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ONSOz

Mutualist kék simbiyozu (ortakyasar) olan P. indica’nin genom ve transkriptom analizi daha
once Zuccaro ve meslektaglari tarafindan 2011’de rapor edilmisti. 25 Mb genom
uzunluguna sahip P. indica’nin genomunun sekanslanmasi, canli ve Oli arpa koku
Uzerindeki kolonizasyonunu saglayan transkriptom ciktilarinin global karakterizasyonu
mantarin yasam dongusuyle iligkili genomik adaptasyonlarini bulmakta 6nemli rol

oynamaktadir (Zuccaro ve ark., 2011).

Simdiye kadar rapor edilen bilgilerde, P. indica’nin mikroRNA’larinin (MiRNA)
arastirilmasina yoénelik bir calisma bulunamamistir; fakat diger bazi arbuskiler mikorhiza
mantarlari ile bitki arasindaki simbiyoz iliskide yer alan mikroRNA’lar ¢alisiimis ve simbiyoz
iliskinin olusmasinda énemli rolleri oldugu gorilmustir (Emanuel ve ark., 2011). Bu nedenle
amacimiz P. indica’nin mikroRNA’larinin ya da mikroRNA benzer kisa RNA sekanslarinin
(milRNA) bulunmasina odaklanmistir. Proje amacina ulagsmistir; bu bitis raporunda bulunan

sekanslar sunulmustur.

Proje TUBITAK tarafindan 1002 hizli destek programi kapsaminda, 113Z038 nolu proje

olarak desteklenmigtir.
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Ozet

Tarimda yasanan kayiplarin blydk bir bolumu elverigsiz iklim kosullari yuzinden olusan
abiyotik ve biyotik stres, hasereler ve bitki hastaliklarina neden olan patojen kaynakhdir.
Cevre uzerinde birgok zararli etkisi olsa da bu kayiplari énlemek ve bitkinin verimliligini
artirmak, asirn kimyasal kullanimina dayanmaktadir. Bitkilerde biyotik ve abiyotik strese
karsi toleransi 80%’lere varan diizeylerde faydaya dayal iliski gosteren endofitik arbuskiler
mikorhiza mantarlar gibi mikroorganizmalar da saglayabilmektedir. Bodylece kimyasal
kullanimin gbrece azalmasi gevreye verilen zarari da azaltilabilmektedir. Arpa ve
Arabidopsis thaliana’da yapilan c¢alismalarda, bir endofitik arbiskiler mikorhiza olan
Piriformospora indica’nin konagina, buylime destekleyici aktivite sagladigi, tuz stresinde
bitkinin tolerans duzeyini arttirdigi ve belirli yaprak ve kok patojenlerine kargi bitkinin
dayanikhligini artirabildigi rapor edilmistir (Waller ve ark., 2005). Ayrica bu mantar bitkinin
buyimesine ve tohum uretimine yardim etmesiyle birlikte, nitrat ve fosfat alimini da harekete

gecgirmektedir (Camehl ve ark., 2011).

Piriformospora indica birgok bitki ¢esidinin kékinde kolonilesebilen, bitkinin blylimesinde,
belirli cevresel stres (abiyotik) kosullarina uyumda ve bazi patojenlere (biyotik stres) karsi
diren¢ saglamakta etkili olan endofitik bir mantar ¢esididir. P. indica baslangi¢ta Hint Thar
¢olinde calilarin kok yuzeyinde tespit edilmistir; fakat 6zellikle tahil bitkileri de dahil olmak
Uzere tek ve iki cenekli bitkilerin de koklerinde kolonilestigi ortaya ¢ikmis, yeni tanimlanmis
bir organizmadir (Achatz ve ark., 2010). P. indica’'nin gesitli streslere karsi biyolojik savasta
yogun olarak kullanilma potansiyeline ek olarak kolay kultire alinabilmesi ve genis bir
konakgi grubu olmasi nedeniyle de bitki ve mikrop iligkisini ¢alisilmasina olanak saglayan bir
model organizma olarak dusunulmektedir. Ayrica bitki Uretme sistemlerinin gelistirilebilmesi

icin yeni bir arag olarak kullanilacag: savunulmaktadir (Varma ve ark.,1999).

