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ARASTIRMA MAKALESI RESEARCH ARTICLE

Bakteriyel Kanser Ve Solgunluk Hastaligina Dayamikh Umitvar Domates Mutantlarinda
PR1 Geninin Dayaniklihik Mekanizmasindaki Rolii

The Role of PRI Gene in Resistance Mechanism to Bacterial Canker and Wilting Disease in
Promising Tomato Mutant Plants

Deniz KARABULUT', Ozer CALIS*

Oz

Domates Diinya’da ve Tiirkiye’de en gok iiretilen ve tiikketilen sebze bitkileri arasindadir. Domates bitkisi bu kadar
¢ok tiretilmesinin yaninda yetistiriciligi esnasinda bir¢ok fungal, bakteriyel ve viral hastalik etmenlerinin olumsuz
etkilerine maruz kalmaktadir. Bu etmenlerden en 6nemlileri arasinda bulunan bakteriyel kanser ve solgunluk
hastaligina neden olan patojen domates bitkilerinde 6nemli iiriin kayiplarina sebebiyet vermektedir. Hastalikla
miicadelede etkin bir yontem dayanikli gesit gelistirmektir. Hastaliga dayanikli kiiltiir domates ¢esitlerinin
olmamasi nedeniyle NCEBR3 kiiltir domates hatti ethyl methanesulfonate (EMS) kimyasal mutasyonuna
ugratilarak M3-9 ve M3-15 mutant bitkileri hastaliga dayanikli olarak bulunmustur. Bu g¢alismayla mutant
bitkilerdeki dayaniklilig1 saglayan mekanizmalar arasinda dnemli bir rolii olan Patojenisite ile Ilgili (PR1) geninin
M3-9 ve M3-15 mutant dayanikl bitkiler iizerindeki iiretimini ortaya koymak i¢in Real-Time PCR analizleri
yapilmustir. Dayaniklilik mekanizmasi igerisinde iiretilen PR/ geni ve bu genin kodladigi proteinler mutant
bitkilerde inokulasyondan sonraki 5. giine kadar ¢ok miktarda olustugu, buna karsin hassas NCEBR3 bitkilerinde
PRI geni ve onun kodladigi PR1 proteininin iiretiminin kisitlandigi bulunmustur. Hassas orijinal NCEBR3
bitkilerinde PR/ genin gecikmeli iiretilmesi nedeniyle bakteriyel hastalik etmeni kolonize olurken dayanikli M3-
9 ve M3-15 bitkilerinde inokulasyondan itibaren iiretilen PR/ geni bakteriyel hastalik etmeninin kolonizasyonunu
engellemektedir. Yapilan ¢aligmalar dayanikliliktan sorumlu gen(ler)in altinda bulunan PR/ geni ve bu genin
irettigi PR1 proteinlerinin iki mutant bitkide dayanikliligi sagladigini gostermektedir. Dayaniklilig1 saglayan
gen(ler)in haritalanmasi ve sinyal yolaklarinin aydinlatilmasi ¢alismalari hala devam etmektedir. Dayaniklilik
gen(ler)i klonlanmastyla bakteriyel kanser ve solgunluk hastaliginin genetik kontrolii miimkiin olacaktir. Eldeki
veriler bakteriyel kanser ve solgunluk hastalik etmeninin miicadelesinde en uygun yontemin genetik olarak
dayanikli domates bitkileri tiretmek oldugunu gostermektedir. Genetik olarak dayanikli domates gesitleri tiretmek
uzun soluklu bir siire¢ olup bu calismada elde edilen timitvar domates cesitleri ters genetik yontemiyle
olusturulmustur.
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Abstract

