008). Genellikle hiicre zarindaki iyon akiginda degisim, ekstraseller
oksidatif patlama, enfeksiyon bolgesi ve etrafinda programli hiicre 6liimii, bdlgesel
ve sistemik transkripsiyonel regilasyon ile karakterize edilir. Biitiin bu olaylarin
ortak hedefi, patojenin oldirilmesi veya gelisiminin durdurulmasi boylece hastalik

olusturmasinin 6nlenmesidir (Belkhadir ve dig., 2004).
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2.3.2.1 Hiicre Duvarimin Giiglendirilmesi

Patojenin hiicre duvarina tutunmasindan sonra goriilen ilk cevap, sitoplazmik icerigin
tutunma bolgesinde sitoplazma birikimi ile guclendirilmesidir. Bu sitoplazmik
agregatlarin, hiicre duvarini giiglendirmek i¢in gerekli maddelerin sentezinde
kullanilan bilesenler oldugu diisiiniilmektedir. Bir¢ok patojen germ tiipleri, hif ya da
haustoryalari ile hiicreye bir bolgeden tutunmak zorundadir. Eger hiicre bu tutunma
bolgesini onarmakta ya da giliglendirmekte hizli olabilirse patojenin tutunma verimi

disiiriiliir ve patojen gelisimi yavaslatilir.

Hidroksiprolince zengin glikoproteinler, bitki hiicre duvari i¢inde bulunan ve
sekonder hiicre duvar1 kalinlagtirmasinda gorev alan yapisal proteinlerdir. Patojen
saldirisin1 takiben bitkide, hiicre duvarini daha sert yapmak i¢in bu proteinleri
kodlayan genlerin transkripsiyonu aktive edilir. Hemen ardindan oksidatif patlama ve
hidrojen peroksit salinimi ile hidroksiprolince zengin bu proteinler ve diger hiicre
duvar: bilesenleri bir araya gelerek ¢apraz baglar olusturur ve bdylece hiicre duvari

patojen tarafindan sindirime karsi giiclendirilir (Hammond-Kosack ve Jones, 1996).

Capraz baglanan hidroksiprolince zengin glikoproteinler, bitki hiicre duvarinda lignin
birikimine de yol agar. Enfeksiyon sonrasi lignin ve suberinin bu hizli birikimi,
tahillar1 da icine alan birgok bitkide, patojen olmayan uyaricilara ve aviriilent
patojenlere karsi dayaniklilikta rol oynar. Patojende hif gelisiminden 6nce lignin
depolanmasi bitkiyi fungal penetrasyona karsi dayanikli kilar. Lignin, ayrica hif
uclarina baglandigi bakteri hiicrelerinin buyimesini ve hareketini engelleyip patojen
enzimlerinin ve toksinlerinin hiicreye girisini ve patojenin su ve besin alisin
engeller. Ayrica lignin biyosentezi sirasinda iiretilen Onciil molekiiller ve serbest
radikaller patojen icin toksiktir. Ligninin etkisi, savunma cevabi siiresince salinan
reaktif oksijen tiirleri ve fenolik bilesenlerden turevlenen daha toksik polimerler ve
kinonlar tarafindan artirilabilir. Hiicre duvart gii¢lendirilmesi, savunma sistemi igin
6nemli bir bilesendir ve dayanikli konukgularda hassaslara gore daha fazla, daha
hizli ve daha yogundur. Hiicre duvarmin gii¢clendirilmesi, dayanikliliga ve hicre
onarimina yardimci olur, ancak her zaman enfeksiyonun onlenmesi igin yeterli

olamayabilir.
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2.3.2.2 Iyon Akisinda Degisimler

Bitkilerin dayaniklilik cevabi sirasinda hiicrelerde bazi iyonlarin miktarinda artis
gorilmektedir. Ozellikle Ca*? birikimi sonucunda sinyal yolaklariyla iliskili olarak
H*/K* gecislerinde artis gozlenir. Bitki-patojen ektilesimleri sirasinda hiicre i¢i Ca*?
tasinimi bolgesel ve sistemik kazanilmis dayaniklilik i¢in erken cevapta gerekli bir
olaydir. Ca**un besin ve yapisal giiclendirme icin anahtar iyon roliinii iistlendigi
uzun bir siredir bilinmektedir (Hepler, 2005). Hiicre duvari ve organellerdeki Ca*?
milimolar seviyede iken sitoplazmik Ca*? ([ Ca*’]cyt) nanomolar (100 — 200 nM)
duzeyindedir (Trewavas ve Malho, 1998; Knight, 2000; Reddy, 2004). Hiicre icinde
yiiksek Ca*? konsantrasyonu, hiicredeki negatif yiiklii molekiilleri selatlayabilir ve bu
da sitotoksisiteye neden olabilir. Bu nedenle sitoplazmik Ca*™ konsantrasyonunun
diisiik seviyede tutulmasi gerekmektedir ve bunun i¢in hiicre, sitoplazmik Ca™®’u
apoplasta ya da organellere pompalar. Sitozol ve diger hiicresel bilesenlerdeki serbest
Ca*? konsantrasyonunun incelendigi calismalarda, bircok abiyotik stres tiiriiniin
(soguk, sicak, tuz, kuraklik, ozmotik stres, temas ve riizgar gibi mekanik uyaricilar,
oksidatif stres, ozon ve hipoksi gibi) hiicresel Ca*?, &zellikle de sitoplazmik Ca*
miktarini hizlica artirdig, bazi durumlarda da niikleustaki ve organellerdeki Ca**’un
miktarinda artisa sebep oldugu gosterilmistir. Ayrica biyotik stres etmenlerinin de
(patojen, savunma elisitorleri ve bocek saldirisi) hiicresel Ca*? seviyesinde degisime
yol actig1 bilinmektedir. Hiicresel Ca** konsantrasyonundaki bu bdlgesel ve gegici
degisimler bir uyarana kars1 verilen Ozellesmis fizyolojik sinyalleri ortaya
cikarmaktadir (Reddy, 2001; Hepler, 2005; McAinsh ve Pittman, 2009; DeFalco ve
dig., 2010).

Kalsiyum akislari, “Yiiksek Duyarlilik Cevab1” (Hypersensitive Response-HR) adi
verilen programlanmis hiicre 6liimiinde de biiyiik 6neme sahiptir (Greenberg, 1997).
Tiitlin siispansiyon hiicreleri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, SA uygulamasi
sonrasi hiicrelerde hemen ve kisa sureli olarak superoksit (O, ) radikallerinde artis;
ardindan da sitozolik Ca*? diizeyinde artig oldugu belirlenmistir (Kawano ve dig.,
1998). Ayrica Ca*? akislari patojen ile enfekte tiitiin, borllce ve soya slspansiyon
hicrelerinde de HR aktivasyonuyla iligkilendirilmistir (Atkinson ve dig., 1990; Xu
ve Heath, 1998; Levine ve dig., 1996). Yapilan bir baska c¢alismada ise Ca*®un SA-

denetimli yolak tlizerinden savunma genlerinin aktivasyonuyla da iligkili oldugu ileri
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stirilmiistiir (Dempsey, 1999).

2.3.2.3 Oksidatif Patlama

Genel olarak bitkilerde patojen dayaniklilik cevabinda ilk savunma yaniti olarak
dikkat ¢eken oksidatif patlama, hizli bigimde ve yiiksek miktarlarda reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) olusumunu ifade etmektedir (Robatzek ve Saijo, 2008). Gorllen
tipik ROS 0Ornekleri stiperoksit ve hidrojen peroksit (H,O,)’ tir. Molekiler oksijenden
stiperoksit olusumu, plazma membran: iligskili NADPH oksidaz araciligiyla ve
memeli savunma yanitinda rol alan nétrofillerdeki sisteme benzer bir bigimde
gerceklesmektedir. Bitki disindaki siiperoksit anyonlari genellikle hizli bir bi¢imde
plazma membranindan gegebilecek oOzellikte olan H,O;’ye dontstiirilir. H,0,
hlcrelerde katalaz, askorbat peroksidaz ya da glutatyon peroksidaz enzimleri ile suya

doniistiiriilerek zararsiz hale getirilir.

ROS’larin bitki savunma sisteminde birka¢ rolii belirlenmistir. Birincil olarak
ROS’lar dogrudan patojen igin toksik etki gosterebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda
hucrelere H,0, eklenmesinin fungal patojenlerde spor gelisimini inhibe ettigi ortaya
konulmustur. Bu ¢alismalar sonucunda oksidatif patlamanin  savunma
mekanizmasindaki en 6nemli etkilerinin patojenin 6limine yol agmak veya
gelisimini engelleyerek yayilimii durdurmak oldugu belirlenmistir (Peng ve Kuc,
1992).

ROS’larin, bitkide patojene karsi verilen diger savunma cevabi olan membran
kalinlasmasinda ve buna bagli olarak baz1 maddelerin birikiminde de rolleri vardir.
H.0O, etkisi ile, patojenin bitki hiicre duvarma tutunmasina ve duvarin patojen
kaynakli enzimler ile parcalanmasina karsi dayanikli kilmak iizere, gesitli
modifikasyonlar olmaktadir. Bitki hiicre duvar iki farkli yoldan giiclendirilmektedir.
1) Oksidatif patlama ve H,0, salinimi sonucunda hidroksiprolin bakimindan zengin
proteinler ve diger hiicre duvari bilesenleri arasinda ¢apraz baglarin kurulmasi ile; 2)
Peroksidaz enziminin katalizorliigiinde lignin polimerizasyonunun artirilmasi ile.
Burada amag bitkinin ilk transkripsiyonel savunma cevabi olugana kadar patojeni

yavaglatmak ve HR sonucu 6len bitki hiicrelerinde hapsetmektir. Oksidatif
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patlamanin savunma mekanizmasindaki bir bagka goOrevi, savunma sinyal
yolaklarinda rol alarak bir takim genlerin ekspresyonunu aktive etmektir. HoO,, SA
biyosentezi icin gerekli olan benzoik asit 2-hidroksilaz (BA 2-H) enzim aktivitesini
indiikler. Ayrica H,O,’in glutatyon S-transferaz (GST) gibi belirli hicre koruma
mekanizmalarinda gorev alan enzim ve proteinleri kodlayan genleri indiikledigi
bilinmektedir. Ayrica ROS’larin hizli bigimde ve yliksek miktarda {iretimi savunma
yanitt veren hiicrelerdeki redoks dengesini Onemli Olclide degistirebilmektedir.
Redoksla-diizenlenen memeli transkripsiyon faktorlerinde oldugu gibi, spesifik bitki
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi de hiicrelerin redoks durumunun degisimiyle
diizenlenmektedir. Ornegin, fungal elisitdre karsi savunma cevabi olusumu i¢in soya
hiicrelerine dis kaynakli H,O, eklenmasi ile fenil alanin amonyak liyaz (PAL) ve
kalkon sentaz (chalcone sentaz, CHS) transkriptlerinde diisiikk seviyeli birikim
gozlenirken, GST, glutatyon peroksidaz ve poliubikitin mMRNA miktarlarinda hizli
artiglar belirlenmistir. Bunlarin disinda, oksidatif patlamanin SA ve SAR olusumu ile
iligkisi incelendiginde, SA’nin H,O, miktarinda artisa yol agtigi ve katalaz
olusumunu inhibe ettigi gosterilmistir. Bu inhibisyon da SAR igin sinyal gorevi

goren H,0O, birikimine neden olmaktadir (Lamb ve Dixon, 1997).

2.3.2.4 Transkripsiyonel Yeniden Programlama (Savunma Genlerinin Aktivasyonu)

Bitkide, patojenle etkilesim sonrasi dayaniklilik cevabinin belirteci olarak kabul
edilen bir takim genlerin aktifleserek eksprese edildigi goriilmektedir. Bu genler, JA
ile iliskili olarak “Vejetatif Depolama Protein 17 (VSP1); SA ile iliskili olarak
“Glutaredoksin 480 (GRX480); etilen iliskili olarak “Patojenez-iliskili-3/Kitinaz B”
(PR-3/ChiB) ve “Patojenez-Iliskili-4/Hevein Benzeri” (PR-4/HEL) gibi proteinleri
kodlamaktadir. JA ve etilen etkisiyle “Bitki Defensin 1.2” (PDF1.2) ya da etilen ve
SA’nin etkisiyle aktive edilen genlerin 0Oriinlerine 6rnek olarak ise “PR-17 ve
“Glutatyon-S-Transferaz 17 (GST1) verilebilir. Bu bilgiler, uygun transkripsiyon
faktorlerinin bazi sinyal yolaklari sonucunda {iretilmesine ya da aktif hale

getirilmesine ihtiya¢ duyuldugunu kanitlamaktadir (Verk ve dig, 2009).

Bitkiler patojen saldirilarinin ardindan bir yandan boélgesel savunma cevabi
olusturuken bir yandan da patojenle inokiile olmamis bdlgelerde bazi PR

proteinlerinin sentezinden sorumlu savunma genlerini aktif hale getirerek bu
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bolgelerde sistemik kazanilmis dayaniklilik (SAR) adi verilen ve farkli patojenlere
kars1 uzun siireli direng saglayan bir savunma cevabini baglatir (Lazniewska, 2010;
Dempsey, 1999; Wang ve dig., 2010). Yapilan g¢alismalarda patojen enfeksiyonu
sonrasinda bitkide hem enfeksiyon bolgesinde hem de uzak bolgelerde SA
seviyesinde artis gozlenmistir (Zhang ve dig., 2010). Biyotrofik patojenlere karsi
dayaniklilikta, SA etkisiyle enfeksiyondan hemen sonra PR proteinlerinin sentezi
baslatilir. SA’nin miktarimin artmasinin PR genlerinin indiiklenmesiyle iliskili oldugu
yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Loake ve Grant, 2007). SAR olusumundaki
rolleri tam olarak belirlenememis olsa da, PR genleri/proteinleri SAR cevabinin
belirlenmesinde Onemli bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Patojen enfeksiyonu
sonrasit daha az miktarda SA salinimi yapan transgenik ttiin ve Arabidopsis’te
yapilan c¢alismalarda bu bitkilerin PR genlerini aktiflestiremedigi ve bu nedenle de

zay1f SAR cevabi olusturdugu diisiiniilmektedir (Durrant ve Dong, 2004).

Bir kism1 antifungal 6zellik gosteren PR proteinlerin sentezi patojenle karsilagsmanin
hemen ardindan indiiklenir. Bu proteinler, serolojik ve amino asit dizi analizine gére
17 protein ailesinde toplanir (van Loon ve dig., 2006). Patojen bitkiyi enfekte
ettiginde, PR-1 proteinleri yuksek diizeyde birikir. PR-1’in hem bitkide hem de in
vitro’da antifungal 6zellik gosterdigi bulunmustur (Niderman ve dig., 1995). PR-2
proteinleri in vitro’da (1,3)-B-endoglukanaz aktivitesine sahiptir. PR-2 proteini
mantar hiicre duvarindaki yapisal (1,3)-B-glukani hidroliz ederek hiicre duvarinin
zayiflamasima yol agar. Bu zayiflamis hiicre duvari hiicrenin lizisine ve Oliimiine
neden olur. PR-3 proteinleri in vitro kitinaz aktivitesine sahiptir. PR-3 proteinleri in
situ hiicre duvarindaki kitin polimerlerini zedeleyen endokitinazlardir. Bu durum
patojen hiicre duvarinin 6zelligini kaybederek giigsiizlesmesine ve patojen hiicrelerin
osmotik olarak daha hassas hale gelmelerine neden olur. PR-4’ler kitin baglayict
proteinlerdir. PR-5 proteinleri taumatinin amino asit dizisi ile 6énemli benzerlik
gosterir ve Taumatin-benzeri (TL) proteinler olarak bilinir. Birgok TL proteini fungus
hiicrelerinin hiicre duvari etkileyerek hiicre gecirgenliginde degisikliklere yol agar
(Selitrennikoff, 2001). Siklofilinler hiicre i¢i siklosporin reseptorii olarak is goren
yiiksek korunmus proteinlerdir. In vitro’da a ve B-glukozidazi baskilarlar (Barbieri ve
dig., 1993).
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2.3.2.5 Programli Hiicre Oliimii

Hipersensitif cevap (HR), bitkiyi isgal eden patojeni besin kaynagindan mahrum
ederek gelisim ve yayilimini durdurma temeline dayanan, programl: hiicre 6liimiine
yol agan, genetik faktorler tarafindan aktiflestirilen, dogal bagisiklik ile kazanilmis
bir savunma cevabidir. HR genellikle nekrotik lezyonlar seklinde go6zlenir.
Hipersensitiflik terimi konukgu bitki hiicrelerinin patojen saldirisina karsi yiiksek
duyarlilik gostermesini ifade etmektedir. Patojen saldirisini takiben konukgu hiicreler
patojenin yayilimini engellemek i¢in intihar mekanizmasi baglatirlar. Genel olarak
HR, oksidatif patlama ve bunu takiben sitoplazmik igerigin akisinda artis,
sitoplazmada graniillesme ve ardindan sitoplazma iceriginde ¢okelmelerin olusumu,
membran bozulmasi ile birlikte zardan ayrilan hiicresel bilesen ve organellerin hiicre
icine dagilmasi ile karakterize edilir (Marsalis ve Natalie, 2006) HR olusumundan
hemen 6nce ya da es zamanli olarak patojenle inokiile olan yaprakta hidrolitik
enzimler, proteinaz inhibitorleri ve bazi PR proteinleri sentezlenir. Patojenin
nekrotrofik veya biyotrofik oldugu bir¢ok konukgu-patojen etkilesiminde, HR olarak
tanimlanan hizli hiicresel intihar olayr tiim savunma cevabina yardimci olarak
patojen gelisimini sinirlar veya oliimiine yardimer olarak savunmada 6nemli rol
oynar. Fakat bazi etkilesimlerde bitki savunmasi HR’den bagimsizdir. HR ile
gergeklestirilen dayaniklilik mekanizmasi konukgu-parazit etkilesimlerinde patojenin
besinsel gereksinimlerine, zamanlamasina, yerine ve konukgu tarafindan gosterilen

yanitin siddetine dayalidir.

2.4 SARI PAS ARASTIRMALARINDA MOLEKULER YAKLASIMLAR

2.4.1 Genomik Yaklasim

Sar1 pas hastaligina direng mekanizmasi, 20. yiizyilin bagindan beri artan bir ilgiyle
aragtirilmaktadir. ilk olarak Biffen 1905 yilinda, Mendel yasalarm takip ederek
bugdayda sar1 pas direncini gostermistir (Hovmoller ve dig., 2011). Gunumuzde
kesinlesmis (Yr harflerinin sonuna numara eklenerek belirtilen) ve kesinlesmemis (Yr
harflerinin sonuna harf eklenerek belirtilen) toplam 70 sari pas dayaniklilik geni
belirlenmistir (Chen, 2005). Belirlenen 70 genin bir¢cogu farkli bugday genotiplerinde
cesitli patojen irklarina karst spesifik olan ve farkli kromozomal bélgelerde bulunan

genlerdir (Chen, 2002). Bilinen genlerin birgogu bitkinin tim gelisim evrelerinde
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dayaniklilik saglamaktadir. Genomik c¢alismalarin 6nemli bir kismi sar1 pas
dayaniklilik  genlerinin  haritalanmasi1 igin molekiiler belirteclerin  (markdr)
gelistirilmesi ve belirteg-destekli secilim (“Marker Assisted Selection” - MAS) ile
yeni cesit gelistirmek iizere, dayaniklilik lokuslariyla baglantili belirteclerin
belirlenmesine yoneliktir. Bircok Yr geni i¢in molekiiler belirtegler tanimlanmustir.
Bunlar arasinda en iyi bilinenleri Yr5, Yr9, Yr10, Yrl5, Yrl7, Yrl8, Yr24, Yr26, Yr28,
Yr32,Yr33, Yr34, Yr36, YrH52, ve Yrns-B1’dir (Chen, 2005). Bulunan belirtecin gen
bolgesine olan yakinligi o belirtecin MAS i¢in kullanilabilirligini artirmaktadir. Bu
belirteclerin belirlenmesinde “Rasgele Artirilmis Polimorfik DNA” (RAPD), “Kisa
Dizi Tekrarlari” (SSR), “Eksprese Edilmis Sekans Etiketi-Kisa Dizi Tekrarlar1”
(EST-SSR), “Dayaniklilik Gen Analog Polimorfizmi” (RGAP) ve “Cogaltilmis Parca
Uzunlugu Polimorfizmi” (AFLP) gibi molekiiler teknikler kullanilmaktadir (Seah ve
dig., 2001; Chen, 2005).

Sar1 pas hastaligima dayaniklilikla iligkili bir gostergenin ve bazi yerel gesitler
arasindaki genetik cesitliligin arastirildigi ¢alismada, bugday EST (eksprese edilmis
sekans) veri tabanindan yararlanilarak elde edilen kontig ve singletonlarin yani sira
RGA (dayaniklilik gen analoglar1)-EST’ler galisilan 3 dayanikli ve 3 hassas bugday
¢esidinde taranmistir (Karakas, 2010).

2.4.2 Transkriptomik Yaklasim

Bugdayin tasidigi biiyiik ve karisik genom, transformasyon zorluklari, kiltire
edilmesinin gii¢liigii gibi nedenleden dolay1 bugday-pas mantari etkilesimini yoneten
genlerin tanimlanmasinda molekiiler ve genetik tekniklerin ¢ogunun kullanimi
kisithdir.  Literatirde daha c¢ok gen ekspresyon analizi odakli ¢aligmalar
bulunmaktadir (Wang ve dig, 2010). Mikrodizin analizi, komplementer DNA
(cDNA) AFLP teknigi ve ¢ip teknolojisi gibi yeni teknolojilerin kullanildigi
aragtirmalara rastlanmaktadir (Wang ve dig., 2010; Coram ve dig., 2008). Bu
caligmalar sonucunda, sar1 pas enfeksiyonuna karsi savunma mekanizmasinda rol
aldig1 tespit edilen birgok mRNA iiriinii ortaya konulmustur. Bu iiriinler sayesinde
dayanikli cesitlerin patojene karsi irka 6zgli ve irka 6zgii olmayan olmak {iizere

karmasik savunma sistemleri gelistirdigi, bu yolla patojen atagmi algiladigi,
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smirlandirdi@i ve karsi ataga gegebildigini gosteren bulgular elde edilmistir. Bu
bulgular dayaniklilikla iligkili pek cok gen hakkinda mRNA diizeyinde bilgiler ortaya
koymustur. Ornegin, SGT1’in, mekanizmas: heniiz anlagilamamis olmakla beraber,
dayaniklilikta 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Azevedo ve dig., 2002). RARI,
SGTI1 ve Hsp90 ile birlikte olusturulan saperon kompleksi, dayaniklilik sinyali i¢in
gerekli substrat stabilitesi veya aktivitesini diizenler (Parmil ve dig., 2004). Bunun
yan1 sira MAP kinazlar (mitojen aktiflestirici protein kinazlar); erken bitki savunma
sinyali icin gereklidirler. Bu enzimler savunma sirasinda transkripsiyonel
diizenlenmeye yardimci olurlar, patojenez ile iliskili PR proteinlerinin anlatimini
tesvik ederler ve patojene karsi direngliligi artirirlar (Zhang ve Klessig, 1997;
Doehlemann ve dig., 2006). SIP kinaz (salisilat duyarli MAP kinaz), WIP kinaz
(hiicre duvarma duyarli MAP kinaz) gibi bitki savunmasinda gorevli MAP kinazlar
da mevcuttur. Ubikitin tim htcrelerde bulunan 76 amino asitlik bir proteindir
(Dreher ve Callis, 2007). Ubikitinasyon hicre cevriminin dizenlenmesi, sinyal
iletimi, programli hiicre oliimii ve DNA onarimi gibi biyolojik slreclerin
duzenlenmesinden, ayrica R geninden kaynaklanan hastalik direngliliginden de
sorumludur. Bu savunma sisteminde ubikitinasyonun roli, sinyal proteinlerinin
modifikasyonu, transkripsiyon, protein trafigi, membran gecirgenli§i ve protein
kinazlarin aktiflestirilmesi gibi hiicresel siire¢lerin diizenlenmesi seklindedir. Bu
gorevlerden sorumlu ubikitinasyon enzimleri ‘ubikitin aktiflestirici enzim (E1),
ubikitin konjuge edici enzim (E2) ve ubikitin ligasyon enzimi (E3)’dir (Yamamoto ve
dig., 2004).