Mutualist kdk simbiyozu (ortak-yasar) olan P. indica’nin genom ve transkriptom analizi daha
once Zuccaro ve meslektaslari tarafindan 2011’de rapor edilmigtir. 25 Mb’lik genom
uzunluguna sahip P. indica’nin genomunun sekanslanmasi, canli ve Olu arpa koku
Uzerindeki kolonizasyonunu saglayan transkriptom ciktilarinin global karakterizasyonu,
mantarin yasam dongusuyle iligskili genomik adaptasyonlarini bulmakta ©6nemli rol

oynamaktadir (Zuccaro ve ark., 2011).

Simdiye kadar rapor edilen bilgilerde, P. indica’nin mikroRNA’larinin arastiriimasina yonelik

bir calisma bulunamamistir; fakat diger arbliskiler mikorhiza mantarlari ile bitki arasindaki



simbiyoz iliskide yer alan mikroRNA’lar ¢alisiimis ve simbiyoz iliskinin olusmasinda énemli

rolleri oldugu goérulmustir (Emanuel ve ark., 2011).

Projemizin amaci, 6zellikle de tahillarda yasanan Urin kayiplarinin bir kismini kapatabilecek
ustin nitelikte olan bu mantarin mikro-RNA’larinin (miRNA) saptanmasidir. Bulunan
miRNA’lar sonraki ¢alismalarda bugday ve/veya arpa gibi tahilllarda biyotik strese karsi
fayda saglama amach rolleri taranabilir. Aday mikro-RNA’larin  bulunmus olmasi
organizmanin MIRNA jenarasyon mekanizmasinin anlasiimasi saglayabilir bu sayede de

uygulamaya yonelik stratejiler beilirlemede yararh olabilir.

Henlz literatirde P. indica’ya ait kisa RNA okumalarinin sunuldugu bir makaleye
rastlanmamistir. Calismalarimizin sonuglari makale olarak hazirlanmaktadir. ik kez

yapilan bir calisma olacagi icin ilgi gosterilecek bir yayin olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Piriformospora indica, ortak-yasar organizma, bitki-fungus iliskisi,
mikroRNA.



Abstract

The major portion of the losses in agriculture is caused by biotic and abiotic stress
conditions due to unfavorable climate conditions, insects and plant diseases. Despite many
harmful effects, excessive chemicals are used in order to prevent these losses and increase
the yield of the plants. Biotic and abiotic stress tolerance in plants can be provided up to
levels of 80% by the mutualistic relationship between arbuscular mycorrhizal fungi
endophytic microorganisms and plant. Thus, it leads to decrease in the damage of
environment by decreasing the usage of chemicals. Studies which are done with barley and
Arabidopsis thaliana reported that Piriformospora indica which is an endophytic arbuscular
mycorrhiza provides its host growth promoting activity, increased tolerance to salt stres and
increased resistance to certain root or leaf pathogens (Waller et al., 2005). In additon, this
fungus helps the plant for growth and seed production, also it promotes the intake of nitrate
and phosphate (Camehl et al, 2011).

Piriformospora indica is a type of endophytic fungus which can colonize at the roots of many
plant species and it promotes plant growth, leads adaptation to specific stress conditions
and increases resistance to certain pathogens. This endophyte is a newly defined organism
which was first discovered on the root surface of shrubs in Indian Thar desert; but it
appeared that it colonizes on the roots of monocotyledonous and dicotyledonous plants,
particularly in major cereal plants (Achatz et al., 2010). It is a model organism for studying
plant-microbe relationship due to its ease of culture and broad range of host species and

also it is a new tool for the development of plant production systems (Varma et al., 1999).

The genome and transcriptome analysis of mutualistic root symbiont P. indica have been
reported previously by Zuccaro and his colleagues in 2011. The global characterization of
the transcriptome responses of colonization on living and dead barley roots and the
sequencing of the P. indica which has a 25 Mb genome provide information about genomic

adaptations of this fungus associated with its life cycle (Zuccaro et al.,2011).

So far, there is no reported information about microRNAs of P. indica; but microRNAs which
play roles in a very few number of studies on the other arbuscular mycorrhizal fungus, it was
determined that some miRNAs regulate the formation of symbiosis relationship with plants

(Emanuel ve ark., 2011).



The aim of our project is the detection of microRNAs in the fungus, of which there may be
some having roles in pereventing yield losses particularly in crops. Among the candiate
miRNAs there maybe some providing tolerance in biotic stress conditions to wheat and/or
barley. Since the study will be the first report of candiate miRNAs of P. indica, we expect its

impact will be a significant one.