Tomato is among the most widely produced and consumed vegetable crops not only in Turkey but also in the
world. During production of tomato, there are several fungal, bacterial and viral pathogens causing diseases on the
valuable vegetable plant. Among them, bacterial canker and wilting pathogen makes significant crop losses in
tomato plants. To control such bacterial pathogen, developing resistant varieties is an effective method where M3-
9 and M3-15 mutant plants produced by ethyl methanesulfonate (EMS) chemical mutation from NCEBR3
cultivated tomato line. To date, there is neither resistant plant to bacterial canker and wilting pathogen nor effective
biological control agents known. In this study, we aim to reveal accumulation of Pathogenicity Related-1 (PRI)
gene which has an important role in resistant M3-9 and M3-15 mutant plants is working under resistant gene(s).
Studies have unrevealed that the PR/ gene encodes PR1 proteins in M3-9 and M3-15 mutant plants from
inoculation to 5th days post inoculation, however, a little PR1 protein accumulation was detected in susceptible
original NCEBR3 plants where PR1 protein was not enough to prevent bacterial canker and wilt pathogen. These
results indicate resistant gene(s) have resistance mechanisms where PR/ gene and their encoded PR1 proteins
accumulated in the two promising mutant plants. Resistance gene mapping studies have been continuing to clone
resistance gene and its signaling pathways. The cloned resistance gene(s) will genetically enable to control such
important bacterial pathogen causes bacterial cancer and wilting disease on tomatoes. All collected data encourage
that the most appropriate method to control bacterial cancer and wilt disease is to develop genetically resistant
tomato plants. Producing genetically resistant tomato varieties is long-term process, and the promising resistant
tomato plants are created by reverse genetics.

Keywords: Pathogenesis related proteins, Real-Time PCR, molecular, cDNA, pathogen, genetic, RNA
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1. Giris

Domates Diinya'nin birgok bdlgesinde yiiksek miktarda yetistiriciligi ve tiikketimi yapilan tarimsal anlamda en
onemli bitkiler arasinda bulunmaktadir. Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (Food and Agriculture
Organisation of the United Nations: FAO) verilerine gore diinya genelinde 2019 yil1 itibariyla domates 5.030.545
ha alanda 180.766.329 ton {iretilmistir. Tiirkiye ise 181.488 ha alanda 12.841.990 ton’luk domates iiretimiyle
Diinyada 3. sirada bulunmaktadir (Anonim, 202 1a). Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) verilerine gore ise Tiirkiye
2020 yilinda 13.204.015 ton’luk bir iiretim miktarina sahiptir (Anonim, 2021b).

Domates bitkileri agik ve kapali liretim alanlarinda yiiksek iiretim miktarina sahip olmasinin yaninda funguslar,
bakteriler, viriisler ve viroidler gibi bir¢ok biyotik hastalik etmenleri tarafindan biiylik miktarlarda zarara
ugratilmaktadirlar. Bakteriyel patojenler arasinda yer alan bakteriyel solgunluk ve kanser hastaligi etmeni
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis (Cmm) ozellikle sicakliin ve nemin yiiksek oldugu tropikal ve
subtropikal bolgelerde domates tiretimini kisitlayan domatesin en 6nemli hastaliklarindan birisidir. Patojen yaz
aylarina nazaran kis aylarinda toprakta canliligini daha yiiksek siire ile muhafaza etmektedir. Hastalik bitkilerde
kanser ve solgunluk belirtileri gostererek domates bitkilerinin tamamen Oliimiine sebebiyet vermektedir.
Enfeksiyon dogrudan iletim demetleri dokusuna yerlesen inokulumdan kaynaklandiginda sistemik enfeksiyon
ozellikle geng bitkilerde solgunluk belirtisi ile kendini gostermektedir. Yash bitkilerde ise solgunluk belirtileri
geng bitkilere oranla daha yavas ve asamali olarak ortaya ¢ikmaktadir. Enfekteli govdelerde iletim demetleri
ilerleyen zamanlarda kahverengi goriiniim almaktadir. Ayrica patojenin floem ve parankima hiicrelerine yayilmasi
ile hastaliga yakalanan bitki govde ve petiollerinde lekelenmeler, koyulasarak bazi durumlarda da gévde iizerinde
catlaklar olugsmaktadir. Hastalik etmeninin bitki yiizeyindeki agikliklar ile girisi gerceklesmis ise nekrozlar ve
yaprak lekeleri gibi lokal belirtiler goriiliir. Bu lekelenmeler gittikge artarak yaprak ylizeyinin bilyiik boliimiini
kaplayarak yanmis bir goriiniim olusturmaktadir. Domates meyvelerinde ise patojen kus gozii lekesi adi verilen
lokal kahverengi belirtiler olugturarak meyvenin pazar degerini diigiirmektedir. (Agrios, 2007; Bergiizar ve ark.,
2018; Calis ve ark., 2013; Cetinkaya-Yildiz, 2007).