Gen ekpresyonu ¢alismalart kapsaminda iilkemizde yapilan bir bagka ¢aligmada ise,
tez bitki materyali izgi2001°i de icine alan yerel baz1 kishik ekmeklik bugday
cesitlerinde, bitkilerde mantar hastaliklarina kars1 dayaniklilik mekanizmasinda rol
oynayan bazi genlerin karsilastirmali gen ekpresyon analizleri yapilmistir. Bu
analizlerde PR-1 PR-4, PR-5, MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), RAD6
(Ubiquitin-Conjugating Enzyme), Hsp70 (Heat shock protein 70), Hsp90 (Heat
shock protein 90), SGT1 (Suppressor of G2 allele of skpl), RAR1 (Required for
Mlal2 Resistance) ve RLK (Receptor Like Kinase) genleri kullanilmistir. Ayrica
bugday EST veribankasinda stresle iliskili genler ile, belirlenen EST dizilerinden

yola ¢ikilarak elde edilen kontig ve singletonlarin ekspresyonn analizleri
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karsilastirmali olarak incelenmis ve bu yolla sar1 pas dayanikliliginda rol alan genler

belirlenmeye calisiimistir (Karakas, 2010).

2.4.3 Proteomik Yaklasim

Genomik ve transkriptomik tekniklerle enfeksiyon siirecinde anlatimi yapilan birgok
gen belirlenmis olsa da, bu genlerin gorevleri heniiz tam olarak anlagilamamistir. (Ma
ve dig., 2009; Wang ve dig., 2009). Post transkripsiyonal regiilasyonlarin ve protein
kararliliklarinin farkli olmasi nedeniyle transkriptom verileriyle protein diizeyindeki
bilgiler tam olarak ortiismez (Jansen ve dig., 2002). Bitki-patojenez iliskisi gibi son
derece karmasik mekanizmalarin aydinlatilmasinda proteomik analizler daha somut

veriler ortaya koymaktadir.

Son yillarda bitki patojen iliskilerini iceren ¢alismalar siirekli artis gostermektedir
(Yoki ve Samuel, 2007). Bununla birlikte sar1 pas dayanikliligina iliskin bugdayda
yapilan sadece birkac proteomik ¢alisma bulunmaktadir. Bitki dayaniklilig: ile iligkili
birgok caligmada, patojen enfeksiyonundan onceki ve sonraki; ya da bitki patojen
uyumu oldugu veya olmadigt durumlardaki protein anlatim diizeylerinin
karsilastirilmas1 {izerinde durulmustur. Farkli tiirlerde bulunan bir¢ok proteinin
birbirinin homologu olmasi1 sekans benzerliklerinden yola ¢ikilarak tanimlama
yapma olanagi verir (Liska ve dig., 2004). Fungal veya bakteriyel enfeksiyonlar
sirasinda artan proteinlerin ¢ogunun metabolizma, enerji iiretimi ve savunma
mekanizmalarinda gorev alan enzimler oldugu goriilmektedir. Bugday ve Fusarium
graminearum etkilesimi tizerine yapilan proteomik ¢alismalarda; antioksidan 6zellik
gosteren ve jasmonik asit sinyal yolaginda, PR cevabi, aminoasit sentezi, karbon ve
azot metabolizmasinda ve stres cevabinda gorev alan proteinlerin anlatim diizeyinin
arttigr gosterilmistir (Wang ve dig., 2005; Zhou ve dig., 2005, 2006; Li ve dig.,
2011).

Daha once belirtildigi lizere bugday ve pas etmeni arasindaki iligkinin ¢alisildig1 az
sayidaki ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmalardan birinde Rampitsch ve dig. (2006),
kahverengi pas enfekte ve bos inokiilasyon yapilmis duyarli bir ¢esit ile ¢alismis, 2-
boyutlu jel elektroforezi (2-DE) ve Kkitle spektrometrik analizler (MS) ile
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inokilasyondan 9 gin sonraki protein profillerini incelemislerdir. Bu ¢alismada
bitkiye ait 7 ve daha 6nceden de belirlenmis, fungusa ait 22 adet protein ve 3 tane
daha 6nce belirlenmemis, fakat fungal orijinli oldugu diisiiniilen protein saptanmaistir.

(Rampitsch ve dig., 2006).

Sar1 pas etmeni bugday iliskisini igeren ¢alismalarda ise Ma ve dig. (2009),
tarafindan  yapilan bir ¢alismada patojene dayamikli bugday ¢esidi
Taichung29*6/Yr5’in CYR32 sar1 pas irki ile inokiile edilmis ve bos inokiilasyon
yapilmis Orneklerindeki protein profilleri karsilagtirilmistir. Farkli anlatim yaptigi
belirlenen 11 protein incelenmis ve 1 homeodomain protein, 1 beta-glukozidaz ve 1

glutatyon transferaz proteinlerine rastlanmistir (Ma ve dig., 2009).

Literatlirde sar1 pas-bugday iliskisi konusunda yapilan en giincel ¢alisma ise 2011
yilinda Li ve dig. (2011) tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada viriilent olan ve
olmayan iki farkli Pst irki ile inokiile edilen bugdayda; inokiilasyon sonrasi 24. ve
72. saat ornekleri 2-DE ve MS analizi ile incelenmistir. Hassas ve direngli irklar
arasindaki protein miktar farkliliklarimi belirlemek amacli yapilan bu calismada;

farkli anlatim yaptig1 belirlenen 23 protein tanimlanmistir (Li ve dig., 2011).

2.5 IKi BOYUTLU SIVI KROMATOGRAFISI (2D-LC)

Total protein igerigini olusturan proteinlerin yiiksek coziiniirlikte tek tek ve
tekrarlanabilir bicimde ayirimi proteomik calismalarin en dnemli agsamasidir. Genel
olarak bu asamada iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE) ve iKi
boyutlu sivi kromatografi (2D-LC) sistemleri kullanilmaktadir. 2D-PAGE daha
yaygin kullanilan ydntem olmasmna ragmen; uygulama zorlugu, fazla zaman
gerektirmesi, duyarliliginin ve tekrarlanabilirliginin diisiik olmas1 gibi 6nemli
sorunlar igermektedir. Ayrica kiitle spektrometrisi ile alman sonuglar, 2D-PAGE
yonteminin hidrofobik proteinlerin saptanmasinda ve 6zdes molekiil agirligina sahip
olan proteinlerin belirlenmesinde yetersiz kalabildigini gostermektedir (Park, 2004).
Ayrica diisiik anlatim diizeyine sahip proteinlerin belirlenmesinde de sorunlar
yasanmaktadir (Park, 2004; Agrawala ve dig., 2005). Bu nedenle tez calismasinda
proteinlerin analizi 2D-PAGE’ye alternatif olarak gelistirilmis iki boyutlu sivi
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kromatografi (2D-LC) sistemi olan ProteomelLab PF2D (protein fractionation 2

dimensional; Sekil 2.7) sistemi ile gergeklestirilmistir.

Sekil 2.7: Beckman Coulter PF2D Sistemi.

2.5.1 Birinci Boyutta Ayirim

PF2D sisteminde protein Ornekleri, birinci boyutta “chromatofocusing™ (CF)
kolonunda izoelektrik noktalarma (pI) gore ayristirtlmakta ve ayrilan proteinler 96
kuyulu mikroplakalara fraksiyonlanmaktadir. Birinci boyutta izoelektrik noktasina
gore ayirimin saglanabilmesi i¢in kolon icinde pH 8.5 ’dan baslayarak pH 4.0’a
dogru giden bir pH gradiyenti olusturulmaktadir. Bu siiregte kolondan gecen
proteinler kendi izoelektrik noktalar1 ve kolon i¢indeki pH degerine gore kolondan
diglanmakta veya tutulmaktadir. Baska bir deyisle kolondan gegen proteinlerin
ayirimi pl degerlerinin kolon i¢i pH’sina gore yiiksek, diisiik veya ayni degerde
olusuna gore gergeklesmektedir. Protein 6rnegi, sisteme yiiklendikten sonra ilk 20-40
dakika kolondan sadece baslangic tamponu (pH 8.5) ge¢mekte, bu siirecte pI’si
8.5’dan biiyilkk olan proteinler kolondan atilarak zamana bagli olarak
fraksiyonlanmaktadir. Siire sonunda sistemde yavas yavas pH degeri 4.0 olan
eliisyon tamponu akigi baslatilmaktadir. Boylece yontemde belirtilen siireye bagl
olarak 1. boyut kolonunun i¢ pH’si, 8.5’dan 4.0’¢ kadar yavas yavas (0.3 birim
aralikla) diisiiriilmektedir. Gradiyent sirasinda proteinin pl degeri kolon i¢i pH’sindan
yiiksek ise kolondan atilmakta, ayn1 degere sahip ise kolonda asil1 kalmakta ve eger

diisiikse kolon i¢ yiizeyinde tutulmaktadir (Sekil 2.8). Kolondan ¢ikan proteinler, 96
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kuyulu mikroplakalarda toplanmadan énce UV-1 detektoriin 6nlinden gecmektedir.
Bu dedektor 280 nm’de proteinlerin absorbans degerini Olgerek 1. boyut
kromatogramini olusturmaktadir. Baglangi¢ tamponu gegisi durup tamamen eliisyon
tamponunun gecisi gerceklestiginde ise kolon i¢i pH’s1 4.0 e indirilmis olur. Sadece
eliisyon tamponu gegisinin oldugu son 20 dakika boyunca da zamana bagli olarak
asidik proteinlerin ayirimi gergeklesmektedir. Tiim ayirim siiresince kolondan ¢ikan
proteinlerin 280 nm’deki absorbanslart UV-1 detektdr tarafindan 6lgiilerek varligi ve
miktarin1 gosteren “UV-1 kromatogrami”na doniistiirilmektedir. pH gradiyenti
tamamlandiktan sonra kolon HISS soliisyonu ile yikanmaktadir. Bu soliisyon pH

4.0’da kolondan ayrilmamais olan proteinleri kolondan uzaklastirmaktadir.
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Sekil 2.8: Birinci boyut kolonunda proteinlerin pl noktalarina gore ayirimi.

A- 11k 20 dakika kolon ici pH degeri, baslangic tamponundan dolay1 8.5°dir. Bu siiregte
pl degeri 8.5’den biiyiik olan proteinler (Proteinl) itilerek kolondan atilir, pI degeri
daha diisiik olan proteinler ise kolon yiizeyinde tutulur (Protein2).

B- 20 dakika sonunda eliisyon tampon akisinin baslatilmasiyla kolon i¢ pH degeri diismeye
baglar. Boylece bir pH gradienti boyunca dnce kolon i¢ yuzeyinde tutulan proteinler
(Protein2) kolon i¢ pH’si kendi pI degerinde ise kolon iginde asili kalirlar.

C- Kolon i¢ pH degeri eger proteinin (Protein2) pl noktasindan daha yiiksek ise bu durumda
protein kolon i¢ ylizeyine tutunmaktadir.

D- pH gradiyenti boyunca kolon i¢i pH nin siirekli azalmasiyla kendi pI noktasindan daha
diistik bir ortama giren proteinler (Protein2) serbest kalarak ve itilerek kolondan atilir.

2.5.2. Ikinci Boyut Ayirim

Birinci boyutta ayirim sirasinda fraksiyonlanan her bir kuyucuktaki protein
karisiminin 200 pL’si otomatik olarak 2. boyut ayirim i¢in HPRP kolonuna transfer
edilir. Bu karisimda yer alan proteinler, hidrofobisite 6zellikleri temel alinarak HPRP

kolonunda H,O ve asetonitril ile olusturulan hidrofobisite gradiyenti sayesinde



26

ayirilmaktadir (Sekil 2.9). Bunun i¢in, baslangicta kolondan %100 H,O gegisi ile
hidrofilik proteinlerin ayirimi gergeklestirilirken daha sonra yavas yavas asetonitril
gecisi baglatilmakta ve %100 asetonitrile dogru bir gradiyent akisi saglanmaktadir.
Boylece kolon i¢inde polardan apolara dogru bir ortam saglanmakta ve hidrofobisite
Ozelligi en diisiik olan proteinlerden baglanarak gradiyent boyunca hidrofobisitesi
artan proteinlerin ayirimi gergeklestirilmektedir. Kolondan ayirilan proteinler zamana
bagli olarak (0.75 mL/0.5 dakika) 2. boyut fraksiyon toplayicida 96 kuyulu
mikroplakalarda fraksiyonlanmaktadir. Son olarak da %100 asetonitril gegisiyle
hidrofobisitesi en yiksek olan proteinlerin ayirimi yapilmakta ve 2. boyutta ayirim

tamamlanmaktadir.

Akis Yonii
/' Hidrofilik Proteinler _-r e

Diisiik Hidrofobisite
gosteren proteinler

Sekil 2.9: ikinci boyut kolonunda proteinlerin hidrofobitesine gére ayirimi (Proteinler mobil
fazda kolona girer. Hidrofobik proteinler, kolonun hidrofobik yiizeyi tarafindan tutulur ve ilk
olarak hidrofilik proteinler kolondan ¢ikarlar. Daha sonra mobil fazdaki bilesenlerin
olusturdugu hidrofobisite gradienti boyunca affinitesi azaldik¢a proteinler serbest hale
gecgerek kolondan ¢ikarilir.)

Bu modilde bulunan UV detektor, 214 nm dalga boyundaki kolondan gecen
proteinlerin peptid baglar1 tarafindan absorplanan 1sinlar1 Olcerek daha hassas
bicimde protein tayini yapmaktadir. Boylece elde edilen UV piklerinin her biri bir
proteini temsil etmekte ve her fraksiyon icin bu piklerden olusan “UV-2
kromatogram:” olusturulmaktadir. Bu siire¢ 1. boyutta ayrilan ve 2. boyuta transfer

edilen her fraksiyon i¢in tekrarlanmaktadir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. BITKIi MATERYALININ HAZIRLANMASI

Bitki materyallerinin hazirlig1 kapsaminda, tohumlarin ekimi, bitkilerin yetistirilmesi
ve patojenle inokiilasyon galigmalart TUBITAK, 1097293 no’lu COST projesi
kapsaminda Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi, Tarimsal Arastirmalar Genel
Midiirligi (TAGEM)’ne bagh Tarla Bitkileri Merkez Arastirma Enstitlisi (TARM)
proje personeli tarafindan yapilmistir. Ornek alimi ise TUBITAK MAM Gen
Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii (GMBE) proje personeli tarafindan
inokiilasyonu takip eden 24, 48, 72 ve 96. saatlerde gerceklestirilmistir.

3.1.1. Bitki Materyali

Bu tez calismasinda bitki materyali olarak, TAGEM’e bagli Anadolu Tarimsal
Arastirma Enstitlisii (ATAE) tarafindan gelistirilerek tescil edilmis olan, sar1 pasa
dayanikli, kislik ekmeklik bugday cesidi “Izgi 2001 (Sekil 3.1), patojenin hastalik
olusturma yetisinin degerlendirilmesi amaciyla da sar1 pas hastaligina hassas bugday

¢esidi “Little Club” kullanilda.

Sekil 3.1: Izgi 2001 gesidi bugday ornekleri (ATAE, 2012)
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Izgi 2001 ¢esidi, sar1 pas hastalig1 etmeni olan Puccinia sitriiformis f. sp. tritici’ye
kars1 dayanikli bir genotip olmasi ve daha 6nce gergeklestirilen projelerde molekiiler
diizeydeki ¢aligmalarin yapildig1 yerel bir ¢esit olmasi nedeniyle tez ¢alismasinda
dayaniklilik mekanizmasinda rol oynayan proteinlerin belirlenmesi amaciyla

kullanilmistir. Ceside ait 6zellikler Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: izgi 2001 cesidine ait 6zellikler (ATAE, 2012).
Morfolojik Ozellikleri

Kilgikl

Bagak Rengi Beyaz
Dane Rengi Beyaz
Boy: 95-105 cm

Tarimsal Ozellikleri

Kisa dayamkhhig:: Iyi
Kardeslenme: Orta-Yiksek
Erkencilik: Erkenci
Yatma: Dayaniklt

Verim Ozellikleri

Ortalama: 300 kg/da

Min-Maks: 200-500 kg/da

Teknolojik Ozellikleri

Bintane Agirligi 34-35¢

Hektolitre Agirhigt 79-81 kg

Sedimentasyon Degeri 30-40 mL

Hastalik ve Zararh: Sar1 pas, siirme ve rastiga dayanikli

3.1.2. Patojen Kaynag

Tez kapsaminda, iilkemiz i¢ Anadolu Bolgesi’nde yayilis gosteren, sar1 pas hastaligi
etmeni Puccinia striiformis f. sp. tritici fungusu patojen kaynagi olarak kullanildu.
Patojenin iirediosporlari, TARM Ankara, Haymana Ikizce Arastirma ve Uygulama
Ciftligi Hastaliklara Dayaniklilik Islah1 Boliimii tarlasindan 2009 Mayis-Haziran
aylarinda toplandi ve TARM seralarinda, kontrollii kosullarda, hassas c¢esitler

tizerinde ¢ogaltildi.
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Cogaltilan sporlar tez calismasinda kullanilacak bitki materyalinin inokiilasyonundan

hemen Once toplanarak taze olarak kullanildi (Sekil 3.2).

0 3 ‘
a®
Sekil 3.2: Patojen sporlarinin enfeksiyon igin hazirlanmas.
(A, B, C; Tez materyalinin inokullasyonunda kullanilmak {izere hassas gesit iizerinde

cogaltilarak taze spor liretimi, D; Cogaltilan tirediosporlarin mineral yag ile karistirilarak
inokiilasyona hazirlanmasi)

3.1.3. Bitkilerin Enfekte Edilmesi

Tezde, bitkinin sar1 pas etmenine kars1t gdstermis oldugu dayaniklilik cevabinda rol
alan proteinleri belirlemek {iizere, patojen bulastirilmis (enfekte) Orneklerle,
karsilastirma yapilacak kontrol 6rnekler arasinda, patojen disinda baska bir uyaranin
bulunmamasi saglandi. Bu amagla kontrol bitki materyali ile enfekte edilecek bitki
materyali ayn1 zamanda ve aynmi bi¢imde ekilerek aynmi fiziksel kosullar altinda
yetistirildi. Bitkiler iki yaprakli doneme geldiginde inokiilasyon g¢alismalari
gerceklestirildi. Inokulasyon asamasinda, sar1 pas sporlari ile inokiile edilen bitkilerle
patojen sporlar1 icermeyen ancak diger tiim inokiilasyon islemleri igeren bos (mock)
inokiilasyona tabii tutulan kontrol bitki drnekleri ayni zamanda ve ayni kosullar
altinda yetistirildi. Her bir zaman dilimi i¢in etiketlenen 80 bitkiden 40’1 Puccinia
striiformis f. sp. tritici iirediosporlarinin mineral yag igerisine karistirilarak bitkilere

puskiirtiilmesi seklinde, diger 40 bitki ise kontrol amacli olarak sadece mineral yagin
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bitkilere piiskiirtiilmesi seklinde inokiile edidi. Inokilasyonu takiben enfekte bitki
materyali ile kontrol bitki materyalleri birbirinden ayr1 ancak aym fiziksel kosullara
sahip sera kosullarinda muhafaza edildi. Yapilan inokiilasyon denemelerinin
basarisin1 test etmek amaciyla, es zamanli olarak hassas bitkilere de patojen
bulastirildi. Ayrica ¢alisma materyalini olusturan bitkilerde inokiilasyonun basarili
bicimde gergeklesip gerceklesmedigini belirlemek iizere numaralandirildi ve her
bitkinin bir yapragi Ornek olarak alinirken diger yapragi enfeksiyon cevabim
gozlemek tiizere birakildi (Sekil 3.3). Alinan Ornekler derhal sivi azot igerisinde
donduruldu ve protein ekstraksiyonu yapilincaya kadar -86°C’lik derin dondurucuda
muhafaza edildi. Bitki iizerinde birakilan diger yaprak ise inokiilasyonun basarili
olup olmadigimi degerlendirmek tizere 20 giin boyunca go6zlendi. Bu sire¢ sonunda
tiim bitkilerde tek tek inokiilasyon degerlendirmesi yapildi ve enfeksiyon cevabi ayni

siddette gerceklesen bitkilere ait yapraklar proteom analizlerinde kullanildi.

Sekil 3.3: Bitki materyalinin hazirlanig agamalari.
a. Her bir bitkinin tek tek etiketlenip grup grup depolanmasi. b. Yaprak drneklerinin
alinmast. c. Alinan 6rneklerin ayr1 ayr etiketlenmis tiiplere yerlestirilmesi.

3.1.4. Enfeksiyon Cevabiin Mikroskobik Olarak incelenmesi

Inokiilasyonun  kontrolii amaciyla bitki iizerinde birakilan yapraklardan
inokiilasyonun 5. giinlinde alinan Orneklerde, mikroskobik ¢aligmalar yapilarak
bitkilerdeki enfeksiyon cevabi incelendi. Hassas ¢esit Little Club’da patojenin yaprak
hiicrelerine girisi ve hif yapilarinin gelisimi tripan mavisi yontemiyle gosterildi. Tez
calismasinda kullanilan Izgi 2001°de ise dayaniklilik cevabinm ilk gdstergesi olan ve
HR olarak adlandirilan programli hiicre 6liimii; 6len hiicrelerde biriken fitoaleksin,
gliseolin gibi bilesiklerin floresan 151ma O6zelliginden yararlanilarak floresan

mikroskopta gosterildi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4: Yapilan inokiilasyon ¢aligmalarinda enfeksiyon cevabinin mikroskobik olarak
gorintulenmesi
A. Kontrol amagli bos inokiilasyon yapilan Izgi 2001 bitki yapragimin floresan mikroskop
altindaki goriintiisii, B. Patojenle inokiile edilmis dayanikli gesit izgi 2001°de enfeksiyon
cevabi olan HR bolgelerinde floresan 1s51ma, C/E. Kontrol amagli bos inokiilasyon yapilan
LC bitkilerinde tripan mavisi boyama yontemi sonucu yaprak goériintimii, D/F. Hassas ¢esit
LC’de trypan blue boyama yontemi ile patojen sporlarinda hif geligiminin goriiniimdi.

3.1.5. Enfeksiyon Cevabimin Makroskobik Olarak incelenmesi

Enfeksiyonun gdzlenmesi icin kullanilan mikroskobik yontemlerin yami sira
makroskobik gbzlem de gergeklestirildi. Bu amacla inokilasyonun 16. giiniinde tim
bitkilerde yaprak yiizeyinde gozlenen belirtiler (Sekil 3.5) Mc Neal (Mc Neal, ve
dig., 1971) skalasina gore degerlendirildi. Bundan 2-3 gin sonra da ikinci
degerlendirme yapilarak her bitki i¢in enfeksiyon cevabi skorlandi. Bu skalada 0-6
arasindaki bitkiler dayanikli, 7-9 aras1 deger alan bitkiler ise hassas olarak kabul
edilmektedir. Tez bitki materyalini olusturan Izgi 2001 ¢esidinde tiim bitkiler

beklendigi bigimde 0-1 skala degerini almis olup hastalik belirtisi gozlenmemistir.
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Sekil 3.5: Dayanikli ve hassas ¢esitlerin makroskobik goriintiisii.

3.2. PROTEIN ORNEKLERININ HAZIRLANMASI

3.2.1. Protein izolasyonu

Bitki ornekleriyle, 6zellikle bitkinin yesil kisimlariyla ¢alisildiginda elde edilen total
proteinlerin yaklasik %50’sini fotosentezde rol alan RuBisCo (Rubiloz-bifosfat
karboksilaz) alt birimleri olusturur. Bu durum diisiikk anlatim diizeyine sahip
proteinlerin ve RuBisCo alt birimleriyle 6zdes pl noktasina sahip olan proteinlerin
goriintiilenmesini ve tanimlanmasini engeller. Bu engellemenin 6niine ge¢cmek ve
dayaniklilik mekanizmasinda rol alan proteinleri yiiksek bir verimlilikle
belirleyebilmek amaciyla izolasyon RuBisCo alt birimlerini uzaklagiran Mg/NP40
yontemi ile gerceklestirildi (Kim ve dig., 2003). Bu yontemde kullanilan kimyasallar
ve ¢Ozeltiler Tablo 3.2°de verildi.
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Tablo 3.2 Protein izolasyonu icin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlanislar

Kimyasal/gozelti
Ad1

icerigi

Hazirlanisi

Poli(vinil poli-pirolidon)
(PVPP- Fluka 77627)

0.1 g PVPP (1 g doku i¢in)

Her 1 g doku icin 0.1 g olacak
sekilde tartild1.

Lizis Tamponu

0.5 M TrisHCI pH 8.3 (Roche
122010),

% 2 Igepal (v/v) (Sigma 17771),
20 mM MgCl, (Sigma M8266),
%2 Beta Merkaptoetanol,
(Applichem A1108),

1 mM PMSF (Fenil metan
sulfonil florid) (Sigma P7626)

Tiim bilesenler tartilip 50 mL
dH,0 ile ¢dzindurildi ve son
hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

%50 PEG4000 (Poli etilen
glikol);

50 g PEG4000 (Sigma 95904)

Bilesen tartilip 50 mL dH,0
icerisinde ¢6zundirildu.

Proteaz Inhibitér Karisimu
(Sigma P2714)

1 mL dH,Oile ¢bzlnduruldi ve
1 g dokuya karsilik 50 pL
olacak sekilde kullanildi.

Cozlndirme Tamponu

7.5 MUre (Sigma U0631),
2.5 M Tiyolre (Sigma T7875),
%12.5 (v/v) Gliserol (Sigma

Bilesenler tartilip dH,0O
¢Oziindirildi ve 50 mL’ye
tamamlandi.

6279),

62.5 mM TrisHCI pH 7.8,
6.25 mM Tris (2 karboksietil
fosfin, TCEP) (Sigma C4706),
%12.5 (w/v) n-oktilglikozit
(OG) (Sigma 08001)

[zolasyonda sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

-86°C’lik dondurucudan alinan drnekler siv1 azot i¢inde muhafaza edilerek bir
araya getirildi ve 1 g dokuya karsilik 0.1 g PVPP ilave edildi.

Yaprak dokular1 siv1 azot ile dondurularak vibrasyonlu 6giitiictide (RETSCH
MM301) iyice toz haline getirildi.

Toz haline getirilmis olan yaprak dokularmnin {izerine 30 ml lizis tampon
ilave edildi ve 15 dakika buz banyosunda bekletildi.

Karisim 1000 xg’de +4°C’de 15 dakika santrifiij edilerek hiicre artiklarinin
cokmesi saglandi ve siipernatant yeni tlipe aktarildi.

Silpernatant Uzerine son hacmin %15’1 olacak sekilde %50’lik PEG4000
solusyonu eklendi ve 30 dakika buz banyosunda bekletildi. Bekleme
siirecinde, karisim 10’ar dakika araliklarla vortekslendi.

Sure sonunda RuBisCo proteinleri 17000 xg’de +4°C’de 15 dakika santrifiij
edilerek ¢okturuldu.

Yeni tlipe alinan siipernatantin iizerine geri kalan proteinlerin ¢okmesi i¢in 4

hacim soguk aseton ilave edilerek -20°C’de gece boyu birakildi.
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8) Ertesi giin 23000 xg’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilip slipernatant atildi.

9) Protein ¢okeltisini pigmentlerden temizlemek amaciyla pellet tizerine 10 mL
soguk aseton ilave edilip vortekslendi ve en az 30 dakika -20°C’de birakildu.

10) 4300 xg’de +4°C’de 10 dakika santrifiijlenerek iist s1v1 atildi. Bu islem pellet
temizlenene ve siipernatant renksizlesene kadar 3-4 kez tekrar edildi.

11) Son yikamadan sonra iist s1v1 atild1 ve protein ¢okeltisi aseton kokusu gidene
kadar (yaklasik 30 dakika) ¢eker ocakta kurumaya birakildi.

12) Pellet kuruduktan sonra 1 mL ¢Ozundirme tamponu ve 150 pL taze
hazirlanmis proteaz inhibitor karisimi eklenerek ¢oziindiiriildii. Coziinmeyi
artirmak lizere 7 W’da 5 kez 5 saniye sonikasyon (MSE soniprep 150)
uygulandi.

13) Karisim 30000 xg de 22°C’de 30 dakika santriftj edildi.

14) Protein ¢ozeltisi, ultrasantrifiij tiiplerine aktarilarak 100000 xg de 22°C’de 1
saat santrifiij (Beckman Coulter Optima MAX) edilerek diisiik molekiil
agirligina sahip molekiiller ¢oktiiriilerek uzaklastirildi.

15) Siipernatantin 100 pL’si protein konsantrasyon tayini ve tek boyutlu SDS-
PAGE analizi igin ayirildi. Kalan kism1 LoBind (Eppendorf, 022431081)
tiiplere alinarak PF2D sisteminde iki boyutlu ayirimi yapilincaya kadar
—86°C’de saklandu.

3.2.2. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Izole edilen proteinlerin konsantrasyonu modifiye Bradford yontemi ile belirlendi
(Bradford, 1976). Bu yontem organik boyalarin, proteinlerin asidik ve bazik gruplari
ile etkileserek renk olusturmasi esasma dayanmaktadir. Oncelikle bovine serum
albumin (BSA) proteini ile 0-300 pg/mL konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi
(Tablo 3.3). Standartlar analiz edilecek proteinlerin ¢ozilindiiriildiigii ¢6ziindiirme
tamponunda hazirlandi. Coziindiirme tamponundaki kimyasallarin Bradford reaktifi
ile etkilesimini en aza indirgemek i¢in hem Ornekler hem de standartlarin
hazirliginda kullanilan ¢6ziindiirme tamponu HPLC icin uygun su ile 1:10 (v/v)

oraninda sulandirild.
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Tablo 3.3: BSA standartlarinin hazirlanmasi

1/10 (viv)
BSA Standart Stok BSA Sulandirilmig
Konsantrasyonlari (1 mg/mL)’dan alinan Cozlindlrme
(ug/mL) hacimler (uL) Tamponundan Alinan

Hacimler (uL)

0 - 500

50 25 475

100 50 450

150 75 425

200 100 400

250 125 375

300 150 350

Ornek ve standartlar hazirlandiktan sonra 10’ar pL alnarak 3’er tekrarli olacak
sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalarm kuyucuklarma koyuldu. Uzerlerine 200 pL 1x
Bradford reaktifi (Bio-Rad 500-0006) eklendi. Mikroplaka 5 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Siire sonunda olusan renkli bilesigin 595 nm’deki absorbansi mikroplaka
okuyucu ile (Bio-rad 3550) olgiildi. Standartlara ait veriler kullanilarak standart
grafik olusturuldu. Orneklere ait absorbans degerleri standart grafigin dogru
denklemi yardimiyla degerlendirildi ve Orneklerin protein konsantrasyonlari

hesaplandi.

3.3. ELEKTROFORETIK ANALIZLER

Izole edilen proteinlerin kalitatif analizi, tek boyutlu sodyum dodesil sulfat poli
akrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile gergeklestirildi (Walker, 2002).

3.3.1. Jelin Hazirlanmasi

Elektroforezde kullanilan tiim cam malzemeler ve jel kaseti siv1 deterjan ile yikanip
ardindan distile sudan geg¢irilerek durulandi. Bu islemin ardindan jel kaseti icin
gerekli cam plaklar etanol ile silindi ve kagit mendil (kimwipes) ile partikiil
kalmayacak sekilde kurulandi. Jel kaseti ¢alismada kullanilan elektroforez sisteminin
kitapgiginda belirtildigi sekilde hazirlandi. %12.5 akrilamid iceren ayirma jelini
hazirlamak tizere 2.5 mL TrisHCI (1.5 M, pH 8.8), 2.26 mL distile su (dH,0), 10 puL
SDS (% 10 w/v), 4.17 mL Akrilamid/Bisakrilamid (29:1 w/w) iyice karistirlirilip
polimerizasyonu engelleyen oksijeni uzaklastirmak i¢in 15 dakika vakumda

bekletildi. Ardindan karsima polimerizasyonu saglamak {izere polimerizasyon
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baslatict % 10 (w/v) amonyum persiilfat (APS, Sigma A9164) ve katalizor Tetra
metil etilen diamin (TEMED, Sigma T7024)’den 10 pL eklenip hava kabarcigi
olusturmamaya Ozen g0sterilerek iyice karigtirildi ve bu karisim kasetin 4/5’ini
dolduracak sekilde enjektor yardimiyla iki cam arasina bosaltildi. Polimerizasyon
sirasinda jelin iist yiizeyinde diizgiin bir hat olusmasi ve ylizeyin oksijen ile temasini
engellemek icin, yizeyi Ortecek sekilde suyla doyurulmus bitanol enjekte edildi. Jel
kaseti polimerizasyonun gerceklesmesi igin hi¢ hareket ettirilmeden yaklasik 45
dakika oda sicakliginda bekletildi. Ayirma jeli polimerize olduktan sonra iist kisimda

bulunan suyla doyurulmus biitanol kurutma kagidi ile uzaklastirild1 ve yiizey birkag

kez dH,O0 ile yikandi.

Total akrilamid oran1 %4.5 olan yiikleme jelini (iist jel) hazirlamak {izere 625 pL
TrisHCI (1 M, pH6.8), 3.59 mL distile su (dH,0), 5 puL SDS (% 10 w/v) ve 750 uL
Akrilamid/Bisakrilamid (29:1 w/w) iyice karistirilip oksijeni uzaklastirmak igin
vakumla 15 dakika bekletildi. Ardindan karsima %10 (w/v) APS ve 10 uL TEMED
ilave edilip kopiik olusturmadan dikkatle karistirildi ve jel kasetinin tamamim
doldurana kadar ayirma jelinin tizerine dokiildii. Yiikleme kuyucuklarinin olugmasi
icin tarak yerlestirildikten sonra polimerize olmasi i¢in yaklasik 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Jel polimerize olduktan sonra, tarak cikarilip kuyucuklar
dH,0 ile yikandi. Jel kaseti elektroforez tankina yerlestirildi. Tank, jel kasetinin
izerini kapatacak sekilde 1x yiikleme tamponu ile dolduruldu ve her kuyucuk bu

tamponla yapilan pipetajlar ile yikandi ve 6rnek yiiklemeye hazir hale getirildi.

3.3.2. Proteinlerin Jele Yiklenmesi

Izole edilen total protein drneklerinden 10 uL alinarak iizerine 2 pL yiikleme boyasi
ilave edilip karnistirildi ve 3 dakika boyunca 95°C'de inkiibe edilerek proteinlerin
denatlire edilmesi saglandi. Ardindan bir kuyucuga da 5 pL protein belirteci ve kalan
her bir kuyucuga 12 pL 6rnek boya karigimi yiklendi. Protein karigimlart ayirma
tamponuna gelene kadar (10-15 dak) 80 V, daha sonra ise 120 V elektrik akimi
uygulanarak yaklasitk 1 saat vyiiriitiildi. FElektroforez tamamlandiktan sonra
Coomassie boyama yontemi kullanilarak protein bantlar1 goriintilendi. Bu yontemde

kullanilan kimyasallar ve ¢ozeltiler Tablo 3.4’de verildi.
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Tablo 3.4: Protein 6rneklerinin jele yiiklenmesi ve ylriitme islemi i¢in gerekli tamponlar

Kimyasal/gozelti

Ad1 icerigi Hazirlamis1

10x yiritme tampon 30 g Tris base, Bilesenler 500 mL dH,O’da
144 g Glisin, ¢oOziindiiriildii ve hacim 1 L’ye
1gSDS tamamland.

Ornek yiikleme boyasi % 1 SDS, Bilesenler tartilarak 1 mL
% 0.1 bromofenol blue dH,0O’ da ¢oziindiiriildii.

3. 3.3. Jelin Boyanmasi

Yiiriitme sonrast jel kasetten cikartildi, tabani diizglin bir kaba alinarak bantlarin
gorilinlir hale gelmesi i¢in iizerine hazirlanmis olan Coomasie boyasindan 40 mL
eklenip 1 saat c¢alkalayicida bekletildi. Bu islemin ardindan Coomasie boya
uzaklastirthip jelde sadece bantlarin boyanmasi, diger kisimlardaki boyalarinin
uzaklastirilmasi i¢in hazirlanan yikama (destaining) soliisyonundan 40 mL eklendi.

Gerekli boyalarin igerikleri ve hazirlaniglart Tablo 3.5’de verildi.

Tablo 3.5: Jelin boyanmasi igin gerekli boyalarin igerigi ve hazirlanisi

Kimyasal/gozelti

Adi icerigi Hazirlamisi
Coomassie Boyasi % 0.1 (w/v) Coomassie Bilesenler karigtirildi ve 1
Brilliant Blue (R-250- L’ye dH,0 ile tamamlanda.

Sigma B0149),
% 50 (v/v) etanol,
% 10 (v/v) asetik asit

Yikama (Destaining) % 10 metanol, 100 mL metanol ve 70 mL
Soliisyonu % 7 asetik asit asetik asit alinarak dH20 ile
1 L’ye tamamlandi.

3.4. PROTEINLERIN SIVI KROMATOGRAFIi SIiSTEMi (PF2D) iLE iKi
BOYUTLUAYIRIMI

Tez calismasinda proteinlerin analizi 2D-PAGE’ye alternatif olarak gelistirilmis iki
boyutlu sivi kromatografi (2D-LC) sistemi olan ProteomelLab PF2D (protein

fractionation 2 dimensional) sistemi ile gergeklestirildi.

Calismada kullanilan PF2D sisteminin diizgiin bigimde ¢alisabilmesi igin gerekli
olan hazirlikk asamalari ve cihaza ait tim islemler “Beckman Coulter PF2D

Operator’s Manual”de gosterildigi sekilde yapildi ve tiim asamalar asagida belirtildi.
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3.4.1. Cam Malzemelerin Hazirlanmasi

Tim HPLC sistemlerinde oldugu gibi PF2D sistemi ile kullanilacak olan tiim cam
malzemeler herhangi bir yag ve protein kirliligi tasimamasi i¢in 6zel bir yikama
isleminden gegirilir. Bunun i¢in tiim cam malzemeler deterjanla yikanip, saf sudan
gecirilerek kurutuldu. Daha sonra tiim malzemeler sirastyla HPLC i¢in uygun su (JT
Baker, 4218), 2-propanol (Riedel-de Haen, 24137) , diklorometan (Sigma, 34856) ve
hekzan (Sigma, 34859) ile yikandi. Daha sonra tekrar diklorometan ve 2-

propanolden gegcirilip son olarak HPLC igin uygun su ile durulanarak kurutuldu.

3.4.2. Soliisyonlarin Hazirlanmasi

PF2D sistemi, proteinlerin farkli ozelliklerini temel alarak ayirim yapan iki
modiilden olugsmaktadir. Proteinlerin izoelektrik noktalarma (pI) gore ayiran modiil
(birinci boyut); “High Performance Chromatofocusing Fractionation” (HPCF)
kolonu. Proteinlerin birinci boyutta aymrimi igin bir pH gradienti (8.5-4.0)
olusturulmak tizere “Baslangi¢ Tampon” (BT, pH 8.5) ve “Eliisyon Tampon” (ET, pH
4.0) hazirland1. Orneklerin kolondan gecisi tamamlandiktan sonra kolonun temizligi,
yiiksek 1yonik kuvvetli soliisyon (HISS) adi verilen 1 M NaCl soliisyonu ve HPLC
icin uygun su ile yapildi. Proteinlerin 1. boyut ayiriminda, saglikli bir pH
gradientinin olusturulmas1 son derece O6nemli oldugundan baglangic ve eliisyon
tamponlarinin hazirlanmasina (Barre ve Solioz, 2006) biiylik 6zen gosterildi ve bu
tamponlar her bir zaman dilime ait 6rneklerin ayirimina baglanmadan Once taze
olarak hazirlandi. Ayrica her bir zaman dilime ait 6rneklerin (3 biyolojik tekrara ait
kontrol ve enfekte Ornekler) ayiriminda aymi baslangic ve eliisyon tamponlar

kullanildi. Gerekli tamponlar ve hazirlaniglar1 Tablo 3.6°da verildi.
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Tablo 3.6: PF2D 1. boyut analizleri icin sollisyonlarin igerigi ve hazirlanisi

Tampon Ad1

icerigi

Hazirlanisi

BaslangigTampon

6 M (re (Sigma, U0631),

25 mM Bis-Tris (Sigma 14879),
%0.2 n-oktil gliko piranosit
(Sigma 08001)

Bilesenler tartilip HPLC simnifi
suda (JT Baker, 4218) cozuldi.
Coziinme isleminden sonra 1 M
amonyum hidroksit ile pH 8.5’e
ayarlandt HPLC grade su ile 1
L’ye tamamlandi.

EltsyonTampon

6 M Ure,

% 10 v/v Polybuffer (GE
Healthcare 71-1170-00-EF),

% 0,2 n-oktil gliko piranosit

Bilesenler HPLC smifi suda
¢cozildi. Tamponun pH’st
iminodiasetik asit ile 4’
ayarlandiktan  sonra  hacmi
HPLC smifi su ile 1 L'ye
tamamlandi

Yiiksek Iyonik Kuvvetli
Solusyon (HISS)

1 M NaCl

Bilegen tartildi ve HPLC siifi
suda  c¢ozilerek 1  Lye
tamamlandi.

Hazirlanan baslangig, eliisyon ve HISS tamponlar 0.2 pm por capl seliiloz asetat

membran filtreden (Whatman OE 67) gegirilip 151k almamasi i¢in aliiminyum folyo

ile kaplanmis cam sise i¢inde +4°C’de muhafaza edildi.

Proteinlerin hidrofobik etkilesimlerine gore ayiran modiil olan ikinci boyut asamalari

icin; “Yiiksek Performansh Ters Faz” (High Performance Revers Phase - HPRP)

kolonu (Eprogen A61689), hidrofobisite gradiyenti olusturulmasi i¢in gerekli olan

HPLC igin uygun su ve asetonitril (JT Baker, 9821) iyon baskilayici ajan olarak TFA

(trifluoroacetic acid, JT Baker 9470) ilave edilerek hazirlandi. Soliisyonlarin

icerikleri ve hazirlaniglar1 Tablo 3.7’de verildi.

Tablo 3.7: PF2D 2. boyut analizleri icin sollisyonlarin igerigi ve hazirlanisi

Kimyasal/Cozelti Ad1

icerigi

Hazirlanisi

% 0.1 TFAiceren su (V/v)

HPLC sinift su,
TFA (trifluoroacetic acid, JT
Baker 9470)

1 L HPLC sinift su igine 1 mL
(% 0,1) TFA koyularak iyice
karigtirtlds. *

% 0,08 TFA iceren asetonitril
(vIv)

A asetonitril (JT Baker, 9821),

TFA (trifluoroacetic acid, JT
Baker 9470)

1 L asetonitril (JT Baker, 9821)
icine 800 pL (%0,08) TFA ilave
edilerek iyice karigtirildi. *

*TFA son derece ugucu ve toksik oldugundan tiim iglemler ¢eker ocak altinda gergeklestirildi.

3.4.3. PF2D Cihazinin Hazirlanmasi

ProteomeLab PF2D sistemi ve sistemi olusturan kisimlar Sekil 3.6’da gosterildi.

Sistemin birinci boyut modull; Manuel enjektér, HPCF moduld, pH monitori, UV

detektorii ve fraksiyon toplayict (FC/I); ikinci boyut modili; FC/I, HPRP modild,

kolon 1sitict ve UV detektorii kisimlarini igermektedir.
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Sekil 3.6: Beckman Coulter PF2D sistemi ve bilegenlerinin sematik gosterimi.