Hastalik etmeninin bu derece yiiksek 6neme haiz olmasina ragmen giiniimiizde etkin kiiltiirel, biyolojik ya da
kimyasal bir miicadelesi bulunmamaktadir. Ancak antagonistik bakteriler, sodyum hipoklorit, laktik asit gibi
alternatif uygulamalarin 6zellikle domates tohumlarindaki hastalik gelisimi iizerinde siirlandirici etkilere neden
olarak bitkilerdeki patojen miktarinin azaltilmasinda etkili oldugu tespit edilmistir. Hastalikla miicadele de bitkiyi
koruyucu amaglh kimyasal uygulamalar yapilabilmektedir. Ancak bu uygulamalar ¢evre ve insan saglig tizerinde
olumsuz etkilere yol agmaktadir. Biitiin bu etkenler gz 6niine alindiginda hastalik etmeni patojenle kalic1 ve etkin
bir miicadele yiiriitmek icin en 6ncelikli konu dayanikli bitki ¢esidi gelistirilmesine yonelik ¢alismalardir (Calig
ve ark., 2013; Karut ve ark., 2019).

Cmm patojeni konukg¢u uygunlugunu test ederek konukgu bitki {izerinde ¢ogalma faaliyetine baglamaktadir.
Dolayis1 ile molekiiler mekanizmalarinin anlasilmasi, konukgu-patojen iliskisinin ortaya konulmasiyla
miimkiindiir. Konuk¢unun dayaniklilik gen(ler)inin kontrol ettigi hiicre igerisindeki siiper oksit patlamalar1 ve
bunlarin yol a¢t181 hipersensitif hiicre 6liimii (HR), dayaniklilik gen(ler)inin aktive ettigi patojene 6zel proteinlerin
(Pathogenesis related (PR) proteins) olusumu ve sekonder metobolitlerin iiretilmesi, patojene karsi olusturulacak
sistemik kazanilmis dayaniklilikta gorev alan salisilik asit, jasmonik asit ve etilen gibi bitki biiylime
diizenleyicilerinin miktarindaki artiglar konukc¢u bitkide var olan dayaniklik gen(ler)i tarafindan kontrol
edilmektedir (Wang ve ark., 2007; Yun ve Loake, 2002; Robert-Seilaniantz ve ark., 2007; Alvarez, 2004).

PRI genlerinin kodladig1 proteinler bitkilerde patojenin enfeksiyonu, yaralanma, incinme, yiiksek osmotik
basing gibi stres kosullarinda olusturularak patojenin saldirisini, yayilmasmi ve ¢ok yonliligini
sinirlandirmaktadirlar (Uknes ve ark., 1992). Hassas domates bitkilerinde klasik Mendel testlerinin ters bir sekli
(reverse genetics) olan ethyl metanosulfonate (EMS) mutasyonu uygulamasi ile gerceklestirilen bakteriyel kanser
hastalik etmenine kars1 dayanikli olan M3-9 ve M3-15 bitkilerinde meydana gelen ve dayanikliliga neden olan
genetik degisikliklerin belirlenmesi bu ¢aligmanin amacini olusturmaktadir. Bu ¢aligma ile iimitvar dayanikli
bulunan M3-9 ve M3-15 dayanikli bitkilerinin bakteriyel kanser hastalik etmenine karsi patojenesis ile ilgili
gen(ler) ve bu gen(ler)in kodladig: protein tiretimi arastirilmistir.
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2. Materyal ve Metot

2.1. Materyalin Temini

Calismada kullanilan NCEBR3 domates hatt1 tohumlari Mountain Horticultural Crops Research and Extension
Center, North Caroline State University, USA’dan temin edilmistir. Kullanilan NCEBR3 hatt1 North Caroline
Early Blight Resistant 3 (NCEBR3) olarak bilinmekte olup yar1 bodur sofralik domates genotipidir (Nash ve
Gardner, 1988). Onceki yillarda yapilan calismalarda NCEBR3 saf hat domates tohumlarinin tek bazlik mutajen
olan ethyl metanosulfonate (EMS, Sigma, Almanya) ile mutasyona ugratilmasi ve bitki genomu tizerindeki
niikleotid siralarinda mutasyon ile sitozin (C) / guanin (G)’nin timin (T) / adenin (A) niikleotidlerine doniigmesi
saglanarak 450 M2 domates mutant bitkisinden 15 adet M2 mutant bitkisi hastalik etmeni Cmm?2'ye kars1 dayanikli
olarak bulunmustur. Bu bitkilerden M3 populasyonlarinin tohumlar tiretilmis ve patojenisite testleri ile M3-9 ve
M3-15 mutant familyalarindaki bitkiler Cmm2 patojenine kars1 herhangi bir agilim gostermemistir (Calis ve ark.,
2013). EMS kimyasal mutajeni ile mutasyona ugratilmasiyla elde edilmis olunan M3-9 ve M3-15 iimitvar
dayanikli mutantlarinin tohumlari ise Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Boliimii
Fitopatoloji Laboratuarinda bulunan tohum koleksiyonundan saglanmistir.

2.2. Bitkilerin yetistirilmesi

Caligmada kullanilan domates tohumlar1 16 saat giindiiz 8 saat gece uzunlugunda, 23+5° C sicaklikta ve %60
nispi nem kosullarindaki Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Ziraat Fakiiltesi Biyoteknoloji serasinda igerisinde
streril torf bulunan viyollere ekilmistir. Viyollere ekilen domates tohumlar1 diizenli araliklarla sulanarak
¢imlenmeleri saglanmistir. Bitkiler 2-3 gercek yaprakli doneme geldiklerinde igerisinde 1:1:1:1 oraninda torf:
perlit: toprak ve hayvan giibresinin 121°C’de 15 dakika (dk) otaklav edilmesiyle hazirlanmig karigim igeren 20 cm
¢apinda ve 30 cm derinlikteki saksilara dikilerek sera ortaminda gelismeye birakilmis ve bitkilerin rutin bakimlari
yapilmustir.

2.3. Fitopatojen bakterilerin temini ve GYCA besi ortaminda gelistirilmesi

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis hastalik etmeninin viriilensligi yiiksek izolati olan Cmm?2
Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Béliimii Ogretim Uyesi Prof. Dr. Hiiseyin BASIM’dan temin
edilmistir. Patojenin ¢ogaltilmas1 amaciyla Glikoz Yeast Carbonate Agar (GYCA) 5 gram (g) glucose, 5 g yeast
extract, 40 g calsium carbonate ile olusturulan karisima 1 litre (L) oluncaya kadar saf su eklenmis ve karisimin
pH’1 7.2°ye KOH ya da HCI kullanilarak sabitlenmis daha sonra karisima 15 g Agar (Merck, Almanya) eklenerek
besi ortami1 1 atmosfer (atm) basingta 121° C’de 15 dk otaklav edilerek hazirlanmigtir (Anonim, 2013). Otaklav
islemi tamamlanan besi ortamlar1 40° C sicakliga kadar sogutulduktan sonra steril kabin igerisinde steril cam
petrilere dokiilerek ortamlarin katilasmalari saglanmistir. Cmm bakteri izolatlart stok ¢odzeltilerinden 6ze yardimi
ile alinarak steril kosullarda hazirlanan ve cam petrilerde katilagmasi saglanan GYCA besi ortamlarina ¢izimleri
yapilmis ve petriler stre¢ film ile sarilarak 28° C’deki inkiibatorde 3 giin siire ile bekletilerek bakterilerin
gelismeleri saglanmustir.

2.4. Cmm patojeninin test bitkilerine inokulasyonu

Inokulasyonda NCEBR3, M3-9 ve M3-15 domates bitkilerinden 3’er adet olmak iizere toplamda 9 adet bitki
kullanilmigtir. Bu deneme farkli zamanlarda 3 defa tekrarlanmistir. Hastalik etmeni bakteri GY CA besi ortaminda
gelistirildikten sonra steril kiirdan kullanilarak inokulasyon yapilmistir. Her bitkiden inokulasyondan hemen sonra
0.,1.,2,3.,4.,5.,7., 14. ve 21. giinlerde 2’ser adet yaprak 6rnegi alinmistir. Alinan yaprak 6rnekleri sivi azot
icerisinde dondurularak -80° C derin dondurucuda RNA izolasyonlar1 yapilincaya kadar saklanmustir.