1- Bilgisayar, 2- Manuel olarak enjeksiyon vanasi 3- Sistem organizer 4- HPCF (YUksek
Performans Kromatofokuslama- High Performance Chromatofocusing) Modull 5- pH
monitord, 6- UV-1 dedektoril 7- FC/T (Fraksiyon toplayici/Enjeksiyon- Fraction
Collector/Injection) Modilt, 8- HPRP (Yiiksek Performans Ters Faz — Hight Performance
Reversed Phase) Modiilu 9- Kolon Isiticist 10- UV-2 Dedektori)

Iki boyutlu aymrimi yapilacak bir protein érnegi sisteme yiiklenmeden énce cihazin
hazirlig1 i¢in bir takim islemler gerceklestirildi. Bunun i¢in Oncelikle baslangic ve
elisyon tamponlarinin +4°C’den oda sicakhigina gelmeleri saglandi. Bu arada
sisteme bagli tiim modiiller ve bilgisayar acilarak 32 Karat S/W programi ¢alistirildi.
Sistem Uzerindeki pH modiiliine yerlestirilen pH probu, pH standartlar (4.0; 7.0 ve
10.01) ile kalibre edildi. Oda sicakligina getirilen baslangi¢ ve eliisyon tamponlarinin
pH’lar1 bu prob ile kontrol edildi. Baglangi¢ tamponu i¢in pH degerinin 8.5; eliisyon
tamponu i¢inse 4.0 olmas1 gerekmektedir. pH degerlerinin beklenenden farkli oldugu
durumlarda pH’1 artirmak i¢in amonyum hidroksit ve azaltmak icin iminodiasetik
asit ile pH ayarlari yapildi. Sistemde kullanilacak tiim tampon ve soliisyonlar
(baslangic ve eliisyon tamponlar, HISS, HPLC ic¢in uygunsu, TFA igeren su ve

asetonitril) hazirlandiktan sonra ultrasonik su banyosunda 5 dakika tutularak hava
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kabarciklarindan arindirildi. Baslangig¢ ve eliisyon tamponlar ile HISS ve HPLC i¢in
uygun su siseleri 1. boyut modiiliindeki uygun yerlerine yerlestirildi ve sisteme akis
saglayacak boru hatlar1 siselerin i¢ine yerlestirildi. Tiim hatlarin agik oldugu ve sivi
akisinin rahat bigcimde saglandigi, atik kanalinin agik ve isler durumda oldugu
kontrol edildi. Bilgisayar yazilimi {izerinden komut verilerek su hattindan akis hizi
0.2 mL / 0.5 dakika olacak sekilde sivi gegisi baslatildi. Sivi akigini saglayan tim
hatlar tamamen su ile dolana kadar sistem ve pompa basinci kontrol edildi. Daha
sonra akis durdurularak kolonun yerinde bulunan boru hatti ¢ikartilip 1. boyut kolonu
(HPCF) sisteme yerlestirildi. Kolonun s1v1 ¢ikis kismi acik birakilarak, akis hizi 0.2
mL / 0.5 dakika olacak sekilde ayarlandi ve su akisi baglatildi. Bu sirada basing ve
kolonun giris kismindan sivi sizintisi olup olmadigt kontrol edildi. Tiim sistem
elemanlarinin ¢alismaya hazir oldugu belirlendikten sonra kolonun ¢ikis kisminin
baglantis1 yapildi. Ardindan 1 saat boyunca kolondan su gecirildi ve kolonun
girig/cikislarinda sivi sizintist olup olmadigi tekrar kontrol edildi. Daha sonra 2.
boyut moduli igin gerekli olan %0.1 (v/v) TFA-su ve %0.08 (v/v) TFA-asetonitril
soliisyonlar1 modiil {izerinde bulunan vyerlerine yerlestirildi ve sisteme akis
saglayacak baglant1 borular yerlerine yerlestirildi. 1. boyut modiiliinde oldugu gibi
hatlardan sivi akisinin sorunsuz bi¢imde saglandigi ve atik kanalinin agik oldugu
kontrol edildikten sonra 0.75 mL / 0.5 dakika akis hiz1 ile TFA-su sollisyonu
gecirildi. Bu sirada pompa basinglart ve boru hatlarindaki sivi gecisleri kontrol
edildi. Daha sonra akis durdurularak 2. boyut kolonu (HPRP) sisteme monte edildi
ve kolonun ¢ikis ucu agik birakilarak sivi akisi tekrar baslatildi. Kolondan sivi ¢ikist
gozlendikten sonra bu u¢ da kapatilip her iki ugtan sizdirma olup olmadig1 kontrol
edildi ve kolon 50°C’ye ayarlanmis 1sitict blok igine yerlestirildi. Ardindan kolondan

1 saat siireyle 0.75 ml / 0.5 dakika akis hizinda TFA-su gecisi saglandi.

Sistemin her iki kolonundan da 1 saat su gecirildikten sonra, her iki modilin UV
detektorlerinde bulunan lambalarin kalibrasyonu yapildi. Birinci boyut UV 280 nm
boyutunda, ikinci boyut UV lambasi da 214 nm dalga boyutunda kalibre edildi. Tiim
bu hazirliklar tamamlandiktan sonra HPCF kolonunun dengelenmesi ve kolon i¢i pH
degerinin 8.5’a ¢ikarilmasi i¢in 1. boyut modiiliinden ayni akis hizinda baslangic
tamponu gecirilmeye baslandi. 210 dakika i¢inde kolon i¢i pH’s1 8.5’a ulastiktan

sonra ikinci boyut kolonun dengelenmesi i¢in 5 dakika boyunca 0.75 mL / 0.5 dakika
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akis hizinda %0.08 (v/v) TFA iceren asetonitril ve ardindan 5 dakika boyunca %0.1
(v/v) TFAiceren HPLC icin uygun su gecirildi.

3.4.4 Protein Orneklerinin Yuklemeye Hazir Hale Getirilmesi

PF2D cihazina yiiklenecek olan 6rneklerin tuzlardan arindirilarak baslangic tamponu
igerisine alinmasi gerekmektedir. Bunun i¢in -86°C’de muhafaza edilen total protein
ornekleri oda sicakligina getirildikten sonra PD-10 (GE Healthcare, W396289)
kolondan gegirildi. Oncelikle PD-10 kolon bir tutturucuya yerlestirildi. Ardindan
altina 50 mL’lik bir beher yerlestirildi ve PD-10 kolonun alt ucu kesilerek kolon
icerigini koruyan sivinin akmasi saglandi. Ardindan kolondan 25 mL baslangi¢
tamponu gegirilerek proteinlerin tutunmasi i¢in kolon igerigi dengelendi. Daha sonra
oda sicakligina getirilen orneklerin hacmi baglangic tamponu ile 2.5 mL’ye
tamamlanip kolona yiiklendi. Ornek tamamen kolondan gegtikten sonra 3.5 mL
baslangi¢c tamponu kolona eklenerek bir iki damla atildiktan sonra kalan kisim temiz
bir tiipe toplandi. Daha sonra toplanan ornegin protein konsantrasyonu Bolum

3.2.2°de belirtilen yontemle tayin edildi.

3.4.5. Protein Orneklerinin PF2D Sistemine Yiklenmesi ve Orneklerin

Birinci ve ikinci Boyutta Ayirim

Ornekler cihaza yiiklenmeden once cihazin fraksiyon toplayici (FC/I) modiliine 1
adet 2 mL’lik 96 kuyulu 6zel mikroplaka (Grainer 780270) yerlestirilip modiil
tizerinde bulunan “Home” tusuna basilarak plakanin yerini almasi saglandi. Daha
sonra fraksiyon toplayicidaki ignenin yikanmasi igin modiilde ayrilan bdlmeye
%20’1lik metanol eklendi ve sistemin yaziliminda yer alan “Needle Wash” se¢enegi
aktiflestirilerek ignenin yikanmasi saglandi. Ardindan 6rnek fraksiyonlama islemi
boyunca mikroplakanin +10°C’de tutulmasi i¢in FC/I modiiliiniin sogutucusu agild1.
Ayni sekilde 2. boyut modiiliinde bulunan fraksiyon toplayictya da 2 mL’lik 96
kuyulu 6zel mikroplaklar (Greiner Bio-one 780270) yerlestirildi.

PD-10 kolondan gecirilerek tuzlarindan arindirilan, baglangic tamponu igine alinan
ve konsantrasyonu belirlenen protein drneklerinden her yiklemede 3 mg protein
olacak sekilde PF2D sistemine yiiklendi. Bu islem i¢in dncelikle cihazin enjeksiyon
girisi ve enjeksiyon ignesi HPLC i¢in uygun su ile yikandi. Ardindan ilk 6rnek

yiiklemesi yapilacagi zaman; 32 Karat bilgisayar yazilimi kullanilarak 6rnegin iki
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boyutlu ayirimi i¢in sistemin izleyecegi yolu igeren bir metod olusturularak
kaydedildi. Gerekli tiim hazirliklar tamamlanip 1. ve 2. boyut kolonlar
dengelendikten ve 0Ornek hazirligit tamamlandiktan sonra yazilim iizerinden
hazirlanmis olan metod secilip 6rnek yiikleme islemi baslatildi. Kullanilan sistemde
3-4 dakika boyunca tiim boliimlerin otomatik olarak kontrolii yapilmaktadir. Sistem
hazir hale geldiginde ornek yiiklemeye izin vermektedir. Bu asamada 6rnegi iceren 3
mL’lik enjektor yiikkleme portuna yerlestirildi. Yiikleme portu ylikleme pozisyonuna
getirildikten sonra belirlenen miktarda 6rnek hi¢ hava kabarcigr olusturmayacak
sekilde sisteme yiiklendi ve yiikkleme portu tekrar eski durumuna getirildi. Her
biyolojik tekrar i¢in karsilastirilmasi yapilacak kontrol ve enfekte orneklerden esit
miktarda Ornek yiliklenmesine 6zen gosterildi. Yikleme islemi bittikten sonra
yiikleme portu ve igne tekrar HPLC i¢in uygun su ile yikanip temizlendi. Kullanilan
sistemde Ornegin 1. boyut aymrimi yaklasik olarak 3.5 saatte (220 dakika)
tamamlanmaktadir. Bu siire sonunda sistem otomatik olarak ayrilan her bir
fraksiyonun 200 pl’sini 2. boyut ayirim i¢cin HPRP kolonuna transfer etmektedir.
Ikinci boyut kolonunun en uygun calisma sicakligi 50°C oldugundan dolay1 ikinci
boyut analizlere geg¢ilmeden dnce kolon 1siticist agildi. Analizler siiresince bilgisayar

yazilimi tizerinden 6rneklerin birinci ve ikinci boyut kromatogramlar1 kontrol edildi.

3.4.6. Kromatogram Verilerinin Analizi

Bitki materyalinden izole edilen proteinlerin PF2D sisteminde iki boyutlu ayirimi
tamamlandiktan sonra elde edilen veriler bu sisteme 06zgli olarak gelistirilen
ProteoVue yazilimi tarafindan islenerek sanal jel haritalarina doniistiiriildii. Bunun
i¢in bir 6rnegin 1. boyut ayriminda toplanan fraksiyonlarin pH aralik degerleri ve bu
fraksiyonlardan her birinin 2. boyut ayirimi sirasinda elde edilen UV-2
kromatogramlar1 birebir eslestirildi. Bu sekilde bir 6rnege ait II. boyut ayirimi
yapilan tiim fraksiyonlarin protein igerigi sanal jel haritalarinda diizenlenerek iki

boyutlu jel goriintisu biciminde elde edildi.

Farkli 6rneklere ait protein profillerinin karsilastirilmasinda ise DeltaVue programi
kullanildi. Bunun i¢in programda ProteoVue ile hazirlanmis olan 2 6rnege ait sanal
jel haritalar1 es zamanli olarak kontrol 6rnek sagda enfekte 6rnek solda olacak

sekilde yerlestirildi. Her 6rnege ait haritada hem kromatogram hem de sanal jel
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goruntdsh birlikte izlendi. Ekranin ortasinda da iki profilin st tiste ¢akistirilmigs hali
incelendi. Daha detayli karsilastirma yapabilmek i¢in her iki haritada da aym pH
araligina sahip fraksiyonlarda bulunan protein profilleri birebir karsilastirildi ve UV-
2 kromatogralarinda yer alan her bir protein piki birebir eslestirilip numaralandirildi.
Numaralanan her pik i¢in temel ¢izgi (baseline) pikin baslangic ve bitis noktasina
gore dizenlendi. Boylece o pikin temsil ettigi proteinin miktari, program tarafindan
pik alani hesaplanarak belirlendi. Segilerek numaralanan her pik i¢in pH araligi,
miktari, eslestirildigi proteine orani gibi detayli bilgiler elde edildi. Sonug olarak
karsilastirilan iki ayr1 6rnege ait tek tek tum fraksiyonlar ve her fraksiyondaki tek tek
tiim proteinler karsilastirmali olarak degerlendirildi. Boylelikle anlatim diizeyi farkli
olan protein pikleri kolayca gozlenebildi. Daha sonra da anlatim farklarinin oran1 goz
onunde bulundurularak hangi proteinlerin kutle spektrometresinde (MS) analiz

edilecegi belirlendi.

3.5. PROTEINLERIN TANIMLANMASI

3.5.1 Kiitle Spektrometrik Analizler icin Ornek Hazirhig

PF2D sisteminde iki boyutlu ayirimi yapildiktan sonra nanoLC-ESI-MS/MS analizi
icin secilen fraksiyonlar 1.5 mL’lik LoBind tiiplere alindi ve vakumlu konsantratorde
(Eppendorf AG Cocentrator Plus 5305) kurutuldu. Kurutulan protein 6rnekleri daha
sonra 10 pL 50 mM amonyum bikarbonat (NH;HCO3)’da, tiip karistiricida sik sik
karistirllarak ¢Ozilindiirtildii. Daha sonra ornekler oda sicakliginda birka¢ saat
birakilarak tamamen ¢oziinmeleri saglandi. Bunun ardindan protein konsantrasyonu
nanodrop spektrometrede, 280 nm’de belirlendi. Daha sonra Orneklere iki farkl

yontem ile tripsinizasyon uygulandi kiitle spektrometrik analizler gergeklestirildi.

3.5.1.1. Tripsinizasyon islemleri

Sec¢ilmis olan proteinlere ait fraksiyonlarin kiitle spektrometrik analizler igin
hazirlanmasinda ilk agama proteinlerin enzimle muamelesi sonucu triptik peptidlere
kesilmesidir. Bu amagla dogrudan tripsinizasyon yontemi ve c¢ok fazla protein piki
iceren fraksiyonlarda ise SDS-PAGE analizi sonrasi tripsinizasyon islemi

gerceklestirildi.
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Dogrudan tripsinizasyon yontemi i¢in hazirlikta kullanilan kimyasal ve soliisyonlar
Tablo 3.8’de verildi.

Tablo 3.8: Dogrudan tripsinizasyon igin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlanislart

Kimyasal/Cozelti Ad1 icerigi Hazirlanisi
50 mM Amonyum bikarbonat 40 mg amonyum bi karbonat Bilesen tartilip son hacim 10
(Fluka, 09830) mL olacak sekilde HPLC i¢in
uygun su icerisinde ¢ozuldu.
100 mM DTT 15.5 mg Dithiothreiotol (Sigma, DTT tartilip son hacim 1 mL
43815), olacak sekilde 50 mM’lik
50 mM amonyum bikarbonat amonyum bikarbonat igerisinde
¢ozuldi.
200 mM Iyodoasetamid 56 mg Iyodoasetamid (Sigma Iyodoasetamid tartilip son
11149), hacim 1.5 mL olacak sekilde 50

50 mM amonyum bi karbonat mM’lik amonyum bikarbonat
icerisinde ¢ozuldu.

Tripsin Tripsin (Sigma, T6567), 1 vial tripsin 1 mL 50 mM
50 mM amonyum bikarbonat amonyum bikarbonat igerisinde
¢ozuldi.

Orneklere, distlfit baglarin1 zayiflatmak igin 5.5 pL DTT (100 mM) ilave edildi.
Ardindan 60°C’de 15 dak inkiibe edilip, zayiflatilmig sistein yan zincirlerini
modifiye etmek icin iizerine 6.1 pL iyodoasetamid (200 mM) eklendikten sonra oda
sicakliginda karanlikta 30 dak inkiibe edidi. Bu islemin ardindan &rneklere,

enzim:protein orani 1:50 olacak sekilde tripsin eklendi ve 37°C’de gece boyu inkiibe
edildi.

Cok sayida protein varligi gozlenen fraksiyonlarda SDS-PAGE analizleri sonrasi 3.
boyut ayirimi yapilmis olan kontrol ve enfekte oOrneklerin protein bantlari
karsilastirilarak farkli anlatim diizeyine sahip olan protein bantlar1 jelden kesilerek
MS analizi yapildi. Bu analizlerin yapilacagi orneklerde, o6zellikle uygulama
hatasindan kaynaklanan kontaminasyonlardan (jel yapimi sirasinda ve oOrnek
hazirliginda keratin vb. bulagimi) sakinmak amaciyla Thermo Scientific firmasinin

lirtinii olan gradiyent jeller (%4-%20) (Precise™ Protein Gels 25244) kullanildi.

Thermo Scientific firmasinin {irlinii olan %4-%20 gradiyent jel sistemi bu jeller icin
tiretilmis, ticari olarak temin edilen 6rnek yiikleme tamponuna (Precise, 39000) ve
elektroforez icin de 1x Tris-HEPES tamponuna (Thermo Scientific, 28368) ihtiyac
duymaktadir. PF2D sisteminde ayirimi yapilan ve MS analizi i¢in segilen 2. Boyut

fraksiyonlar vakumlu konsantratorde tamamen kurutulduktan sonra 10 pL 50mM
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NH4HCOj3 icinde ¢ézlndirildi. 4 hacim 6rnek, 1 hacim 5x 6rnek yikleme tamponu
(Precise reducing tampon, 39000) ile karistirildi. Karisim vortekslenip proteinlerin
denatiire edilmesi igin 100°C’de 3 dakika inkiibe edildi. Ornekler oda sicakligina
getirildikten sonra jele yuklendi. Yiritme tamponu olarak 20x Tris-HEPES Tamponu
(Thermo Scientific, 28368) 1x olacak sekilde seyreltilerek kullanildi. Ornekler 100 V
sabit voltajda yaklasik 1 saat yiiriitiildii. Elektroforez tamamlandiktan sonra floresans

boyama yontemi kullanilarak protein bantlar1 goriintiilendi.

Yiiriitme islemi sonrasinda jeller Oriole™ Floresans Jel Boyama Kiti (Bio-Rad 161-
0497) kullanilarak boyandi. Bunun ig¢in 6nce boyama soliisyonu hazirlandi. Kit
iceriginde 590 mL Oriole jel boyama soliisyonu iizerine 400 mL metanol ve 10 mL
konsantre boya (oriole fluorescent gel stain concentrate) eklendi ve iyice ¢alkalandi.
Daha sonra jel kasetten cikartilarak bir kaba alind1 ve iizerini 6rtecek sekilde boyama
soltsyonu eklendi. Uzeri aliiminyum folyo ile kapatilarak 90 dakika calkalayicida
bekletildi.

Floresan olarak boyanmis olan jel UV 1s1k altinda “DNr MiniBIS Pro Bio-lmaging
System” ile gorlintiilendi ve bant se¢imi igin fotograf ¢ekildi. Goruntiilenen jelde
anlatim farki gozlenen bantlar secilerek UV 151k altinda temiz bir asetat lizerinde ve
steril bir nester kullanilarak kesildi. Kesilen jel pargasi kiigiik parcalara ayrildi ve

ependorf tiipe alinarak, tripsinizasyon yapilana kadar +4°C’de saklandi.

Kullanilan kimyasal ve sollisyonlar ile hazirlaniglari Tablo 3.9’da verildi.
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Tablo 3.9: Jel analizi sonrasi tripsinizasyon igin gerekli ¢ozeltiler ve hazirlaniglar

Kimyasal/Cozelti Ad1 icerigi Hazirlamis1
Temizleme ¢ozeltisi Asetonitril, Bilesenler 1:1 (v/v) oraninda
100 mM NH4HCO; karistirtlir.
10 mM DTT 15.4 mg DTT, DTT tartilip son hacmi 10 mL
50 mM NH4HCO; olacak sekilde 50 mM’lik
NH,HCO;s icerisinde ¢ozuldi.
55 mM Iyodoasetamid 102 mg Iyodoasetamid, Iyodoasetamid tartilip son
50 mM NH4HCO; hacmi 10 mL olacak sekilde50
mM’lik NH4HCOjs icerisinde
¢ozalda.
100 mM Amonyum bikarbonat 80 mg NH,HCO; Bilegen tartilip son hacmi 10

mL olacak sekilde HPLC igin
uygunsu igerisinde ¢6zuldu.

50 mM Amonyum bikarbonat 40 mg NH4HCO4 Bilegen tartilip son hacmi 10
mL olacak sekilde HPLC sinifi
su icerisinde ¢ozuldu.

20 ng / pL tripsin Tripsin 1 vial tripsin 1 mL 50 mM
NH,HCO; icerisinde ¢ozildi.
Ekstraksiyon ¢ozeltisi 30 pL %1 (v/v) formik asit, Bilesenler tartildi ve 1 mL ye
%2 (v/v) asetonitril HPLC i¢in uygun su ile
tamamlandi.

Jelden kesilen bantlarin MS analizler i¢in hazirlanmasi amaciyla Wilm ve dig.
tarafindan belirlenen prosediir kullanildi (Wilm ve dig., 1996). Bu amacla kesilmis
ve mikrotiipe aktarilmis olan jel pargalari lizerine 50 uL temizleme cozeltisi ilave
edildi ve 30 dak karstiricida calkalanarak jeldeki boya uzaklastirildi. Daha sonra
temizleme c¢ozeltisi pipet ile uzaklastirilip jel parcalart iizerine 50 pL asetonitril
eklendi. Bu islem yapildiginda jel parcalarinin birbirine yapisip beyaz renk aldigi
goriildii ve asetonitrilin fazlas1 pipet ile uzaklastirilip jel 50°C’de kurutuldu. Jel
tizerine 100 pL, 10 mM DTT ilave edilip ve 60°C’de 30 dak inkiibe edildi. Ardindan
tiipe 100 puL, 55 mM iyodoasetamid katilip ve oda sicakliginda 20 dak karanlik bir
ortamda inkulbe edildi, DTT ve iyodoasetamid pipet ile uzaklastirild1 ve jel parcalar
iki defa 500 pL, 50 mM amonyum bikarbonat ile yikanip yikama c¢dzeltileri pipet ile
uzaklastirildi. Jel pargalart1 200 uL asetonitril ile isleme sokuldu. Bu sirada jel
pargalarinin birbirine yapisarak beyaz renge doniistiigii goézlendi. Asetonitril
uzaklagtirildiktan sonra jel pargalar1 200 pL, 50 mM amonyum bikarnonat i¢inde
stspanse edildi. Amonyum bikarbonat uzaklastirildi ve asetonitril ve amonyum
bikarbonat ile yapilan islemler 2 kez tekrarlandi. Jel pargalar1 200 pL asetonitril ile
yikanip, asetonitril uzaklastirildiktan sonra 50°C’de kisa bir siire kurutuldu ve 50
mM amonyum bikarbonat igerisinde hazirlanmis 20 ng/puL konsantrasyonundaki

tripsin solisyonundan 25-30 pL (jel yizeyini kaplayacak kadar) eklendi ve 16-18
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saat 37°C’de inkibe edilerek jelde bulunan proteinlerin triptik peptidlere
parcalanmasi saglandi. Daha sonra elde edilen triptik peptidlerin jelden
ekstraksiyonu igin 30 pL %1 (v/v) formik asit ve %2 (v/v) asetonitril igeren
ekstraksiyon ¢ozeltisi eklenip 30 dak calkalayicida inkiibe edildi.

3.5.1.2. Triptik Peptidlerin Temizlenmesi ve MS Analizi i¢cin Hazirlanmasi
Tripsinizasyon sonucunda elde edilen triptik peptidler, ZipTip (Millipore,
ZTC18M096) adi verilen ve ucunda MicroC18 kolonu bulnan pipet uglarindan
gecirilerek (Sekil 3.7) konsantre edilirken tuz ve reaksiyon bilesenlerinden
temizlendi. Bu islem igin Oncelikle hem dogrudan hem de jelden Kkesilerek
tripsinizasyon islemi uygulanan 6rnekler 10-15 saniye diisiik hizda santrifiij edildi.
Daha sonra bir mikropipet ile ZipTip pipet ucundaki C18 kolonu 3 kere %0.1 (v/v)
TFA igeren %70’lik (v/v) asetonitrilde, ardindan 5 kez %0.1 (v/v) TFA i¢ceren HPLC
icin uygun suda pipetaj yapilarak peptidleri baglayabilir hale getirildi. Ardindan 30
kere ornekte pipetaj yapilarak peptidlerin kolona baglanmasi saglandi. Ardindan 3
kez %0.1 TFA iceren HPLC icin uygun suda pipetaj yapilarak tuzlar uzaklastirildi ve
son olarak da 30 kez ayri bir tiip igerisinde bulunan temiz %0.1 (v/v) TFA igeren
%70’1ik (v/v) asetonitrilde pipetaj yapilarak peptidlerin elUsyonu saglandi. Bu islem
yapilirken her 6rnek i¢in bir adet ZipTip pipet ucu kullanildi.

"

-
=
" M % ZipTip .cqs
4 H TIP SIZE : P10
CAT No. ZTC18M096
Bt LOT No. R1NA28649
v 11P

Pipette Tips

for Sample Preparation Rev 1209

Wscere Carporaton, Bilarice WA OTRTH
e millipore.com PO Ree OT09  WGSAWO8SRN0

Sekil 3.7: C18 kolon iceren ZipTip pipet ucu.

ZipTip ile temizlenen ornekler vakumlu konsantratorde kurutulup 5 pl %0.1 (v/v)
formik asit iceren HPLC icin uygun su icerisinde ¢ozinduruldu. Elde edilen triptik
karisima 1 mL 50 mM amonyum bikarbonat i¢inde ¢6zlindiirlilmiis internal kalibrant
(50 fmol ADH1_YEAST- Waters MassPrep Enolase Digestion Standart, 186002325)
cozeltisinden 0.5 pL eklendi ve 3-5 saniye vortekslenip MS analizi yapilacak cihaz
icin Ozel plastik siselere hava kabarcigi kalmayacak sekilde aktarildi ve kiitle

spektrometresine (Waters SNAPT-HDMS) yerlestirildi.
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3.5.2. Kutle Spektrometrik (nanoLC-ESI-MS/MS) Analizler

Protein tamimlamas: yapilacak fraksiyonlar hazirlandiktan sonra TUBITAK MAM
GMBE’de bulunan Waters HDMS nanoLC-ESI-MS/MS (nanoACQUITY ultra
basingli likit kromatografi (UPLC) ve SYNAPT Yiksek Cozunurlikli Kutle
Spektrometri) sisteminde (Sekil 3.8) kiitle spektrometrik analize tabi tutuldu. Bu
amacgla 2 pL 6rnek sisteme “nanolockspray iyon kaynagi” ile yiklendi. Ornek
enjeksiyonundan once kolonlar %97 mobil faz A sollisyonu (%0.1 formik asit igeren
LC-MS su) ve %3 mobil faz B solisyonu (%0.1 formik asit iceren asetonirtil) ile
dengelendi ve kolon sicakligi 35°C’ye ayarland. ilk olarak peptidler nanoACQUITY
UPLC Symmetry C18 Trap kolonda (5 pm tanecik boyutulu, 180 pm x 20 mm
boyunda) 5 uL/dakika akis hizinda 5 dakika ytirttldi. Peptidler kolondan gradiyent
eliisyonuna gore ayrildi ve analitik kolonda (nanoACQUITY UPLC BEH C18
Column, 1,7 pm tanecik boyutlu, 75 pm x 250 mm boyunda) 300 nL/dakika akis
hizinda %5’den %40’a kadar artan lineer bir asetonitril gradiyenti boyunca 90 dakika

yarataldd.

Sekil 3.8: Waters SYNAPT HDMS kiitle spektrometri sistemi

Belirli bir m/z degerindeki biitiin peptidlerin pargalanarak tanimlanmasi igin cihaz
pozitif iyon V modunda (“Data independent acquisition” Veri bagimsiz yakalama

modunu saglamak igin) c¢alistirilmisti. MS ve MS/MS fonksiyonlar1 1.5 saniye
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araliklarla 6 V diisiik enerji ve 15-40 V yliksek enerji ¢arpistirmaya dayanarak peptid
kiitle/yiik oran1 (m/z) ve amino asit sirasin1 belirlemek igin iiriin iyon bilgisi kayit
altina alindi. Elde edilen kiitle bilgisinin dogrulugunu kontrol amaciyla kalibrant
Glu-fibrinopeptid 45 saniyede bir nanolockspray iyon kaynagindan 300 nL/dakika
akis hizinda gecirildi. Biitiin bu ayarlar uygulanarak 50-1600 m/z degerleri arasinda

peptid sinyali alinan veriler kayit edildi.

3.5.3. Verilerin Biyoinformatik Analizi

Ardisik kitle spektrumu ProteinLynx Global Server V2.4 (PLGS — Waters Corp.,
Milford, MA) ile islenmis ve Uniprot bugday veritabaninda IdentityE algoritmasi ile
tarand1. IdentityE, kesim enzimi tripsin varsayilarak ve fragment iyon kiitle toleransi
0.028 Da; parent iyon toleransi 0.011 Da olacak sekilde kurgulandi. Apex3D veri
hazirlama parametreleri 0.2 dak kromatografik pik genisligi, 10.000 MS TOF
rezoliisyonu, 150 sayim diisiik enerji esigi, 50 sayim yliksek enerji esigi ve yogunluk
esigi 1200 sayim olacak sekilde ayarlandi. Veritabani arama sorgusu her peptid i¢in
enaz 3 fragment iyonu, her protein icin en az 7 fragment iyonu, her protein igin en az
1 peptid eslenmesi ve 1 1ska kesim eslesecek sekilde ayarlandi. Karbamidometil-
sistein modifikasyonu, asetil N-uc, asparajin ve glutamin deamidasyonu, metiyonin

oksidasyonu degisken modifikasyonlar olarak tanimlandi.
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4. BULGULAR

Tez ¢alismasinda sar1 pas hastaligina dayanikli izgi 2001 ¢esidinde sar1 pas etmeni
Puccinia sitriiformis f. sp. tritici’ye kars1 gelisen dayaniklilik cevabinda rol alan
proteinler proteomik yontemlerle belirlenmeye c¢alisildi. Patojen sporlari ile inokiile
edilen (enfekte) ve bos (mock) inokiilasyona tabi tutulan (kontrol) bugday
bitkilerinden inokulasyonu takiben 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan yaprak
orneklerinden total proteinler izole edildi ve Beckman ProteomelLab PF2D
sisteminde ile iki boyutlu ayirim ile fraksiyonlandi. Her bir fraksiyondaki protein
profilleri enfekte ve kontrol olmak iizere bire bir karsilastirildi. Kontrole gore enfekte
orneklerde farkli anlatim yaptigi belirlenen proteinler, nanoLC-ESI-MS/MS sistemi
ile tanimlandi. Tez ¢alismas1 kapsaminda gergeklestirilen tiim asamalar Sekil.4.1°de

Ozetlendi.
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Enfekte grup (E)

ggg - & -V¥V¥
Izgi 2001 bugday cesidi tohumlarmim ekimi

(tiim ¢aligma 3 tekrarli olarak gergeklestirildi)

Kontrol grubu (K)

Enfekte grup patojen+mineral yag ile kontrol grubu ise sadece mineral ?
yag ile inokiile edildi

Inokiilasyonsonras 24, 48, 72 ve
96.saatlerde ornek alimi

i
Total protein izolasyonu

== Proteinlerin iki boyutlu ayirim1 "«

[} 1. Boyut f I i

Ve ke
‘J& A a8
,}uﬁj&w»ﬁ \\\;\\ 2.Boyut | e

PF2D sistemi ‘ PF2D sistemi

s Sanal jel haritalarmin olusturulmasi

Enfekte/kontrol protein profillerinin karsilastirilmasi
ve ekspresyon diizeyi farkli proteinlerin se¢imi

v

- - - , - . .
Segilen proteinlerin tripsinizasyonu 7SJ

v
Triptik peptidlerin nanoLC-ESI-MS/MS analizleri

MS verilerinin bugdayveritabaninda taranmasi

. ) i ——

Sekil 4.1: Tez galismasinda izlenen tiim asamalarin sematik gosterilisi.
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4.1 PROTEIN iZOLASYONU

Calismanin ilk asamasinda, patojen uygulanmis ve enfeksiyon cevabi gelistirmis
enfekte grubu bitkilerden ve bos inokiilasyon yapilmis kontrol bitkilerinden
inokiilasyonu takiben 24, 48, 72 ve 96. saatlerde alinan yaprak orneklerinden total
protein izolasyonlar1 gergeklestirildi. Enfeksiyon cevab1r verdigi belirlenmis
(Sekil.3.4) ve -86°C’de saklanmis olan her biyolojik tekrara ait kontrol/enfekte grubu
yaprak orneklerinden enfeksiyon cevabi Mc Neal (Mc Neal, ve dig., 1971) skalasina
gore en yiiksek siddette (0-1) gergeklesen bitkilere ait yaklasik 3 g taze yaprak
dokusu kullanildi. Bu 6rneklerden Mg/NP40 yontemiyle (Kim ve dig, 2003) total
protein izolasyonu yapildi. Tiim biyolojik tekrarlarin enfekte ve kontrol gruplarina ait

protein izolasyon c¢aligsmalari es zamanli olarak yiiriitiildii.

4.2 PROTEIN KONSANTRASYONUNUN BELIiRLENMESI

Izolasyon sonucunda izotlardaki protein konsantrasyonu Béliim 3.2.2°de anlatildig1
sekilde Bradford (Bradford, 1976) yontemiyle belirlendi ve analizler sonucunda

orneklerden 2.5 — 3.1 mg/mL araliginda olacak sekilde total proteinler izole edildi.

4.3. ELEKTROFORETIK ANALIZLER

Total protein Orneklerinin biyolojik tekrarlar arasindaki uyumu Bolim 3.3°de
anlatildig1 sekilde elektroforetik analizler ile kontrol edildi (Sekil 4.2). Yapilan
analizler sonucunda enfekte ve kontrol drneklerin hem kendi zaman dilimine ait
orneklerle hem de diger zaman dilimlerine ait 6rneklerle karsilastirildiginda benzer

bolgelerde protein bantlar1 verdikleri gézlendi.
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Sekil 4.2: Ug biyolojik tekrarda, kontrol ve enfekte bugday yapraklarindan inokiilasyonu
takiben izole edilen total proteinlerin SDS-PAGE jelindeki bant profilleri
(M: Protein belirteci( Fermentas #SM0671) K/I: Kontrol / 1. Biyolojik tekrar K/I1: Kontrol
/ 2. Biyolojik tekrar K/I11: Kontrol / 3. Biyolojik tekrar E/I: Enfekte / 1. Biyolojik tekrar
E/11: Enfekte / 2. Biyolojik tekrar E/I11: Enfekte / 3. Biyolojik tekrar)

4.4 PF2D iLE PROTEINLERIN 2 BOYUTLU AYIRIMI

Enfekte ve kontrol materyallere ait 3 biyolojik tekrardan izole edilen protein
orneklerinin PF2D siteminde iki boyutlu ayirimi yapildi. Daha 6nce yapilan sisteme
yuklenecek optimum protein miktarina iliskin optimizasyon ¢alismalarina
(Maytalman, 2011) dayanarak 3-3.5 mg protein PF2D sistemine yiiklendi. Kontrol ve
enfekte orneklere ait biyolojik tekrarlar ardisik olarak kontrol/enfekte 6rnek olacak
sekilde PF2D sisteminde 2 boyutlu olarak ayirildi. Her 3 tekrarda da hem kontrol
hem enfekte 6rneklerde pH gradiyenti yaklagik ayn1 dakikada basladi (60-65 dak) ve
ayni hizla devam ederek yaklasik olarak ayni siirede (110-115 dak.) tamamlandi.
Kontrol/enfekte drneklerin 1. boyut ayirimlarinda olusturulan pH gradiyentleri Sekil
4.3’de, 1. boyut kromatogramlarmin st {iste c¢akistirilmasiyla elde edilen

degerlendirme grafigi Sekil 4.4°de verildi.
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Sekil 4.3: Kontrol/enfekte 6rneklerin 1. boyut ayirimlarinda olusturulan pH gradiyentleri
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Sekil 4.4: Birinci boyut kromatogramlarimin iist {iste cakistirilmasiyla elde edilen degerlendirme grafigi
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PF2D siteminden elde edilen veriler karsilastirildiginda kromatogramin her bir tekrar i¢in hem
kendi zaman dilimi i¢inde hem de diger zaman dilimlerinde benzer bir sekilde oldugu ve

yapilan 1. boyut ayiriminin tekrarlanabilir bigimde gerceklestigi ortaya koyuldu.

Tiim orneklerde 1. boyut ayirim sirasinda 35 fraksiyon toplandi. Bilgisayar yazilimi iizerinde
pH gradiyenti ve 1. boyut UV kromatogram (UV-1) verileri birlestirilerek her fraksiyonun pH
aralig1 ve en son protein pikinin goriildiigii genel fraksiyon belirlendi. Tim gruplarda protein
varligimin agirlikli olarak ilk 30 dakikada pH 8.5 civarinda ve daha sonra 75-110 dakikalar
arasinda pH 7.0-4.0 arasinda toplandig1 goriildii. 28-30. fraksiyonlarda ise yliksek yogunluklu
tuz ¢ozeltisinden gelen tuz pikleri gozlendi (Sekil 4.5). Bu veriler degerlendirilerek 24. saat ve
48. saat orneklerinde 23, 72. saat ve 96. saat orneklerinde ise ilk 24 fraksiyonun 2. boyut
ayirimi gerceklestirildi. PF2D siteminde yapilan 2. Boyut ayrimin kontrol/enfekte 6rnekler
arasindaki uyum ve farkliliklari, elde edilen 2. boyut UV (UV-2) kromatogramlarinin {ist iiste
cakistirllmasiyla genel olarak degerlendirildi (Sekil 4.6).
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pH ve UV-1 kromatogramlarimin ¢akistirilmasi sonucu

Sekil 4.5
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Sekil 4.6: UV-2 kromatogramlarinin kontrol/enfekte olacak sekilde ¢akistirilarak degerlendirilmesi
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4.4.1 Kromatogram Verilerine Dayanarak Sanal Jel Haritalarinin Olusturulmasi

Birinci ve ikinci boyut ayirimlart tamamlandiktan sonra her biyolojik tekrar igin sanal jel
haritalar1 ProteoVue yazilimi yardimiyla hazirlandi. ProteoVue yaziliminda her 6rnegin 1.
boyut ayiriminda toplanan fraksiyonlarin pH aralik degerleri ile bu fraksiyonlardan her birinin
2. boyut ayirimi sirasinda elde edilen UV kromatogramlar1 birebir eslestirildi. Bu sekilde bir
Ornege ait tiim protein icerigi pH araliklar1 temel alinarak 2 boyutlu sanal jel haritalarinda
protein profillerine doniistiirtildi (Sekil 4.7). Yapilan 2 boyutlu ayirimin, biyolojik tekrarlar
arasindaki uyumu Sekil 4.8’de gosterildi.

pHaralig1393 412 442 472 502 532 562 532 622 652 682 712 742 773 803 833 849 855 862 871 875 879 881
1412442, 472,502 532, 562,592,622 , 652, 682,712, 742, 773, 803 833, 849, 855, 862, 871,875, 879 , 881, 889
7
126
25
24
23

Lane # 4

HS ——
—

II. boyut | kromatogram

Y v T ” 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 | | | 1 | 1 1 1 1
02 o1 raksiyonnol 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 1 17 18 19 20 2 22 z!

Sekil 4.7: Birinci boyut ve ikinci boyut verileri kullanilarak olusturulan 2 boyutlu sanal jel haritasi.
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Sekil 4.8: Doksanaltinci saate ait biyolojik tekrarlar arasindaki 2 boyutlu sanal jel haritalarinin

karsilastirilmasi. (K: Kontrol, E:Enfekte)

4.4.2 Enfekte ve Kontrol Orneklerinin Karsilastirilmasi

ProteoVue yazilimu ile her bir 6rnek i¢in olusturulan iki boyutlu sanal jel haritalar1 DeltaVue

yazilimi ile kontrol/enfekte olacak sekilde cakistirilarak Orneklerin protein profilleri

karsilagtirildi. Bu karsilastirilagtirma sonucunda kontrole gore enfekte orneklerde anlatim

diizeyi farkli olan proteinler belirlendi ve tanimlanmak iizere secildi (Sekil 4.9). Yapilan

karsilagtirmalarda her bir kromatogram pikinin bir proteini temsil ettigi varsayildi (Beckman

Coulter PF2D Operator’s Manual).

Bu karsilastirmalar, her bir biyolojik tekrar igin

kontrol/enfekte drneklerinin her bir fraksiyonunda tek tek tiim protein pikleri eslestirilerek

gerceklestirildi. Karsilagtirmalar sirasinda program tarafindan her bir protein pikinin alani tek

tek hesaplanarak aralarindaki anlatim farklar1 ortaya konuldu. Elde edilen veriler
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incelendiginde 24. saat 6rnekler i¢in 567, 48. saat 6rnekler i¢in 590, 72. saat 6rnekler i¢in 627
ve 96. saat Ornekler ig¢in 646 protein piki karsilastirmali olarak degerlendirildi. Bu
eslestirmelerde her {i¢ biyolojik tekrarda da ayni ekspresyon farkinin olustugu pik alanlari
hesaplanan ve T-testi yapilarak anlamli olup olmadiklart (p < 0.05) belirlendi. Buna gore 24.
saat icin 33, 48. saat igin 24, 72. saat icin 34 ve 96. saat icin ise 42 pik segildi ve bulunduklari
fraksiyonlar nanoLC-ESI-MS/MS analizi i¢in Boliim 3.5’de anlatildigr sekilde hazirlandi.

I

M s [ 0 ]

i
2
¢
!
{

Kontrol

Enfekte Cakistirma
Sekil 4.9: DeltaVue yazilimi ile enfekte/kontrol sanal jel haritalar ¢akistirilarak anlatim diizeyi farkli
proteinlerin secilimi. (Isaretli pikler tanimlanan proinleri ifade etmektedir)

4.5 PROTEINLERIN TANIMLANMASI

PF2D sisteminde fraksiyonlanan, sanal jel haritalar1 diizenlenen ve farkli anlatim diizeyi
gosteren proteinleri igeren fraksiyonlar Bolim 3.5°de anlatildigr tizere kitle spektrometrik

analizler i¢in hazirlandi. Bu asamalarda elde edilen bulgular Boliim 4.5.1 ve 4.5.2°de verildi.

4.5.1. Secilen Piklerin Bulundugu Fraksiyonlarda SDS-PAGE Analizi

Secilen pikleri iceren fraksiyonlarmn bir kisminda birden fazla protein varligi s6z konusu
oldugundan bu fraksiyonlarin icerigi tekrar SDS-PAGE ile analiz edildi (Sekil 4.10) ve

protein miktarinda fark goriilen bantlar anlatildigi sekilde hazirlanip kiitle spektrometrik

analizlerle tanimlandi.
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Sekil 4.10: Birden fazla protein piki i¢erdigi goriilen fraksiyonlarda yapilan SDS-PAGE analizi.
(K: Kontrol, E: Enfekte 6rnekleri, numaralar ise pik numarasini temsil etmektedir)

4.5.2. Kutle Spektrometrik Analizler

PF2D sisteminde ayirilan ve enfekte bitkilerde kontrole gore anlatim farkliligi belirlenmis
proteinlerin bulundugu fraksiyonlarin kiitle spektrometrik analizleri nanoLC-ESI-MS/MS
sisteminde yapildi. nanoLC-ESI-MS/MS’den elde edilen triptik peptitlere ait kiitle/yiik
verileri ve aminoasit dizi bilgisi Uniprot bugday veritabaninda eslestirildi. Yapilan analizler
sonucu 24. saat drnekleri i¢in tanimlanan proteinler ve detay bilgileri Tablo 4.1°de, 48. saat
ornekleri i¢in tanimlanan proteinler ve bilgileri Tablo 4.2°de, 72. saat Ornekleri icin
tanimlanan proteinler ve bilgileri Tablo 4.3’de, 96. saat 6rnekleri i¢in tanimlanan proteinler ve

bilgileri Tablo 4.4’de verildi.
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Tablo 4.1: Yirmidordiincii saat 6rneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | FEslesenaa | Teorik Eslesen .
Frak. no/pl Farki o Protein Tanim Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
1 Okaryotik translasyon Gen Triticum
4.14-4.44 Artma P29557 baglatic1 faktor E4-1 ekspresyonu 5.26 23975 | 264.90 45.11 16 5 aestivum
1 Yeni . R Phaeosphae
4.14-4.44 Sentez QOV090 | RNA polimeraz 2 medyator Fungal 451 30821 | 102.01 39.56 34 10 nodorum
2 Azalma P26302 Fosforibulokinaz Fotosentez 5.64 45112 | 1029.2 55.94 29 18 Trltl_cum
4.44-4.74 aestivum
2 Arabidopsis
4.44-4.74 Artma | Q8LES2 Glutatyon S Transferaz Savunma 7.81 28495 | 539.91 10.07 23 2 thaliana
2 Protein disulfit izomeraz Protein Triticum
4.44-474 Artma P52589 (ERp72) metabolizmasi 4.80 56498 | 311.09 43.68 49 18 aestivum
2 . Gen Triticum
4.44-474 Artma Q03033 Uzama faktori ekspresyonu 9.48 49137 59.06 28.63 44 8 aestivum
2 Azalma | P24065 Fotosistem Il CP47 Fotosentez | 6.06 | 56056 | 273.00 | 19.09 29 6 Triticum
4.44-4.74 aestivum
3 Azalma | P12782 Fosfogliserat kinaz Metabolizma | 6.64 | 49808 | 237.63 | 42.29 44 15 Triticum
4.74-5.02 aestivum
3 Kirpilma faktorii U2af biiyiik Gen Triticum
4.74-5.02 Artma | Q2QKB4 inite ekspresyonu 7.52 60549 98.94 33.14 60 13 aestivum
3 Artma | Q9S7UO |  inositol 3 fosfat sentaz Metabolizma | 5.23 | 56258 | 11650 | 17.64 37 6 Triticum
4.74-5.02 aestivum
3 Yeni E3 ubikitin protein ligaz Fusarium
4.74-5.02 Sentez Q417N9 BRE1 Fungal 6.99 80160 78.58 31.72 67 23 graminearum
3 Yeni Patojenez iligkili protein 4 Triticum
474502 Sentez 064392 (PR4, Wheatwin 1) Savunma 7.57 15624 | 168.88 62.32 8 4 aestivum
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Tablo 4.1’in Devamu: Yirmidordiincii saat 6rneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | FEslesenaa | Teorik Eslesen .
Frak. no/pl Farka o Protein Tanim Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
4 . Triticum
5 02-5.32 Artma P62785 Histon H4 Yapisal 11.87 | 11402 | 778.51 27.84 11 2 aestivum
4 . N Triticum
Azalma P00871 RuBisCo kuguk zincir Fotosentez 8.26 13046 | 9817.8 67.94 17 15 -
5.02-5.32 aestivum
5 - . Triticum
Artma P38076 Sistein sentaz Metabolizma 5.29 34092 | 153.98 24.30 28 6 -
5.32-5.62 aestivum
5 . . - Elektron Triticum
532.5 62 Artma Q9zP21 Tiyoredoksin M tipi transport 8.28 19119 | 510.49 46.85 18 8 aestivum
5 Artma | Q43199 | Adenin fosforibozil transferaz | Metabolizma | 4.83 | 19651 | 150.97 | 32.59 13 3 Triticum
5.32-5.62 aestivum
5 . . Protein Arabidopsis
530562 Artma | QILSY1 SKP1 benzeri protein metabolizmasi 4.63 17481 | 656.07 27.63 12 3 thaliana
5 Yeni Ubikitin-benzeri protein Phaeosphaeria
530562 Sentez QOUNW1 (ATG12) Fungal 5.19 14040 | 127.95 31.53 7 2 nodorum
5 . . Triticum
532.5 62 Azalma P12463 Fotosistem Q B protein Fotosentez 5.06 38895 | 158.00 11.89 14 3 aestivum
5 62(_55_92 Azalma | Q00434 | Oksijen etkinliginiartiic12 | Fotosentez | 9.00 | 27252 | 33492 | 36.04 21 8 ;;tt'lf/ﬂm
6 Azalma | Peg41s | Fotosistem |demirsulfir | poocne, | 567 | 8893 | 11112 | 4320 7 3 Triticum
5.62-5.92 merkezi aestivum
6 Artma P69443 ATP sentaz epsilon zinciri Metabolizma 5.01 15208 | 653.12 41.60 10 6 Trltl_cum
5.62-5.92 aestivum
6 Yeni . Gaeumanno.
5 62-5.92 Sentez Q6TCF2 Aktin Fungal 5.33 41580 | 846.68 22.13 34 8 graminis
6 Sitokrom b6 f kompleks Eektron Triticum
5 62-5.92 Azalma | Q7X9A6 demir sulfar transport 8.17 23711 | 3626.5 58.10 19 9 aestivum