2.5. Bitkilerden RNA izolasyonu ve complementary (c) DNA sentezi

Bitkilerden alinan yaprak 6rneklerinden RNA izolasyonu i¢in Qiagen RNA Easy Plant Mini Extraction (Qiagen,
Almanya) kiti kullanilarak tretici firmanin 6nerdigi protokol takip edilmistir. Elde edilen RNA o6rnekleri
Ultraviole Fotospektrometre’de OD2so dalga boyunda 20 ul RNA 6rnegi ve 680 ul dsH>O igeren soliisyonda
Olciimleri yapilarak tiim 6rneklerdeki RNA miktarlart tespit edilmis ve drneklerde belirlenen miktarlarda dsH>O
ilave edilerek Ependorf tiiplerdeki RNA miktarlar1 ayni oranda sabitlenmistir. Daha sonra RNA’larin karsilig1 olan
tamamlayic1 (complementary: c) cDNA sentezi i¢in RNA 6rnekleri Takara Bio Inc sirketi tarafindan gelistirilen
ve Moloney Murine Leukemia Virus’ten elde edilen Reverse Transkriptaz (RTase) enzimi Prime Script Reverse
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Transkriptase ile muamele edilerek 6rnekler cDNA’ya doniistiiriilmiistiir. Tek sarmal cDNA sentezi bu kit ile 42°
C sicakliginda yapilabildiginden enzimin ¢alismasi igin yiiksek sicakliga gereksinim duyulmamasi bu enzimin
tercih edilme sebeplerinden birini olusturmustur. Ciinkii yiiksek sicaklikta RNA yapisinda bozulma olmakta RNA
ozelligini kaybetmektedir (Anonim, 2014a; Anonim, 2014b).

2.6. Real Time PCR Mixture hazirlanmasi ve analizlerin yapilmasi

Diinya genelinde Solaneceae familyasina ait bitki tiirlerinde ve model bitki Arabidopsis thaliana bitkisinde
PR1 ve PR2 proteinlerinin tespiti ile ilgili yapilan ¢aligmalar incelenmistir. Bu ¢alismalarda kullanilan PR1 ve
PR2 proteinlerinin sentezlenmesini saglayan PR/ ve PR2 genlerine ait spesifik primerler Iontek firmasindan temin
edilmistir. Bu primerler ile ¢alismaya konu bitki DNA’lar1 klasik Polymerase Chain Reaction (PCR)’da 35 defa
¢ogaltilarak elektroforez jelde kosturulmustur. Jel goriintiileme sisteminde bu kullanilan primerlerden 2 adet PRI
genine ait primerler secilmistir. Once secilen primer ¢ifti PCR ile ¢ogaltilip elde edilen iiriinde bant olusumu
goriilmiis ve Real-Time PCR ¢aligmalari bu primerler tizerinden yiiriitiilmiistiir. Caligmada Xiao ve ark. (2003)’nin
Arabidopsis thaliana bitkisinde kullandiklart PRI-Forward, 5> —~AGA GGC AAC TGCA GAC TCA TAC AC-
3’; PRI-Reverse, 5 —AGC CTT CTC GCT AAC CCA CAT-3’ primerleri kullanilmigtir. Ayrica pozitif kontrol
grubu olarak yine Xiao ve ark. (2003) tarafindan kullamlan 18S ribozomal DNA; 18S-Forward, 5-CGT CCT
AGT CTC AAC CAT AAA CGA T-3°; I8S-Reverse, 5-GGT GCC AGC GGA GTC CTA T-3’ primerleri
kullanilmistir. PRI geninin kodladig1 PR1 proteinleri anti mikrobiyal aktiviteye sahip olup inokulasyondan sonra
dayanikli bitkiler tarafindan iiretilmekteyken bu ¢alismada segilen 18S ribozomal DNA tiim bitkilerde var olan
standart DNA olarak kullanilmistir.

Real-Time PCR’da boyar madde olarak Bio-Rad (Almanya) marka Universal SYBR Green Supermix
kullanilmig olup her bir 6rnek i¢in dsH>0O 10 pl, SYBR Green SiiperMix BioRad 12.50 pl, Primer Forward 10 uM
0.25 pl, Primer Reverse 10 uM 0.25 pl ve cDNA 2.00 pl eklenerek toplam da 25.00 pl Real-Time PCR karisimi
hazirlanmistir (Anonim, 2014c). Calismalarda PR1 primeriyle hazirlanan 40 6rnek ve 18S ribozomalDNA (rDNA)
ile hazirlanan 40 olmak {izere toplamda 80 adet 6rnek PCR karisimi i¢in 0.2 m1’lik PCR Script tliplerinin her birine
23 pl olarak ilave edilmig daha sonra ise sirasiyla cDNA ornekleri bu karigimlara eklenmistir. PCR islemi
Stratagene marka Mx3000p model Real-Time PCR cihazinda gerceklestirilerek baslangi¢ (denaturation) 94° C’de
5 dakika, 40 dongii (cycles) boyunca 94° C’de 1 dk, 55" C’de 45 saniye, 72° C’de 45 saniye, final uzama (extension)
72° C’de 10 dk ve Store 25° C sonlandirma adimlarindan olugan program kullanilmistir (Anonim, 2014c).