http://www.uniprot.org/taxonomy/36778
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Tablo 4.1’in Devami: Yirmidordiincii saat 6rneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | FEslesenaa | Teorik Eslesen .
Frak. no/pl Farky no Protein Taninm Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
7 Patojenez iliskili protein 1 Triticum
5.99-6.22 Artma Q94F73 (PR1) Savunma 6.88 17537 98.32 51.78 12 6 aestivum
8 . L Triticum
Azalma P11383 RuBisCo buyuk zincir Fotosentez 6.22 52817 95.93 13.20 42 5 -
6.22-6.52 aestivum
8 . Triticum
6.29-6.52 Artma P02275 Histon H2A Yapisal 11.10 15576 60.85 16.43 9 2 aestivum
8 Peroksiredoksin Q Triticum
6.29-6.52 Artma Q5S1S6 (Kloroplastik) Savunma 10.02 23349 | 769.44 41.01 19 6 aestivum
8 Yeni L . . Phaeosphae.
6.22-6.5 Sentez QOV6RO | Ubikinon biyosentez protein Fungal 8.63 33101 | 120.49 26.89 31 5 nodorum
8 . . Gen Triticum
6.22-6.52 Artma Q95H54 50S ribozomal protein ekspresyonu 12.49 14296 | 162.06 30.,25 9 4 aestivum
11 Yeni N . Fusarium
719-7.42 Sentez Q417K4 | ATP bagimli RNA helikaz Fungal 8.33 71491 80.93 27.11 61 13 graminearum
23 Azalma | P27665 | Oksijen etkinligini artiric1 1 | Fotosentez | 879 | 34718 | 17789 | 29.84 25 10 Triticum
8.85-9.02 aestivum
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Tablo 4.2: Kirksekizinci saat 6rneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | Eslesenaa | Teorik Eslesen .
Frak. no/pl Farly no Protein Tanimm Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
1 . Triticum
3,87-3.97 Azalma P62785 Histon H4 Yapisal 11.87 11402 3439 27 11 5 aestivum
2 Atma | P27665 Oksijen etkinligini Fotosentez 879 | 34718 | 5037 48 25 16 Triticum
3,97-4,27 artirict 1 aestivum
2 Artma | P11383 | RuBisCo bilyiik zincir Fotosentez 622 | 52817 | 413 36 42 16 Triticum
3,97-4,27 aestivum
3 . Ferredoksin Triticum
4,27-4.57 Yeni Sentez | P00228 (kloroplastik) Elektron tagimmi | 4.36 15276 575 56.6 9 4 aestivum
3 . . . Triticum
4,27-457 Artma Q9zP21 Tiyoredoksin M tip Elektron tasmimu 8.28 19119 614 74.8 18 12 aestivum
2 . . Triticum
Yeni Sentez | P04464 Kalmodulin Savunma 3.89 16835 313 47.6 23 7 .
3,97-4,27 aestivum
2 Atma | Aexmyg | S adenozilmetiyonin Metabolizma | 553 | 42790 | 681 60.9 32 18 Triticum
3,97-4,27 sentaz 1 monococcum
2 Okaryotik translasyon Triticum
3.97-4,27 Artma P29557 baslatic faktor E4-1 Gen ekspresyonu 5.26 23975 130 33.9 16 5 aestivum
3 Oksijen etkinligini Triticum
4,27-457 Artma Q00434 artiricr 2 Fotosentez 9.00 27252 214.9 40 21 9 aestivum
3 Artma | Peo41s | Fotosistem ! demirstlfar | pop e 667 | 8893 | 4399 62 7 4 Triticum
4,27-4,57 merkezi aestivum
4 . Mitokondriyal i¢ Phaeosphaeri
4,57-4,87 Yeni Sentez | QOU6H9 membran proteaz ATP23 Fungal 6.41 28213 230 375 25 8 a nodorum
4 Azalma P69443 | ATP sentaz epsilon zincir Metabolizma 5.01 15208 1060 715 10 8 Triticum
4,57-4.87 aestivum
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Tablo 4.2’ nin Devami: Kirksekizinci saat 6rneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | Eslesenaa | Teorik Eslesen .
Frak. no/pl Farly no Protein Tanimmm Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
4 Cys peroksiredoksin Triticum
4,57-4.87 Artma P80602 BAS] Savunma 5.6 23312 1363 60.9 18 11 aestivum
6 . Triticum
5,17-5.47 Yeni Sentez | Q43206 Katalaz 1 Savunma 6.54 56772 558 47 32 18 aestivum
6 Artma | BoLxmo | S adenozilmetiyonin Metabolizma | 5.46 | 43152 | 508 50 33 12 Triticum
5,17-5,47 sentaz aestivum
6 Artma | P49232 Profilin 1 Savunma 472 | 14972 | 44 78.9 10 6 Triticum
5,17-5,47 aestivum
3 . . Triticum
Artma P26302 Fosforibulokinaz Fotosentez 5.64 45112 1996 60 29 24 .
4,27-4,57 aestivum
12 . Tip 1 fosfataz regulator Phaeosphaeri
6.98-7.28 Yeni Sentez | QOUSF2 YPI Fungal 9.91 18247 244.6 42 14 7 2 nodorum
13 Ge¢ embriyogenez Triticum
7.28-7.58 Artma Q03968 baskn protein grup 3 Savunma 9.37 23224 143 52.6 32 12 aestivum
16 Sitokrom b6 f kompleks Triticum
8,18-8 48 Artma Q7X9A6 demir siilfiir Elektron transport 8.17 23711 1680 47 19 8 aestivum
3 . Triticum
4,27-4.57 Artma P05151 Apositokrom Elektron transport | 9.07 35340 238,9 24 28 6 aestivum
3 RuBisCo kuguk zincir Triticum
4,27-457 Artma P26667 PWO Fotosentez 8.26 19441 172 34.8 17 4 aestivum
3 Translasyonel kontrollii . Triticum
4,27-457 Artma Q8LRMS8 tiimor protein homolog Metabolizma 4.35 18794 1957 78 20 9 aestivum
3 Sedoheptuloz 1 7 . Triticum
4,27-457 Artma P46285 bifosfataz Metabolizma 6 42034 234.7 31 29 10 aestivum
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Tablo 4.3: Yetmisikinci saat 6rneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | Eslesenaa | Teorik Eslesen .
Frak. no/pl Farly no Protein Tanimmm Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
1 Artma | Peo41s | Fotosistem 1 demirsulfir | oo 6.67 | 8893 | 1800 63 28 22 Triticum
4,25-4,55 merkezi aestivum
1 Artma | P00228 | Ferredoksin (Kloroplastik) | Elektron transport | 4.36 | 15276 | 2354 56 9 3 Triticum
4,25-4,55 P P ' aestivum
1 . Triticum
4,25-4,55 Azalma P62785 Histon H4 Yapisal 11.87 11402 778.51 27 11 4 aestivum
9 Peroksiredoksin Q Triticum
6.65-6,95 Artma Q5S1S6 (Kloroplastik) Savunma 10.02 23349 6462 447 19 13 aestivum
2 Artma | P276es | Oksiien etkinliginiartinier | ooy, 879 | 34718 | 3243 52.9 25 17 Triticum
4,55-4,85 1 aestivum
2 Artma Q00434 | Oksijen etkinligini artirici Fotosentez 9.00 27252 4098 72 21 15 Trltl_cum
4,55-4,85 2 aestivum
3 . Lo Triticum
Artma P11383 RuBisCo buyuk zincir Fotosentez 6.22 52817 3060 57 42 28 .
4,85-5,15 aestivum
2 . . . Elektron Triticum
4,55-4,85 Azalma Q9zP21 Tiyoredoksin M tip transportu 8.28 19119 3379 74 18 13 aestivum
1 Artma P10793 Fotosistem 1 der_mr sulfar Fotosentez 7.45 8974 1631 51.8 7 4 Pisum sativum
4,25-4,55 merkezi
2 Triticum
4,55-4,85 Artma Q43206 Katalaz 1 Savunma 6.54 56772 5786 50 32 23 aestivum
3 Artma P49232 Profilin 1 Savunma 472 | 14972 | 2368 84 10 9 Triticum
4,85-5,15 aestivum
! Azalma | Aexmyg | S adenozilmetiyonin Metabolizma | 553 | 42790 | 473 59 32 15 Triticum
4,25-4,55 sentaz 1 monococcum
2 . Elektron Triticum
4,55-4,85 Artma P05151 Apositokrom transportu 9.07 35340 445 55 28 14 aestivum
6 Artma P26302 Fosforibulokinaz Fotosentez 54 | 45112 | 7225 76.9 29 29 Triticum
5,75-6,05 aestivum
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Tablo 4.3’iin Devami: Yetmisikinci saat 6rneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | Eslesenaa | Teorik Eslesen .
Frak. no/pl Farki no Protein Tanim Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
6 Cys peroksiredoksin Triticum
5,75-6.05 Azalma P80602 BASL Savunma 5.6 23312 2361 65 18 14 aestivum
! Artma | P52589 | Protein disulfitizomeraz Protein 48 | 56498 | 287.9 58 49 21 Triticum
4,25-4,55 metabolizmasi aestivum
6 . . Gibberella
5,75-6.05 Yeni Sentez | Q4HVX7 Sitokrom ¢ Fungal 9.6 12095 227 36 14 7 Jeae
2 Artma | Q36814 | Fotosistem Il D2 protein |  Fotosentez 52 | 39444 | 112 16 15 4 Triticum
4,55-4,85 P ' aestivum
S Azalma | P12782 Fosfogliserat kinaz Metabolizma 6.64 | 49808 | 206 37.9 44 11 Triticum
5,45-5,75 aestivum
2 . Taumatin benzeri protein Triticum
4,55-4,85 Yeni Sentez | P27357 (PRS) Savunma 4.44 17593 486.9 21 4 1 aestivum
8 Azalma | BoLxmo | S adenozilmetiyonin Metabolizma | 546 | 43152 | 182 257 33 7 Triticum
6,35-6,65 sentaz aestivum
7 Sitokrom b6 f kompleks Triticum
6,05-6.36 Azalma Q7X9A6 demir siilfiir Elektron transport | 8.17 23711 15938 53 19 17 aestivum
5 DNA replikasyon Phaeosphaeri
Yeni Sentez | QOUPV4 | kompleksi GINS protein Fungal 5.07 19669 220 12 13 2 P
5,45-5,75 PSE3 a nodorum
5 Fruktoz 1 6 bifosfataz . Triticum
5,45-5 75 Artma P09195 (Kloroplastik) Metabolizma 4.95 44189 158 36 22 11 aestivum
7 NADP bagimli gliser Triticum
Azalma Q8LK®61 aldehit 3 fosfat Metabolizma 6.39 53013 937 71 38 26 .
6,05-6,35 S aestivum
dehidrojenaz
7 RuBisCo kii¢lik zincir Triticum
6,05-6,35 Artma P26667 PWO Fotosentez 8.26 19441 356 70.8 17 10 aestivum
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Tablo 4.3’iin Devami: Yetmisikinci saat orneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | Eslesenaa | Teorik Eslesen .

Frak. no/pl Farl no Protein Tanimm Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma

7 ] Triticum
Azalma Q1wW374 Fosfomannomutaz Metabolizma 5.45 28234 117 32 27 6 .

6,05-6,35 aestivum
7 ) Triticum
6,05-6,35 Artma Q05855 Peroksidaz Savunma 8.01 32361 264 28 22 8 aestivum
8 Artma P55313 Katalaz 2 Savunma 6.60 56444 731 38.6 35 15 Trltl_cum
6,35-6,65 aestivum
8 Ge¢ embriyogenez baskin Triticum
6,35-6,65 Azalma Q03968 orotein grup 3 Savunma 9.37 23224 157 41 32 8 aestivum
8 RuBisCo kiigiik alt birim Triticum
6,35-6,65 Artma P07398 Klon 512 Fotosentez 5.72 13046 308 54.8 11 5 aestivum
10 Artma | P46524 Dehidrin Savunma 502 | 28166 | 1072 27 23 4 Triticum
6,95-7,25 aestivum
21 50S ribozomal protein L9 Triticum
>85 Azalma Q8L803 (Kloroplastik) Gen ekspresyonu | 10.27 21568 169 39 19 7 aestivum
8 Artma | P15984 | Peroksidaz fragment Savunma 412 | 8361 | 441 325 8 2 Triticum
6,35-6,65 aestivum
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Tablo 4.4: Doksanaltinci saat drneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | Eslesenaa | Teorik Eslesen .
Frak. no/pl Farly no Protein Tanimm Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
7 . L Triticum
Artma P11383 RuBisCo buyuk zincir Fotosentez 6.22 52817 801.5 47.16 42 21 .
5,91-6,21 aestivum
9 RuBisCo kuguk zincir Triticum
6,51-6 81 Artma P26667 PWO Fotosentez 8.26 19441 | 2021.7 73.14 17 15 aestivum
9 RuBisCo kigik alt brim Triticum
6.51-6,81 Artma P07398 Klon 512 Fotosentez 5.72 13046 | 2411.36 69 11 9 aestivum
9 RuBisCo kuguk zincir Triticum
6.51-6,81 Artma P00871 PWS4 3 Fotosentez 8.94 19404 | 1846.42 63.21 18 12 aestivum
2 ATP sentaz alfa alt Unitesi . Triticum
4,42-4.72 Artma P20858 (kloropastik) Metabolizma 4.87 53823 | 422.18 30.72 36 10 aestivum
8 Peroksiredoksin Q Triticum
6.21-6,51 Artma Q5S1S6 (Kloroplastik) Savunma 10.02 23349 | 2299.19 43.31 19 10 aestivum
o Artma | Pio7gg | Foosistem Ldemirsulflr |y o ies 745 | 8974 |129733| 64.19 7 6 | Pisum sativum
6,51-6,81 merkezi
1 . . Elektron Triticum
41-4,42 Artma P00228 | Ferredoksin (kloroplastik) transportu 4.36 15276 2740 49.65 9 4 aestivum
2 Artma | p27ees | Oksienetkinligimiartinier | popone 879 | 34718 | 70011 | 4153 25 13 Triticum
4,42-4,72 1 aestivum
2 . . . Elektron Triticum
4,42-4.72 Artma Q9zP21 Tiyoredoksin M tip transport 8.28 19119 | 3026.11 42.82 18 10 aestivum
2 Oksijen etkinligini artirict Triticum
4,42-4.72 Artma Q00434 2 Fotosentez 9.00 27252 | 544.86 64.72 21 17 aestivum
2 Azalma | A6xMmyg | S adenozilmetiyonin Metabolizma | 553 | 42790 | 227.6 | 37.81 32 9 Triticum
4,42-4,72 sentaz 1 monococcum
2 50S ribozomal protein L9 Triticum
4,42-4.72 Artma Q8L803 (kloroplastik) Gen Ekspresyonu | 10.27 21568 | 190.96 34.55 19 6 aestivum
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Tablo 4.4’iin Devami: Doksanaltinct saat drneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | Eslesenaa | Teorik Eslesen .
Frak. no/pl Farl no Protein Tanimmm Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
9 Triticum
6,51-6,81 Artma Q43206 Katalaz 1 Savunma 6.54 56772 | 1527.93 47.76 32 19 aestivum
2 Artma | Q8LRMg | Lranstasyonelkontrollt -y, p e | 435 | 18794 | 3869.79 | 39.88 20 6 Triticum
4,42-4,72 timor protein homolog aestivum
6 Artma P26302 Fosforibulokinaz Fotosentez 564 | 45112 | 13469 70 29 30 Triticum
5,6-5,91 aestivum
6 Artma | P69443 | ATP sentaz epsilon zinciri | Metabolizma 501 | 15208 | 1792 | 57.66 10 6 Triticum
5,6-5,91 aestivum
7 Cys peroksiredoksin Triticum
5,91-6.21 Azalma P80602 BAS1 Savunma 5.6 23312 485.2 55.23 18 8 aestivum
2 . Polycomb artirici benzeri Gibberella
4,42-4,72 Yeni Sentez | Q415V3 orotein 1 Fungal 5.74 72656 209.37 16.77 45 5 Jeae
2 Adenin fosforibozil . Triticum
4,42-4,72 Artma Q43199 transferaz Metabolizma 4.83 19651 154.09 44.75 13 5 aestivum
6 Artma P12782 Fosfogliserat kinaz Metabolizma 6.64 | 49808 | 48176 | 18.3 44 8 Triticum
5,6-5,91 aestivum
6 Azalma | pipi1p |ATPsentazbetaaltinitesi | \oopopma | 606 | 55261 | 102149 | 37.55 36 1 Triticum
5,6-5,91 (kloroplastik) aestivum
6 Ubikitin konjuge enzim Protein Triticum
5.6-5,91 Artma P25866 E9 metabolizmast 5.54 17290 227.9 39 7 3 aestivum
6 Azalma P30110 Glutatyon S transferaz 1 Savunma 5.13 25811 451.9 27.9 22 10 Tr|t|_cum
5,6-5,91 aestivum
6 - . Triticum
Azalma P38076 Sistein sentaz Metabolizma 5.29 34092 | 179.76 14.46 28 3 .
5,6-5,91 aestivum
6 Fruktoz 1 6 bifosfataz . Triticum
5,6-5.91 Azalma P09195 (kloroplastik) Metabolizma 4.95 44189 120.2 29 22 10 aestivum
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Tablo 4.4’iin Devami: Doksanaltinct saat drneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | Eslesenaa | Teorik Eslesen .

Frak. no/pl Farly no Protein Tanimmm Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma
6 Klorofil a b baglanan Triticum
5.6-5,91 Azalma P04784 protein (kloroplastik) Fotosentez 5.57 28246 2490 21.05 13 3 aestivum
6 Azalma | PO5151 Apositokrom Elektron 0.07 | 35340 | 21055 | 66.8 28 16 Triticum
5,6-5,91 transportu aestivum
9 Artma | Peo4ls | Fotosistem 1 demirsulflr | oo oo 6.67 | 8893 | 12973 | 64.19 7 6 Triticum
6,51-6,81 merkezi aestivum
9 Glukoz 1 fosfat adenil . Triticum
6,51-6,81 Artma P12298 transferaz bilyiik tnite Metabolizma 5.69 33408 158.04 13.2 36 3 aestivum
! Azalma | BoLxmo | S adenozilmetiyonin Metabolizma 546 | 43152 | 610.35 | 57.3 33 15 Triticum
5,91-6,21 sentaz aestivum
9 Taumatin benzeri protein Triticum
6,51-6,81 Artma p27357 (PRS) Savunma 4.44 17593 248.6 41.96 4 2 aestivum
! Azalma | P60162 Sitokrom b6 Elektron transport | 9.02 | 24166 | 754.1 59 19 12 Triticum
5,91-6,21 aestivum
9 Azalma | P83970 | Plazma membran ATPaz | Metabolizma 6.37 | 104618 | 206.1 7.25 68 7 L
6,51-6,81 aestivum

9 . Glukoz N asetil transferaz Gibberella

6,51-6.81 Yeni Sentez | Q4HVS2 1 Fungal 4.08 50152 158 13.22 36 3 Jeae

9 . N Aegilops
Azalma P25414 RuBisCo Buyuk Zincir Fotosentez 6.45 46928 | 1382.8 458 35 23 "
6,51-6,81 tauschii
9 Azalma | P40621 | HMGL 2 benzeri protein Yapisal 724 | 17203 | 15128 | 217 13 5 Triticum
6,51-6,81 P apisa ' ' ' aestivum
9 Azalma | p2agag | Dihidrodipikolinatsentaz |\ oopoima | 702 | 42386 | 1444 | 309 28 8 Triticum
6,51-6,81 1 aestivum
9 Artma | Q05855 Peroksidaz Savunma 801 | 32361 | 597.74 | 60 22 10 Triticum
6,51-6,81 ' ' aestivum
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Tablo 4.4’{in Devami: Doksanaltinci saat 6rneklerinin kiitle spektrometrik analizi sonucu Uniprot veritabanindan tanimlanan proteinler

Ekspresyon | Accesion . . Teorik MA PLGS | Eslesenaa | Teorik Eslesen .

Frak. no/pl Farly no Protein Tanimmm Fonksiyon ol (Da) skoru dizi (%) peptid peptid Organizma

9 Triticum
Artma 004437 Glutatyon S transferaz Savunma 6.05 23737 232.6 34.7 14 5 .

6,51-6,81 aestivum
o Artma | P55313 Katalaz 2 Savunma 6.60 | 56444 | 261.18 | 30.8 32 11 Triticum
6,51-6,81 aestivum
>85 Azalma | Qo3geg | G¢¢ embriyogenez baskmn Savunma 9.37 | 23224 | 706 9.8 32 2 Triticum
protein grup 3 aestivum

Frak. No/pl : Fraksiyon numaras1 / Izoelektrik noktasi. Accesion no: Uniprot veritabaninda proteinin karsilik geldigi kod. MA (Da): Dalton cinsinden Molekiiler agirlik.
PLGS Skoru: Protein Lynx Global Server yazilimindan eld edilen skor degeri
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Yapilan analizler sonucunda inokulasyondan sonraki 24, 48, 72 ve 96. Saatlerde
patojenle inokule edilen bitki dokularinda kontrole gore farkli diizeyde eksprese edilen
77 protein tanimlandi. Bu proteinlerin %14’iiniin patojen kaynakli oldugu belirlendi.
Tanimlanan bitkisel proteinler, rol aldiklari biyolojik olaylar g6z éninde bulundurularak
7 grupta (fotosentez, metabolizma, gen ekspresyonu, elektron transportu, yapi, protein
metabolizmast ve savunma) siniflandirildi. 24. saatte patojenle inokile oOrneklerde
kontrole gore anlatim diizeyinin arttig1 veya azaldigi tespit edilen 33 protein, 48. saatte
24 protein, 72. saat 6rneklerinde ise 34 protein tanimlanmistir. Son grup olan 96. saat
orneklerde ise 43 protein tanimlanmistir. Her bir zaman diliminde tanimlanan

proteinlerin fonksiyonel gruplara gore dagilimlart ve oranlar1 Sekil 4.11°de sunulmustur.

24h 48h

Fungal

Fotosentez
%25

Fotosentez
%24

Metabolizma

%15 Metabolizma

%21

Elektron
transportu
%17

Gen ekspresyonu
%12

Gen ekspresyonu
%A

72h 96h

Fotosentez
%26

Fotosentez
%26

Protein
metabolizmasi
%2

etabolizma

Protein %18
6

metabolizmasi
%3

% =2

' > Yapisal Metabolizma
< %31
2 Elektron %2 %

o|s’transportu

Gen ekspresyonu

%12

Toplam

Fungal

sl Fotosentez

%21

Metabolizma
%22

<
£
3
Protein :&. Gen -
metabolizmasi & ekspresy©
%4 - %8

Yapisal
%4

Sekil 4.11: Tanimlamasi yapilan proteinlerin fonksiyonlarina gore ayrildigi 8 gruba gore
dagilimlari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya niifusundaki artisa paralel olarak artan talep dogrultusunda tarimsal alanlarda
yetistirilen liriin miktarin1 ve verimini yiikseltmek tizere biyoteknolojik yontemlerden
genis capta yararlanilmaktadir. Bu alanda yurutilen molekiiler ¢alismalarin 6nemli bir
kismi, cesitli biyotik ve abiyotik stres etmenlerine karsi bitkinin sahip oldugu dogal
dayaniklilik mekanizmalarinin molekiiler diizeyde aydinlatilmasi ve bu mekanizmalarda
rol alan gen ve gen drunlerinin belirlenmesi yoniindedir. Bu ¢alismalarin ileriye doniik
ortak hedefi; kisa siirede dayanikli ¢esitlerin gelistirilmesi ve son derece verimli, fakat
hassas olan genotiplerin dayanikli hale getirilmesine olanak saglayacak yeni molekiler
verilerin elde edilmesidir. Patojenle inokilasyon sonrasinda, ister dayanikli ister hassas
olsun tiim konukgu bitkilerin proteomunda anlamli degisimler meydana gelmektedir.
Bitkinin patojen saldirisina karst nasil bir cevap olusturacagi enfeksiyondan sonra
anlatim1 degisen proteinler ve bunlarin rol aldig1 biyokimyasal doniisiimlerle yakindan
iligkilidir. Biyolojik mekanizmalarda is goren hedef enzim ve proteinlerin
belirlenmesinde, giiniimiizde en ¢ok tercih edilen yaklagimlardan biri, daha somut
veriler ortaya koymasi nedeniyle proteomiktir. Proteom diizeyinde elde edilen veriler,
dayanikli yeni ¢esitlerin kisa siirede gelistirilmesi ve verimli olan hassas genotiplerin
istenilen Ozelliklerinin korunarak dayanikli hale getirilmesi i¢in yiiriitiilen ¢alismalara

anlaml katkilar saglayabilecek potansiyele sahiptir.

Sar1 pas hastaligi, dinya genelinde yayilim gosteren ve bugdayda ciddi verim
kayiplarina neden olan bir hastalikti. Bu nedenle tiim diinyada bir yandan klasik
tarimsal yontemlerle micadele sdrdurulirken, bir yandan da bitki ve patojene ait
genetik ve molekiiler veriler ortaya koyulmaya c¢alisilmaktadir. Bu yondeki ¢alismalarin
onemli bir kismimi bitkinin patojene karsi gelistirdigi hiicresel cevabin molekiiler
diizeyde aydmlatilmas: yOniindeki genomik ve transkriptomik c¢aligmalar
olusturmaktadir (Wang ve dig., 2010; Coram ve dig., 2008; Azevedo ve dig., 2002;
Parmil ve dig., 2004; Zhang ve Klessig, 1997; Doehlemann ve dig., 2006; Dreher ve
Callis, 2007; Yamamoto ve dig., 2004; van Loon ve dig., 2006). Ancak literatlrde
bugdayda sar1 pas hastaligina dayaniklilik mekanizmasimin proteomik diizeyde
incelendigi arastirma sayist oldukga azdir (Ma ve dig., 2009; Li ve dig., 2011). Sunulan
tez ¢alismasi, iilkemizde yetisen yerel dayanikli bugday cesidi Izgi 2001°de, Puccinia
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striiformis f. sp. tritici fungusunun neden oldugu sari pas hastaligina karsi bitkinin
ortaya koydugu dayaniklilik cevabinin proteom diizeyinde incelendigi bir ¢alismadir.
PF2D sistemi kullanilarak iki boyutlu fraksiyonlama ile ayristirilan bitki 6rnekleri,
nanoLC-ESI-MS/MS sistemi ile kiutle spektrometrik analizlerin ardindan karsilastirmali
olarak incelenmigtir. Tezde elde edilen bulgular bugdayda sar1 pas hastaligina
dayaniklilik mekanizmasinin aydinlatilmasina 1sik tutacak, son derece yararli bilgiler

ortaya koymustur.

Deneylerin ilk asamasinda patojenle inokile edilmis (enfekte) ve bos inokilasyon
yapilmis (kontrol) bitkilerde inokulasyonu takip eden 24, 48, 72 ve 96. saatlerde 6rnek
aliarak total protein izolasyonu yapilmistir. Hazirlanan total protein Ornekleri, iki
boyutlu sivi kromatografi sistemi olan PF2D’de ayirilarak fraksiyonlanmistir. Bu
ayirimlar sirasinda elde edilen 1. ve 2. boyut pH ve UV kromatogram verileri sistemin
yazilimlar1 kullanilarak iki boyutlu sanal jel haritalarina dontistiirilmiistiir. Bu sekilde
her bir 6rnek i¢in olusturulan protein profilleri her zaman diliminde enfekte ve kontrol
olacak sekilde karsilagtirmali olarak analiz edilmis ve anlatim diizeyi farkli olan
proteinler tanimlanmak {izere se¢ilmistir. Yapilan caligmalarin tamami 3 tekrarli olacak
sekilde gergeklestirilmistir. Segilen proteinleri igeren 2. boyut fraksiyonlar nanoLC-ESI-
MS/MS sisteminde analiz edilmis peptid kitle ve amino asit kutle verileri elde
edilmistir. Kiitle spektrometrik veriler PLGS yazilimi ile analiz edilip mevcut veri
bankalarindaki protein bilgisi ile karsilagtirllmistir. Bu karsilastirmalarin da yardimiyla
protein tanimlamalar1 yapilmistir. Son olarak literatiirde bulunan bitki-patojen iliskisine
dair bilgilerden de yararlanilarak tanimlanan proteinlerin, bitkide sar1 pas etmeni

patojene kars1 dayanikliliktaki islevleri agiklanmaya calisilmistir.

Yapilan analizler sonucunda inokulasyondan sonraki 24, 48, 72 ve 96. saatlerde
patojenle inokdile edilen bitki yapraklarinda kontrole gére farkli diizeyde eksprese edilen
77 protein tanimlanmistir. Bu proteinlerin %14 linlin patojen kaynakli oldugu
belirlenmistir. Patojenin bitki yapraklarina piiskiirtiilerek uygulanmasiin ardindan hem
patojende hem de bitkide ¢ok sayida protein sentezi gerceklesmektedir. Bu nedenle
tanimlanan proteinler arasinda patojen tarafindan sentezlenen proteinler baska
calismalarda da rapor edilmistir (Zhou ve dig., 2006; Ma ve dig., 2009). Tanimlanan
bitkisel proteinler ise, rol aldiklar1 biyolojik olaylar g6z 6niinde bulundurularak 7 grupta
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(fotosentez, metabolizma, gen ekspresyonu, elektron transportu, yapi, protein
metabolizmas1 ve savunma yanit1) siniflandirilmistir. Bitkisel proteinler arasinda
dogrudan dayanikliik mekanizmasinda rol aldigi bilinen PR-1, PR-4, PR-5 gibi
patojenez iliskili proteinlerin (pathogenes-related) yani sira katalaz, peroksiredoksin Q,
peroksidaz, glutatyon S transferaz (GST) gibi ©6nemli antioksidan enzim ve proteinler,
kalmodulin ve profilin gibi sinyal iletiminde rol alan proteinleri igine alan savunma
yaniti proteinleri (toplamda %21) bulunmaktadir. Ayrica tiim zaman dilimlerinde
tanmimlanan proteinlerin 6nemli bir kismin1 (toplamda %21) bitki materyalinin yaprak
dokusu olmasi nedeniyle, fotosentetik proteinler olusturmaktadir. Bu proteinlerin
kontrol ve enfekte bitki gruplarinda goriilen miktarlar incelendiginde enfekte bitkilerde
inokiilasyonun ardindan ilk cevabin verilmesi i¢in fotosentetik proteinlerin miktarinda
azalis yasandigr daha sonraki saatlerde ise bitkinin kendi yasamsal faaliyetlerinin
normale donmesiyle bu proteinlerin miktarlarinin da arttigi goriilmistiir. Bitkilerin
patojenle karsilagmalarinin ardindan savunma yanitinda rol alan proteinlerin yani sira
fotosentetik proteinlerin ekspresyonunda da degisimler oldugu ve bunun savunmanin bir
pargast oldugu pek cok calisma ile de gosterilmistir (Bilgin ve dig., 2010; Li ve dig.,
2011).

Bu calismada tanimlanan proteinlerin biiyiik bir kisminin (%22) yer aldigi diger bir
fonksiyonel grup metabolizmadir. Ozellikle savunmada rol aldif1 dngoriilen gesitli
biyomolekiillerin sentezi ve enerji iiretimi ile iliskili proteinler bu grupta toplanmigtr.
Geri kalan az sayida protein ise gen ekspresyonu (%8), protein metabolizmasi (%4),
elektron transportu (%6) ve yapi (%4) olacak sekilde gruplandirilmigtir. Tanimlanan
proteinlerin ekspresyon diizeylerinde meydana gelen degisimler ile bunlarin bitkinin
patojene karst verdigi savunma cevabindaki olast rolleri fonksiyonel gruplar baz

alinarak asagida tartigilmistir.

Fungal Proteinler

Patojenik filamentli funguslar patojen-konuk¢u iliskisi siirecinde yikict enzimler,
ekstraselller enzim ve proteinler gibi bir takim proteinler olusturur. Bu proteinler
fitotoksin ve elisitor olarak; besin saglanmasi, kolonizasyon, ekolojik etkilesimler, bitki
savunma etkilesimlerini de icine alan birgok biyolojik reaksiyonda durdurucu/ters

donddricl olarak gorev yapar. Pst-bugday etkilesimini igeren proteomik c¢aligmalar
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genel olarak konukcudaki proteinlere odaklanmis olmakla beraber fungal proteinler
hakkinda bilgi veren birkag ¢alisma da bulunmaktadir (Rampitsch ve dig., 2006; Zhou
ve dig., 2006; Paper ve dig., 2007; Song ve dig., 2011). Bu tez ¢alismasinda 12 fungal
protein belirlenmistir (Tablo 5.1). Tamimlanan fungal proteinlerden biri, “RNA
polimeraz Il medyator”dir ve tim RNA polimeraz II-bagimli genlerin
transkripsiyonunun dizenlenmesinde gorev alan ko-aktivator medyator kompleksinin
bir bilesenidir. Bu protein, bazal RNA polimeraz II transkripsiyon sistemi ile gene 6zgii
diizenleyici proteinler arasinda bilgi akisini saglayan bir koprii gorevi gérmektedir
(Hane ve dig., 2007). Tanimlanan diger fungal proteinlerden ikisi, E3 ubikitin protein
ligaz ve ubikitin-benzeri proteindir. Bu proteinler, hicre dongisu, gunlik biyolojik
sliregler, transkripsiyon gelisimi, sinyal iletimi ve besin duyarliligi gibi sureglerde
onemli rol oynayan proteinlerin yeniden diizenlenme mekanizmasinin 6nemli bir
bileseni olan ubikitin yolaginda rol alan proteinlerdendir (Jonkers ve Rep, 2009). Ayrica
ubikitin-proteazom sisteminin patojenik fungusun virllensinin diizenlenmesi (zerine
etkisi ¢aligilmis ve Spk1-Cullin-Fbox (SCF) kompleksinin yer aldigi ubikitin-proteazom
sisteminin patojenin viriilens etkisi i¢in 6nemli oldugu vurgulanmistir (Liu ve Xue,
2011). Ubikitin sisteminin proteinleri, Fusarium tirleri, Botrties cinerea ve
Magnaporthe oryzae gibi bircok patojenik fungusta gosterilmistir (Liu ve Xue, 2011,
Paper ve dig., 2007). Tez caligmasinda 72. saatte yeni sentezlendigi goriilen bir diger
fungal protein DNA replikasyon kompleksi GINS protein PSF3’tiir. Bu protein DNA
replikasyonunun baglamasinda 6nemli rol oynayan PSF3 protein ailesinin Gyesidir.
Fungal PSF3 DNA replikasyon kompleksinin 72. saatte yeni sentezlenmesi, patojenin
konuk¢udan gelen direng¢ karsisinda kendini korumak veya bu direnci kirmak tizere bir

takim genlerin ekspresyonunu gercgeklestigini diisiindlirmektedir.

Tammlanan fungal proteinler degerlendirildiginde, beklendigi {izere enfeksiyon
sonucunda yeni sentez olduklar1 gozlenmistir. Gruplar aras1 degerlendirme yapildiginda
ise, fungal proteinlerin patojenle ilk karsilasilma donemi olan 24. saat drneklerinde en
yogun bi¢imde goriildiigli belirlenmistir. Daha sonraki zaman dilimlerinde az sayida
fungal protein tanimlanmasi bitkinin basarili bi¢imde siirdiirdiigii dayaniklilik cevabi ile

patojenin etkisinin azaltildiginin bir kanit1 olarak kabul edilebilir.
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Tablo 5.1: Puccinia striiformis f. sp. tritici ile enfekte bugday yapraklarinda tanimlanan fungal
proteinler.

24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

Fungal

: Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma
Proteinler

Mitokondriyal
ic membran \
proteaz ATP23

Ubikitin benzeri
protein \
(ATG12)

DNA
replikasyon
kompleksi o
GINS protein
PSF3

Tip 1 fosfataz \#
regilator YPI1

Ubikinon
biyosentez \ *
protein

Glukoz N asetil J*
transferaz 1

Sitokrom ¢ \ *

Polycomb
artirict benzeri K
protein 1

ATP bagimh *
RNA helikaz

E3 ubikitin
protein ligaz \
BRE1

RNA polimeraz *
2 medyator

Aktin \

* [saretli proteinler yeni sentezdir.

Savunma Yanit1 Ile Tliskili Proteinler

Sar1 pas etmeni Puccinia striiformis f. sp. tritici’nin diinyada 100 farkli irk1 mevcuttur
ve bu funguslar irka 6zgii Avr geni tasirlar. Farkli bugday cesitleri de farkli patojen
irklarma spesifik R (dayaniklilik) genleri tasirlar. Bu genlerin Grinii olan proteinler,
spesifik oldugu patojenin Avr proteinini algilayan reseptorlerdir ve bitkinin patojeni
taniyarak savunma cevabini harekete gecirmesini saglarlar. Bitkideki savunma sinyal
yollari R-Avr etkilesimi ile aktiflesirken bir yandan da infekte organlar disindaki
bolgelerde sistemik kazanilmis bagisikligi (SAR) tetikleyen salisilik asit (SA) birikimi
gozlenir. Sinyal yollarinin aktiflesmesi sonucu enfeksiyon bolgesinde plazma zarinin

gecirgenliginde ve iyon tasiniminda hizli bir degisiklik meydana gelirken, ROS
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uretiminde de belirgin bir artis gozlenir. Ayrica antifungal protein ve bilesikler
sentezlenir ve hiicre duvarinda kalinlagsma baglar (Robatzek ve Saijo, 2008). R-Avr
etkilesimi sonucu bitkide gelisen en belirgin dayaniklilik cevabi enfeksiyon bolgesinde

ortaya ¢ikan ve hipersenitif cevap (HR) olarak adlandirilan programli hiicre 6liimleridir.

Tez calismasinda patojenle inokiile 24. saat Orneklerinde bitkinin erken savunma
cevabinda rol aldig1 benzer ¢alismalarda (Xingquan ve dig., 2010; Coram ve dig., 2008)
da gosterilmis olan PR-1, PR-4, peroksiredoksin Q ile glutatyon S transferaz (GST)
proteinleri tanimlanmistir (Tablo 5.2). Bu proteinlerden PR-1, literatiirde belirtildigi gibi
bitkinin biyotrofik bir fungal patojenle karsilasmasinin ardindan gelistirilen SAR’1n
onemli bir gostergesi olarak tanimlanmaktadir (Knepper ve Day, 2010). PR-1’in hem
bitkide hem de in vitro’da antifungal 6zellik gosterdigi Niderman (1995) tarafindan
rapor edilmis olmakla birlikte, son yillardaki yayinlarda fonksiyonunun tam olarak
bilinmedigi belirtilmektedir (van Loon, 2006). Yirmi dordinci saatte tanimlanan diger
bir PR proteini, PR-4 (Wheatwin)’tir. Bu protein de, antifungal Ozellige sahiptir;
patojendeki Kitin ve ksilenaza baglanarak etkisini gosterir (Hurkman, 2009; Kamal,
2010). Caruso ve dig. (2001) ise in vitro’da PR-4’tin patojen sporlarinin
germinasyonunu ve hif gelisimini engelledigini gostermislerdir. PR-4 bugdayda sar1 pas
dayaniklilig1 i¢in karakteristik olan HR gelisiminde de rol almaktadir (Guevarave dig.,
2010, Wang ve dig., 2010). Bu sayede hem patojen o6ldiiriilmekte hem de beslenebilecegi
kaynaklar kurutulmaktadir. Yirmi dordincli saat orneklerinde tanimlanan savunma
grubu proteinlerden diger ikisi ise antioksidan Ozellikteki Peroksiredoksin Q ve
GST’dir. Daha once belirtildigi gibi bitkideki ilk savunma reaksiyonlarindan biri de
H20- gibi son derece toksik ve zararli olan reaktif oksijen tirlerinin (ROS) bol miktarda
ve hizli bicimde iretilerek biriktirilmesidir. Bitki, bu molekiillerin toksik etkileri
sayesinde bir yandan patojeni oldiirerek bir yandan da HR olusumunu tetikleyerek
enfeksiyon geligimini engellemeye calisir. ROS’larin bir kism1 H,O;’e cevrilerek bitki
hiicre duvarmin kalinlasmasina yardimer olup, bdylece patojenin hiicre igine girisini
engellemeye calisirken; bir yandan da dayaniklilikla iligkili genlerin ekspresyonu i¢in
sinyal gorevi gorur (Rouhier ve dig., 2004). Ancak bu molekullerin bitki i¢in koruyucu
ve Olduruci etkilerinin dengelenmesi gerekmektedir ve bunun icin bitki antioksidan
enzimler Uretir. Peroksiredoksin Q peroksit ve peroksinitriti detoksifikiye eden bir

peroksidazdir ve bitkilerin farkli biyotik ve abiyotik stresler karsisinda maruz kaldigi
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ROS’lara kars1 kendilerini savunmasinda énemli bir rolii oldugu bilinmektedir (Baier ve
Dietz, 1996). Patojen saldirilarinda da enfeksiyon bolgesi digindaki bitki hiicrelerinde
ROS konsantrasyonunun diisiik seviyede tutulmasini saglar (Bazargani ve dig., 2011).
Ayrica peroksidazlarin suberin ve lignin sentezi gibi savunma ile iligkili bagka
reaksiyonlarla da iligkili oldugu bulunmustur (Willekens ve dig., 1997; Rizhsky ve
dig.,2002). Diger bir antioksidan enzim olan GST, bir yandan normal hicresel
metabolizma olaylarinda rol alirken bir yandan da farkli ROS’larin detoksifikasyonunu
saglar (Li ve dig., 2011). Bitkilerde ¢esitli fungal enfeksiyonlar1 takiben, hem patojen
hem de bitki tarafindan iiretilen ROS’lardan korunmak iizere GST nin yliksek miktarda
eksprese edildigi birgok farkli galismada gosterilmistir (Rouhier ve dig., 2004; Zhou ve
dig., 2006; Larson ve dig., 2007; Liao ve dig., 2009; Li ve dig., 2011). Analiz edilen 48,
72 ve 96. saat drneklerinin hepsinde antioksidan proteinlerin artis1 devam etmistir. Bu

durum bize savunma cevabinda ROS’larin aktif bigimde kullanildigin1 géstermektedir.

Yirmi dérdunci saat érneklerinde herhangi bir sinyal proteinine rastlanmamisken, 48.
saat 6rneklerinde kalmodulin (CaM) ve profilin, 72. saat 6rneklerinde ise sadece profilin
sinyal agindaki proteinler olarak tespit edilmistir. Pek ¢ok bitki grubunda kalsiyum
iyonu énemli bir sinyal elemani olarak gérev yapmaktadir. Bitkilerdeki Ca™ sinyalini
algilayan bircok reseptor tanimlanmistir. Bunlar arasinda CaM en iyi bilinenlerden
biridir ve Okaryotik organizmalar arasinda iyi korunmustur. Cok sayida izoformu
bulunan CaM’larin ekspresyonu biyotik ve abiyotik stres altindaki bitkilerde artmakta
ve bu sayede 1s1 soku proteinleri, kinazlar ve fosfatazlar gibi hedef enzim ve proteinler
aktive edilmektedir (Yang ve Poovaiah, 2003). Profilin ise, ilk olarak hus agaci
anterlerinde aktinle baglantili bir protein olarak tanimlanmis ancak sonraki yillarda
bitkilerde sinyal iletiminde &nemli rol oynadigi ortaya konulmustur (Goldschmidt-
Glermont ve dig.,1991). Ozellikle patojenin taninmasi ve savunma reaksiyonlarinda
etkin bir sinyal proteini olan mitojen-aktiflesen protein kinaz (mitogen-activated protein
kinases - MAPK)’in dogrudan susbstrati olarak tanimlanmis ve MAPK sinyal yolunun
regulasyonunda rol aldigi rapor edilmistir. Liao ve dig. (2009)’nin piringte gesitli
elisitorlere kars1 gelistirilen savunma cevabini inceledikleri bir ¢alismalarinda profilinin

ekspresyon diizeyindeki artig1 ortaya koymuslardir.