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

Bu ¢alisma ile dayaniklilik mekanizmasinda aktif rol oynayan PR1 proteinini kodlayan RNA ile birlikte tim
bitkilerin sahip oldugu 18 S ribozomal DNA’nin kontrol ettigi protein miktar1 pozitif kontrol olarak RT-PCR’ da
ol¢timlenmistir. Bu amagla Cmm?2 bakteri izolatina kars1 mutant dayanikli ve orijinal hassas domates bitkilerindeki
PRI geninin kodladig1 protein miktarinin 6lglimlenmesi gergeklestirilmistir. SYBR Green boyasi baglangicta az
miktarda bulunan DNA’ya baglanmakta, her bir dongiide DNA miktar1 2 kat artmakta ve buna bagli olarakta
floresan miktar1 artis gostermektedir. Bu sekilde floresan boyanin dogrusal olarak okunabildigi dongiiye threshold
(Ct) denilmektedir. Bu noktada 6rnek miktarmin nispi konsantrasyonu ile hedeflenen DNA miktar1 arasindaki fark
floresan boya ile dogru olarak tespit edilmektedir. Bir baska ifadeyle ACt = Ctsmek — Ctreferans denklemi ile DNA
miktar1 kantitatif olarak belirlenebilmektedir (Dorak, 2006).

Yapilan g¢alismalarda PR/ geninin dayanikli ve hassas bitkilerdeki olusum miktarlar1 nispi olarak PR1
primerinin kullanildig1 kantifikasyonun Ct degerleri ile pozitif kontrol olarak 18S rDNA’nin kullanildig:
kantifikasyonun Ct degerlerinin baz alindig1 ACt degerlerinin her 6rnek i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmasiyla Sekil 1.
olusturulmustur. RT-PCR ¢alismalarinda M3-9 ve M3-15 dayanikli mutant domateslerinde inokulasyondan
itibaren 0. giinden 3. giine kadar Cmm?2’ye dayanikli M3-9 ve M3-15 domates bitkilerinde PR1 proteininin
iretimini tetikleyen PR/ geni oransal anlamda hassas NCEBR3 bitkisine gore 2-6 kat daha yiiksek seviyelerde
olusmaktadir (Sekil 1.). Bakteriyel hastalik etmeninin bitkilerdeki kolonizasyonu boyunca yiiksek miktarda PR1
proteini dayanikli mutant M3-9 ve M3-15 bitkilerinde olusturulmaktadir (Sekil 1.). Bakteriyel hastalik etmeninin
kolonizasyonundan sonra (4. giin) 6zellikle hassas NCEBR3 bitkilerinde de PR/ genlerinin kodladigi PR1 protein
iretiminde ciddi artiglar meydana gelmektedir (Sekil 2.).
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Figure 1. Relative quantification of PRI gene in resistant and susceptible plants after Cmm?2
inoculation.
Sekil 1. Cmm?2 ile inokulasyonu takiben dayanikly ve hassas bitkilerde olusan PR1 geninin nispi
olarak kantifikasyonu

Ancak hastalik etmeni bakteri bu siire zarfinda hassas bitkilerde kolonizasyonunu tamamlamis ve bitki
dokularinda yayilmaya basladig1 i¢in hassas orijinal NCEBR3 bitkilerindeki bu PR proteinlerinin artist bakteriyel
patojeni siirlamaya yeterli olmaktadir (Sekil 4). Bir baska ifadeyle hassas orijinal bitkilerde gecikmeli iiretilen
PRI proteini patojenin yayilimini sinirlandiramamaktadir. Oysaki timitvar dayanikli mutant domates bitkilerinde
hastalik inokulasyonunun ilk anindan itibaren dayaniklilik genleri altinda ¢alisan PR/ geni yiliksek miktarda PR
proteinini iiretmektedir (Seki/ I). Boylece PR1 proteini bakteriyel inokulasyondan itibaren Cmm2 patojenini
sinirlamaktadir. PR1 proteinleri bakteriyel patojenin konukgu hiicrelerine kolonizasyonunu engellemekte ve
Olciimlemenin gergeklestirildigi 21. giinde M3-15 bitkilerinde hassas NCEBR3 bitkilerine gore 2 kattan fazla
iiretildigi anlasilmaktadir (Sekil 7). PR1 proteinlerinin inokulasyondan sonra ani ve yiiksek miktarda olusturulmasi
Cmm?2 bakteriyel hastalik etmenini siirlamaktadir (Sekil 2 ve 3). Fakat hassas NCEBR3 orijinal bitkilerindeki
gecikmeli gergeklesen yiiksek PR1 protein olusumlari Cmm?2 patojeninin kolonizasyonunu sinirlamamaktadir.
Caligmada dayanikli M3-15 mutant bitkilerinde inokulasyondan sonra 21. ve 28. giinlerde hala PR1 proteinin
yiiksek miktarda tiretiliyor olmas1 dayanikliligin lokal reaksiyondan sistemik reaksiyona gectigini gostermektedir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan 18S rDNA proteinleri inokulasyondan itibaren 21 giin boyunca her zaman
ayni miktarda dl¢iimlenmekte olup bitkilerdeki miktar1 degisim gostermemektedir (Sekil 4 ve 5). Tiim canli
hiicrelerinde bulunan 18S rDNA hiicre niikleusu, ribozomlarda, mitokondri ve kloroplastlarda bulunan ribozomal
RNA (rRNA) igerisinde var oldugu i¢in ¢aligmada pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Tipki PRI geninde oldugu
gibi rDNA'da belirtilen drneklerden izole edilen RNA'nin reverse trankriptaz enzimi ile iiretilen cDNA igerisinde
bulunmaktadir. Uretilen cDNA igerisindeki PR1 ve rDNA proteinlerinin miktarlart RT-PCR ile ayni anda 6zel
SYBR green boyasi ile dlgiimlendigi i¢cin rDNA ile PR1 protein miktarlar1 mukayese edilerek kantifikasyon
saglanmustir.
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a) PR1 primer ile Real-Time PCR analizi 0.giin DPI b) PR1 primer ile Real-Time PCR analizi 1.giin
(mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3-15) DPI ( mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3-15)

mavi: M3-15 , kirmizi: EBR3 yesil: M3- 9)

e) PR1 primer ile Real-Time PCR analizi 4.giin DPI f) PR1 primer ile Real-Time PCR analizi 5.giin
(mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3-15) DPI ( mavi: M3-9, kirmizi: M3-15, yesil: EBR3)

Figure 2. Real-Time PCR analyze results with PRI primers.
Sekil 2. PRI primerleri ile Ger¢ek Zamanli-PCR analiz sonuclar
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a) PRI primer ile Real-Time PCR analizi 7.giin DPI ( mavi: b) PR1 primer ile Real-Time PCR analizi 14.giin DPI (

EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3-15) mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3-15)

¢) PRI primer ile Real-Time PCR analizi 21.giin DPI ( mavi: ) PRI primer ile Real-Time PCR analizi 7 adet dmek saf su
EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3-15) negatif kontrol

Sekil 3. PRI primer ile Ger¢ek Zamanh-PCR analiz sonuglart
Figure 3. Real-Time PCR analyze results with PRI primers.
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a) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi
0.glin DPI ( mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3-
15)

¢) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi
2.giin DPI ( mavi: M3-15, kirmizi: EBR3, yesil: M3-
9)

e) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi
4.giin DPI ( mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3-
15)

Karabulut & Calig

Bakteriyel Kanser ve Solgunluk Hastaligina Dayanikli Umitvar Domates Mutantlarinda PR1 Geninin Dayaniklilik Mekanizmasindaki Rolii

b) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi
l.gin DPI ( mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil:
M3-15)

d) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi
3.giin DPI ( mavi: EBR3, kirmizi: M3-15, yesil:
M3-9)

f) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi
5.glin DPI ( mavi: M3-9, kirmizi: M3-15, yesil:
EBR3)

Sekil 4. 18S rDNA primer ile Ger¢cek Zamanli-PCR analiz sonuclari
Figure 4. Real-Time PCR analyze results with 18S rDNA primers.
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a) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi b) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi
7.giin DPI ( mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3- 14.giin DPI ( mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil:
15) M3-15)

¢) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi
21.giin DPI ( mavi: EBR3, kirmizi: M3-9, yesil: M3-
15)

d) 18S rDNA primer ile Real-Time PCR analizi
7 adet drnek saf su negatif kontrol

Sekil 5. 188 rDNA primer ile Ger¢cek Zamanli-PCR analiz sonuclari
Figure 5. Real-Time PCR analyze results with 18S rDNA primers.