Patojenle inokllasyondan 72. ve 96. saat sonra alinmis Orneklerde, savunmada
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dogrudan rol alan antioksidan ve sinyal proteinleri disginda yeni sentezlenen bir diger
6nemli protein taumatin-benzeri proteindir. Bu protein PR-5 olarak da adlandirilir ve
patojen fungusun hiicre duvarina baglanarak hiicre membranin gegirgenligini degistirir
(Roberts ve Selitrennikoff,1990). Pirin¢, bugday ve tutiin gibi pek cok bitkide fungal
enfeksiyonlarin ardindan PR-5 ekspresyon diizeyinin arttig1 gosterilmistir (Chen ve dig.,
1999; Grover ve Gowthaman, 2003; Punja, 2005; Velazhahan ve Muthukrishnan;
2003).

Tablo 5.2: Puccinia striiformis f. sp. tritici ile enfekte bugday yapraklarinda tanimlanan
savunma proteinleri.

24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

Savunma Yaniti
ile Tliskili Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma
Proteinler
Glutatyon S N
transferaz

Patojenez iligkili

protein 4 (PR4, \ *
Wheatwin 1)
Kalmodulin o

Peroksidaz N
fragment
Taumatin benzeri NP N
protein (PR5)
Glutatyon S N
transferaz 1

Dehidrin N
Profilin 1 N

Katalaz 2 \ V
Cys
peroksiredoksin N N N
BAS1
Geg
embriyogenez
baskin protein v v v
grup 3
Peroksidaz N N

Katalaz 1 \
Peroksiredoksin Q N
(Kloroplastik)
Glutatyon S N
transferaz
Patojenez iliskili J
protein 1 (PR1)

<

* Jsaretli proteinler yeni sentezdir.

Fotosentez ile iliskili Proteinler
Tez c¢aligmasinda tanimlanan 77 proteinin %21’inin fotosentetik proteinler oldugu
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belirlenmistir ve bu proteinlerin her zaman dilimindeki ekSpresyon farklar1 Tablo 5.3’ de
verilmistir. Anlatim diizeyleri karsilastirildiginda, patojen inokulasyonunu takiben 24.
saatte genel olarak tiim fotosentetik proteinlerin miktarinda azalma gdzlenirken sonraki
saatlerde bu proteinlerin anlatim diizeylerinde siirekli bir artis gézlenmistir. Daha 6nce
patojen mikroorganizmalar, bocek enfeksiyonlar1 ve abiyotik stres uygulamalarini konu
alan caligmalarda da erken dayaniklilik cevabinda fotosentetik proteinlerin anlatim
diizeyinin azaldig1 gosterilmistir (Li ve dig., 2011; Bilgin ve dig., 2010; Nabity ve dig.,
2009; Zhou ve dig., 2006; Bilgin ve dig., 2008; Zou ve dig., 2005; Chinnusamy ve dig.,
2006; Bazargani ve dig., 2011). Bu durum biyotik/abiyotik strese karsi verilen cevapta,
kaynaklarin bitkinin dogal gelisimi yerine savunma amaciyla kullanilmasi igin
fotosentetik kapasitenin diisiiriilmesi ile agiklanmaktadir (Bilgin ve dig., 2010; Zangerl
ve dig., 2002). enfekte orneklerde 24. saatte fotosentetik proteinlerin miktarindaki
azalmanin bir bagka sebebi de HR gelisimi olarak diisiiniilebilir. Bilindigi iizere HR,
bitki-patojen etkilesiminde patojenin ¢ogalmasini ve besine ulasmasini engelleyen,
bircok savunma cevabini aktive eden hizli ve etkili bir programlanmis hiicre 6limii
mekanizmasidir. Bu mekanizma oksidatif patlama, plazma membraninda iyon akislari,
eksternal pH degisimleri (genellikle alkalinizasyon) ile karakterize edilir (Allen ve dig.,
1999). Yapilan benzer caligmalarda, HR siiresince fotosentez-iligkili genlerin
baskilandig1 ve fotosentetik aktivitenin diistiigii rapor edilmistir (Li ve dig., 2011; Allen
ve dig., 1999). Baz1 calismalarda ise fotosentetik genlerin patojen inokiilasyonu sonrasi
yeni sentez oldugu belirtilmisse de bu artisin patojenin heniiz etkisini gostermedigi
yaprak kisimlarindaki kloroplastlarin aktivitesi ve komsu enfekte hiicrelerin kaybiyla
basa ¢ikmak icin fotosentetik aktivitenin artirtlmasi sonucu oldugu diistiniilmektedir
(Trumble ve dig., 1993; Shen ve dig., 2003).

Tanimlanan proteinler incelendiginde fotosentez icin en Onemli proteinlerden olan
RuBisCo’nun kucuk ve biylk alt birimine ait bircok polipeptid gorilmektedir. Daha
onceki calismalarda da RuBisCo proteininin fragmente oldugu belirlenmis ve patojene
kars1 verilen savunmada ROS miktarindaki artisin bu yikima yol acgabilecegi

belirtilmistir (Li ve dig., 2011).

Bircok fotosentetik proteinin erken cevap suresince (ilk 24 saat) azalmasi ve sonraki

saatlerde artmasi patojene karsi verilen etkili bir erken cevabin bitki i¢in ne kadar
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onemli oldugunu gostermektedir. Tez c¢alismasinda elde edilen sonuglar, bitkinin
patojenle karsilagsmasmin ardindan metabolik aktivitelerini yavaslatarak tiim giiciinii
savunmaya yonelik kullanmakta oldugunu, basarili bir savunma gergeklestirdikten sonra
da normal metabolik faaliyetlerini artirarak yasamsal giiciinii toplamaya calistigini

distindiirmektedir.

Tablo 5.3: Puccinia striiformis f. sp. tritici ile enfekte bugday yapraklarinda tanimlanan
fotosentetik proteinler.

24, Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

Fotosentez ile

P, . Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma
iskili Proteinler

RuBisCo kuguk N N
zincir PWS4 3

Klorofil a b
baglanan protein \
(kloroplastik)

RuBisCo kuguk N N
alt birim klon 512

Fotosistem 1
demir stlfur v v
merkezi

RuBisCo buyiik
zincir v v v v

Fotosistem Q B N
protein

Fotosistem 2 N
CP47

RuBisCo buyik \
zincir

Fosforibulokinaz N

RuBisCo kuguk
zincir PW9

Oksijen
etkinligini artirici v N, N N
1

Fotosistem 1
demir sulfiir N v v v
merkezi

Oksijen
etkinligini artirict N N N N
2

Fotosistem 2 D2 N
protein

Gen Ekspresyonu ile Iliskili Proteinler
Patojenin algilanmasi sonrasinda konuk¢uda bir takim biyokimyasal degisimler

meydana gelmektedir. Patojen inokiilasyonu sonucu olusturulan ilk degisim gen anlatim
ve diizenleme mekanizmalarimin yeniden organize olmasi, savunma iliskili genlerin

tranksripsiyonel ya da posttranslasyonel aktivasyonudur (Zhu ve dig., 1996). Tez
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calismasinda gen ekspresyonu ile iligkili 5 protein tanimlanmistir (Tablo 5.4). Bu grupta
siiflandirilan proteinlerden bazilari gesitli arastirmacilar tarafindan bitki savunmasi ile
iliskili olarak rapor edilmistir. Ornegin, Okaryotik translasyon baslatma faktdrii E4-1
(elF4E)’in temel fonksiyonunun yanisira bitkide potiviriislere karsi dayaniklilikta rol
aldig1 da rapor edilmistir (Robaglia ve Caranta, 2006). Tanimlanan bir bagka gen
ekspresyon proteini ise kirpilma faktorii Uaf2’dir. Bitkilerde alternatif kirpilma gen
ekspresyonunun diizenlenmesinde onemli bir mekanizmadir ve eksprese olan gen
pargalarinin farkli bigimlerde bir araya getirilerek farkli islevsel proteinler Gretilir.
Ozellikle stres faktorleri, kirpilma ile iligkili proteinlerin de iginde yer aldig: pek gok
pre-mRNA’nin alternatif kirpilmasina neden olan onemli etkenlerdir. Bu grupta
tanimlanan bir diger protein 50S ribozomal proteindir ve protein biyosentezinde rol alir.
Benzer ¢alismalarda dayaniklilik cevabinda 50S ribozomal proteinin ekspresyonunun

arttig1 rapor edilmistir.

Fonksiyonel olarak gen ekspresyonu ile iliskili oldugu belirlenen proteinlerin farkli
zamanlardaki  dagilimlar1 incelendiginde tanmimlanan proteinlerin  blyik bir
cogunlugunun miktarinda patojenle inokiilasyon sonrasi verilen erken cevap siiresince
(ilk 24. saatlik dilimde) artis oldugu goriilmiistiir. Daha sonraki saatlerde ekspresyon
duzeylerinin benzer olmasi ise bitkinin erken savunma cevabinin ardindan metabolik
faaliyetlerini yeniden dizenlemesi ve bir¢ok gen seviyesinin inokilasyon dncesi donem

ile benzer hale gelmesi ile agiklanabilir.

Tablo 5.4: Puccinia striiformis f. sp. tritici ile enfekte bugday yapraklarinda tanimlanan gen
ekspresyon proteinleri.

24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

Gen
Ekspresyonu ile | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma
iliskili Proteinler

Okaryotik

translasyon N N

baglatici faktor
E4-1

Uzama faktori

Kirpilma faktorii
U2af biyuk tnite

50S ribozomal
protein L9 \ \/
(kloroplastik)

50S ribozomal
protein L9 \
(kloroplastik)
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Protein Metabolizmas: Ile iliskili Proteinler
Tanimlanan proteinler i¢inde 3 tanesi protein metabolizmasi ile iliskilendirilmistir

(Tablo 5.5). Bu proteinler 24. saat orneklerinde anlatim diizeyinde artis gostermis
translasyon, isleme ve degredasyonda gorev aldgi bilinen proteinlerdir. Bunlardan biri
endoplazmik retikulum protein 72 kDa (Erp-72) olarak da bilinen disiilfid izomerazdir
ve molekiler ER saperonu olarak gorev almaktadir. ER saperonlari ER’de islenen
proteinlerin kalite kontroliinde kritik rol tstlenmelerinin yanisira stres durumunda sinyal
cevabinin diizenlenmesinde de gorev almaktadir. Erp-72, proteinlerdeki S-S baglarinin
yeniden dizenlemesini katalizleyen biiyilk saperon multiprotein kompleksinin bir
parcasidir. Sitoplazmik saperonlarin dogal bagisiklik siiresince fonksiyonu bir¢ok grup
tarafindan detayl1 olarak arastirilmistir. Buna ragmen ER saperonlarinin dogal bagisiklik
stirecindeki fonksiyonu ¢ok az bilinmektedir. Ancak yapilan calismalarda dogal
bagisiklik silirecinde basarili bir savunma cevabi olusturmak icin reseptdr benzeri
kinazlarin indiiklenmesine yardimci olarak ER saperonlarinin miktarinda artis
gozlendigi belirlenmistir (Caplan ve dig., 2009). Bircok metabolik bitki yolag
kendilerini kontrol eden enzimlerin dengeli sentezi ve yikimi ile diizenlenir. Bitkilerde
ubikitin-proteazom sistemi patojen saldirisina cevabi da igine alan ¢evresel ve endojen

sinyalleri ayarlar (Hare ve dig., 2003, Delaure ve dig., 2008).

SKP1 ubikitinasyon sisteminde ve hedef proteinlerin proteozomal degredasyonunda
onemli bir proteindir. Skpl, k ve F-box proteini ile birlikte SCF kompleksini (E3
Ligazlar) olusturur ve hedef proteinin belirlenmesi i¢in gereklidir. Cesitli arastirma
gruplar tarafindan edinilen sonuglar E3 ligazlar ile ilgili proteinlerin yikiminin hastalik
dayanikliligindaki sinyal iletiminde 6nemli role sahip oldugunu gostermistir (Devoto ve

dig., 2003; Zeng ve dig., 2006; Dreher ve Callis, 2007).

Tablo 5.5: Puccinia striiformis f. sp. tritici ile enfekte bugday yapraklarinda tanimlanan protein
metabolizmasi proteinleri

24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

Protein
Metabolizmasi ile | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma
iliskili Proteinler

Ubikitin konjuge N
enzim E2 2
Protein disulfit N N
izomeraz (ERp72)
SKP1 benzeri N

protein
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Metabolizma Ile iliskili Proteinler
Tanimlanan proteinler incelendiginde 17 proteinin metabolizma reaksiyonlarinda

gorevli oldugu belirlenmistir (Tablo 5.6). Adenin fosforibozil transferaz ve sistein sentaz
amino asit biyosentezinde gorev alan proteinlerdir. Myo-Inositol-1-fosfat sentaz, D-
glukoz 6-fosfat’in 1L-myo-inositol-1-fosfata doniisiimiinii katalizler. Bu doniisim
fosfolipidleri de iceren tiim inositol-igeren bilesenlerin tiretiminde dogrudan ya da
dolayli yolaklarda ilk basamaktir. Inositol fosfatlar ayrica sinyal iletiminde de énemli
rol oynarlar. ATP sentaz, enerji metabolizmasinda gorev alan ve membran boyunca

proton gradiyenti varliginda ADP’den ATP iireten 6nemli bir enzimdir.
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Tablo 5.6: Puccinia striiformis f. sp. tritici ile enfekte bugday yapraklarinda tanimlanan
metabolizma proteinleri.

24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat

Metabolizma Ile

P, . Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma
iskili Proteinler

S
adenozilmetiyonin N, N N
sentaz 1

S
adenozilmetiyonin N, N N
sentaz 1

Fruktoz 1 6
bifosfataz N v
(kloroplastik)

ATP sentaz alfa
alt Gnitesi N,
(kloropastik)

Glukoz 1 fosfat
adenil transferaz N
biylk Unite

Fosfogliserat
kinaz v v v

ATP sentaz beta
alt tnitesi N
(kloroplastik)

Dihidrodipikolinat
sentaz 1

Sistein sentaz \

Sedoheptuloz 1 7 J
bifosfataz

ATP sentaz
epsilon zinciri v v v

Plazma membran N
ATPaz

Fosfomannomutaz ~

Adenin
fosforibozil \ \
transferaz

NADP bagiml

gliser aldehit 3 N
fosfat

dehidrojenaz

Translasyonel
kontrollii timér \ \
protein homolog

Inositol 3 fostaf J
sentaz

Elektron Transportu ile iliskili Proteinler
Tanimlanan 77 proteinden 5’1 elektron transport grubuna ayirilmis ve Tablo 5.7°de

gosterilmistir. Sitokrom b6 f kompleks (Cyt b6/f) hem lineer elektron transportunda
(ATP ve NADPH dretiminde) hem de siklik elektron transportunda (sadece ATP

tiretimi) rol almasinin yani sira kloroplastlardaki elektron transportunda da 6nemli rol
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iistlenir. Kloroplastlardaki elektron transport seviyesi ile Cyt b6/f arasinda dogru bir

oranti vardir (Price ve dig., 1995; Price ve dig., 1998).

Tiyoredoksinler (Trx) bol miktarda bulunan ve evrimsel siiregte korunmus, in vivo
disulfit redlktaz aktivite gosteren proteinlerdir. Tiyoredoksin M tip protein bilinen 4 tip
Trx proteinlerinden biridir ve NADP-malat dehidrojenazi aktiflestirir (Kong ve dig.,
2000). Tanimlanan bir diger elektron transport proteini ise ferredoksin (kloroplastik)’dir.
Ferredoksin ve tiyoredoksinin birlikte islev gorerek kloroplastlardaki fotosentezi
diizenledigi ve ferredoksin miktarindaki degisimlerin tiyoredoksin miktariyla dogru
orantili oldugu belirtilmistir (Wolosiuk ve Buchanan, 1977). Bununla birlikte
tiyoredoksinlerin bitkide oksidatif stres cevabiyla iliskisi de arastirilmistir. Bitki
hiicreleri askorbik asit, glutatyon ve bir¢ok farkli enzim gibi diisiik molekiiler agirlikta
bilesenleri igeren kompleks bir siipiiriicii sistemin etkisi sonucu ortaya ¢ikan yiiksek
miktarda ROS iiretimiyle basa ¢ikmak i¢in mekanizma gelistirmistir. Tiyoredoksinlerin
bitki antioksidan savunma mekanizmasinda rol aldig1 diisiiniilmektedir (Santos ve Rey,
2006).

Tablo 5.7: Puccinia striiformis f. sp. tritici ile enfekte bugday yapraklarinda tanimlanan elektron
transport proteinleri.

24. Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat
Elektron
Transportu ile
Miskili Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma | Azalma | Artma Azalma
Proteinler
Sitokrom b6 f
kompleks demir \ \ \
sulfir
Tiyoredoksin M
tn y v v v
Apositokrom \ \ \/
Ferredoksin N
(kloroplastik) v v v
Sitokrom b6 v
* Jsaretli protein yeni sentezdir.
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Yapisal Proteinler
Tanimlanan proteinler i¢in ayrilan son grup yapisal olarak isimlendirilmistir ve bu gruba

ait 3 protein Tablo 5.8’de verilmistir. Histonlar DNA ve histon olmayan kromozomal
proteinlerle birlikte okaryotik kromatinin biiyiik bir bilesenidir. Temel histonlar H2A,
H2B, H3 ve H4’tiir ve bu histonlar 6karyotik organizmalarda bol bulunur ve yuksek
Olclide korunmustur. Bu proteinler genellikle hiicre dongiisiinlin S fazinin basinda

sentezlenir (Koning ve dig., 1991).

Bu c¢alismada belirlenen histon proteinleri (H4 ve H2A) yogunlasmis DNA’nin
paketlenmesinde ©6nemli rol oynayan ve DNA replikasyonu, onarimi Ve
yogunlagsmasiin diizenlenmesiyle iligkili olan proteinlerdir. Bununla beraber biitiin
yada kesime ugramis histon proteinlerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklari
gosterilmigtir  (Kawasaki ve lwamuro, 2008). Bugday histonlarmin antifungal
ozelliklerinin flamentli funguslar {izerinde arastirildigi bir calismada, histonlarin
Ozellikle Fusarium graminearum’a ait sporlarin ¢ogalmasini 6nemli 6lgiide azalttig:

belirlenmistir (De Lucca ve dig., 2011).

Histonlardan sonra kromozomlar i¢inde ikinci en ¢ok bulunan proteinleri olusturan
HMG proteinleri kromatin-iligkili proteinlerin heterojen simifidir. Nukleusta kromatin
yapisinda ayarlayici gorev istlendikleri, bu nedenle transkripsiyon, rekombinasyon ve
DNA onarmmi gibi 6nemli hiicresel olaylara yardimci olduklar1 diistiniilmektedir

(Merkle ve Grasser, 2011).

Tablo 5.8: Puccinia striiformis f. sp. tritici ile enfekte bugday yapraklarinda tanimlanan yapisal

proteinler.

24, Saat 48. Saat 72. Saat 96. Saat
Yapisal
Proteinler Artma | Azalma | Artma | Azalma Artma Azalma | Artma | Azalma
Histon H4 N v N
Histon H2A N
HMG1 2
benzeri protein N
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Gunidmduzde proteomik alanindaki hizli teknolojik gelismeler sayesinde sadece bir canli
sistemde, belirli bir donemde bulunan tiim proteinlerin tanimlanmasi degil aym
zamanda yapisal ve islevsel Ozelliklerinin, birbirleri ile olan etkilesimlerinin
belirlenmesi ve sinyal aglarinin ortaya konulmasi da olasi hale gelmistir. Ancak bitki
tirlerinde karsilasilan metodolojik sikintilarin yani sira genomik ve proteomik veri
tabanlarinin diger organizmalara gore daha sinirli olusu nedeniyle proteomigin sundugu
potansiyel, bitki molekiiler biyolojisi alaninda daha ge¢ baglamis ve daha sinirh
kalmistir (Jorrin ve dig., 2007). Bununla birlikte son yillarda artan bir ivme ile
kullanim1 yayginlasmaktadir. Ozellikle iilkemizde heniiz baslangic asamasinda olan
bitki proteomigi alaninda, sadece birka¢ grup calismaktadir. Bu nedenle sunulan tez
caligmasiyla, son yillarda tiim diinyada 6nemi giderek artarak devam eden bitki
proteomigi alaninda ililkemizdeki ¢aligmalarin yayginlasmasina ve giiclenmesine katki

saglamasi beklenmektedir.

Sunulan tez ¢alismasi ile dayanikli bugday cesidinde sar1 pas saldirisina karsi erken
dénemde hizli bir artig gosteren ve daha sonraki slreclerde sentezi devam eden
dayanikliliktan sorumlu proteinler tanimlanmistir. Bunlar arasinda Ozellikle bitki
savunma cevabinda dogrudan rol aldig1 bilinen son derece 6nemli olan patojenez-iliskili
protein sinifina ait PR-1, PR-4 ve PR-5 proteinleri basta olmak tizere oksidatif stres-
iligkili katalaz, peroksiredoksin ve GST proteinleri ile sinyal iletiminde rol alan profilin
ve CaM proteinleri yer almaktadir. Bu proteinlerin bir kismu bitkilerde ozellikle
biyotrofik fungal patojenlere karsi verilen ve etkin bir savunma cevabi olan HR'de de

rol almaktadir.

Ayrica tanimlanan proteinler bugdayda sar1 pas dayanikliligina iliskin olarak yapilan
molekdler calismalarla ortaya konulan sonuclarla da ortiismektedir. Bununla birlikte
ayni konuda yapilmis smirl sayidaki proteomik caligmalarla kiyaslandiginda, sunulan
calismada literatUrdeki bilgilere ek olarak ilk kez gorilen dogrudan bitki savunma
cevabinda 6nemli rol aldig1 bilinen ve patojen-konukgu etkilesiminde etkin rol oynayan
proteinler bulunmaktadir. Sonug¢ olarak bu calisma ile ortaya konan sonuglarin,
bugdayda sar1 pasa karsi verilen savunma cevabmin daha iyi anlasilmasina 6nemli

katkilar saglayacag: diistiniilmektedir.
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Genel olarak proteomik calismalarda tanimlanan proteinlerin  ve ekspresyon
dizeylerindeki farkliliklarin, karsilastirmali gen ekspresyonu analizleri veya Western
Blot yontemi ile dogrulanmasi uygun goriilmektedir. ileriki ¢alismalarda ozellikle
dogrudan savunmada gorevli olan proteinlere yonelik olarak islevsel genomik
calismalar yapilarak bu proteinlerin savunmadaki etkinliklerinin ortaya konulmasinin
onemli oldugu diisliniilmektedir. Bu sayede genetik tekniklerin sundugu olanaklardan da
yararlanilarak sar1 pas hastaligina karsi miicadelede daha etkin ve hizli ¢6ziimlerin
gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir. Tez c¢alismasinda zaman ve bltce kisitliligi
nedeniyle bu analizlere yer verilememistir, ancak bu dogrulamalarin en kisa siirede
yapilmasi planlanmaktadir. Ayrica tez ¢alismasinda elde edilen MS/MS verileri, bitki
materyalinin bugday olmasi nedeniyle dogrudan bugday protein veri bankasi taranarak
degerlendirilmistir. Mevcut MS/MS verileri Viridiplantae protein veri bankasinda

tarama yapilarak diger bitkilerdeki homologlar1 belirlenebilir.
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