4. Sonug¢

Gergeklestirilen bu ¢aligma ile PR/ genlerinin kodladigi PR1 proteinlerinin dayaniklt M3-9 ve M3-15 mutant
bitkilerinde hizli, etkin ve spesifik olarak olustugu ortaya konmustur. Hassas orijinal NCEBR3 bitkilerinde ise
PR1 proteinlerinin olusumu ancak inokulasyondan sonraki 4. giinden sonra ger¢eklesmektedir. Belirtilen bu siireye
kadar konukgu hiicrelerinden beslenerek hiicreler arasi bolgede kolonize olan ve hizla ¢ogalan bakteriyel Cmm
patojen izolatlarin1 PR1 proteini kontrol edememektedir. Buna karsin {imitvar dayanikli M3-9 ve M3-15
mutantlarinda dayaniklilik gen(ler)i tarafindan kontrol edilen savunma mekanizmasimin bulundugunu
gostermektedir. Benzer sonuglar Arabidopsis thaliana model bitkisinde kabak ve domates kiilleme hastalik
etmenlerini kontrol eden RPWS8 geninin kodladigi PR1 proteinlerinde de bulunmustur (Xiao ver ark., 2005).
Ozellikle bu ¢aligmalarda PR3 (chitinase) ve PRS (tomatin benzeri: thaumatin like) enzimatik aktiviteye sahip
proteinlerin inokulasyondan hemen sonra RPWS§ geni igeren Arabidopsis bitkilerinde olusmaya basladigi ve
inokulasyondan sonraki 4. giinde hassas bitkilerdeki PR3 ve PRS protein seviyelerinin dayanikli bitkilerdeki
seviyeden daha fazla oldugu bulunmustur (Xiao ve ark., 2001; Xiao ve ark., 2003; Xiao ve ark., 2005).

Cmm?2 hastalik etmenine karst dayaniklt M3-9 ve M3-15 domates bitkilerinden elde edilen bitki ekstraktlar
Yiiksek Basingli Sivi Kromotografi (HPLC) sisteminde karsilastirmali analizleri yapilarak klorjenik asit ve rutin
hidratin dayanikli bitkilerde hassas NCEBR3 bitkilerine gore sirastyla 6.7 ve 13 kat daha yiiksek olustugu
bulunmustur. Yapilan ¢alismada bulunan klorjenik asit ve rutin hidrat kimyasallarinin artis1 Bayan (2011) ve bu
¢alismadan elde edilen PR1 proteinlerinin dayanikli mutant bitkilerinde hizli ve aniden tiretilmesi ile ortiismektedir.
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Bu durum bitkilerde dayaniklilik genleri tarafindan {tiretilen sekonder metabolitler ve patojenle ilgili 6zel
proteinlerin, bakterilerin inokulasyonundan hemen sonra devreye girdigini gostermektedir. Nitekim Osbourne
(2010a; 2010b)’un ¢alismalarinda dayaniklilik geni tarafindan kontrol edilen sekonder metabolitlerin gen kiimeleri
tarafindan kontrol edildigini ve bu gen kiimelerinin dayaniklilik geni tarafindan yonetildigini ortaya koymaktadir.
Bu 0ngoriiye paralel olarak gerek Calis ve ark. (2012) 'min M3-9 ve M3-15 bitkilerindeki kimyasal sekonder
metabolitlerdeki artis gerekse bu g¢alismada ortaya konan PRI proteinlerindeki artist kontrol eden gen(ler)in
varligini igaret etmektedir. Bir diger ifadeyle M3-9 ve M3-15 bitkilerinde dayanikliligi kontrol eden genler
savunma mekanizmasini aktive ederek sekonder metabolit diye bilinen kimyasal maddeler ile patojene kars1 6zel

iiretilen PR1 proteinlerini olugturmaktadirlar.

Halen devam eden ¢alismalar ile M3-9 ve M3-15 bitkilerindeki dayaniklilik gen(ler)i ilging bir sekilde ayni
yerde haritalanmis olup bunlarin altinda PR1 proteini ve sekonder metabolitlerin iiretilmesini kontrol eden
dayaniklilik gen(ler)inin yapilarimin  bulundugu anlasilmaktadir. Dayamklilik genlerinin  haritalanma
caligmalarinin yapildigi kromozom iizerinde 30 kadar dayamklilik geninin oldugu belirlenmistir (Ozer Calis,
Yayimlanmamis Bilgi).

Tesekkiir

Bu ¢alisma Tokat Gaziosmanpasa Universitesi tarafindan TOGUBAP.2013/117 Nolu Arastirma Projesi olarak
desteklenmistir.
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