Keywords: Piriformospora indica, mutualistic organism, plant-fungus interaction, microRNA.
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1. Giris

Proje simbiyotik bir mikorhiza olan P. indica’nin olgun (mature) mikroRNA ya da
siRNA’larinin sekanslanmasini amaglanmistir. miRNA ve siRNA’larin P. indica’nin bitki ile
olan simbiyotik iligkisinde 6nemli rollerinin oldugu distnuliimektedir. Sekans analizi
sonucunda elde edilen aday miRNA’larin, simbiyotik iligkiyi ydnlendiren ve kontrol
edenlerinin bulunmasina yonelik bilgi Uretilmistir. Literatirde hentz bu organizmanin miRNA
ve siRNA’larina dair bir bilgi mevcut olmadigi igin, proje eksik olan bilgiyi tamamlayan orijinal

sonuglarin elde edildigi bir ¢calisma olmustur.

MikroRNA’larin  dkaryotik organizmalarda (miRNA’lar) gen anlatimini/ekspresyonunu
duzenleyici molekuller olarak tanimlandigi ve bir ¢ok biyolojik surecte rol aldiklarn
gosterilmistir (Gu ve ark., 2010). MikroRNA’lar hem hayvanlarda hem de bitkilerde bulunan
kiguk, endojen, kodlayici olmayan RNA’lardan olugsmaktadir (Jones-Rhoades ve ark, 2006).
Olgun miRNA’lar genellikle 19-24 nikleotit uzunlugundadir ve hedef mesaj-RNA’larina
(mRNA) baglandiktan sonra kesen veya hedef mRNA translasyonunu baskilayan negatif
post-transkripsiyonel (transkripsiyon sonrasi) dizenleyicilerdir (Jones-Rhoades ve ark.,
2006). Son yillarda, bir ¢ok bitki miRNA’sI izole edilip belirlenmis ve fonksiyonel olarak
karakterize edilmistir. miRNA’larin bitki doku farklilasmasinda, gelisme ve bilylimesinde,
biyotik ve abiyotik streslere karsi tepkilerde rol aldiklari belirlenmistir (Wang ve ark., 2007).
Simdiye kadar bitki ve nitrojen fikse eden bakteri arasindaki simbiyoz iliskide ve arbuskuler
mikorhiza olusturan funguslarla bitkilerin arasindaki simbiyoz iliskide rol alan miRNAlarin
rolinin aydinlatiimasi igin yapilan g¢alismalar ¢ok sinirhdir (Emanuel ve ark., 2011). P.
indica ile bitki arasindaki iliskide rol alan miRNA’lar ise heniz bilinmemektedir. Projede olasi
mikro-RNA’lar ya sa siRNA’lar, kisa RNA sekans analizi ile bilinen P. indica’nin genom

sekansi referans alinarak saptanmistir.

P. indica’nin miRNAlari hem kendi genlerininin regulasyonununu hem de bitki icinde bitkiye
ait genlerin regulasyonlarini belirliyor olabilirler.  Bitki-patojen, ya da bitki-simbiyotik
organizma iligkisi alaninda mikroorganizmanin mikroRNAlarinin bitkinin hangi genlerini
kontrol ettigi ile iligkili calismalar ¢ok az ve olasi bulunan hedef genler ise bir kag tanedir.
Oysa bitkinin miRNA’larinin hastalik dayaniklihgindaki rolleri ile ilgili calisma sayisi daha

coktur.

P. indica clamidosporlari olasi miRNA’larina ait sekans bilgileri kicuk/kisa (small RNA
sequencing) RNA sekans analizi yontemi ile elde edildikten sonra biyoenformatik analizler

yapmistir, olgun mikroRNAlari kodlayan genler ve bitkideki olasi hedef genler saptanmistir.
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1.1 Genel Bilgiler

Piriformospora indica (P. indica) birgok bitki c¢esidinin kdkinde kolonilesen, bitkinin
blylimesinde, belirli “abiotic” stres kosullarina uyumda ve bazi patojenlere karsi direng
saglamakta etkili olan endofitik bir mantar cesitidir. Bu endofit mantar, ilk kez Hint Thar
¢olinde calilarin kok yuzeyinde tespit edilmistir; fakat 6zellikle tahil bitkileri de dahil olmak
Uzere tek ve iki ¢enekli bitkilerin de kdklerinde kolonilesebildigi sonra goésterilmistir (Achatz
ve ark., 2010). Kolay kdltire alinabildiginden ve genis bir konakgi oldugundan dolayi P.
indica, bitki ve mikrop iligkisinin c¢alisilmasini saglayan bir model organizma olarak
dusunulebilir ve ayrica bitki Uretme sistemlerinin gelistirilebilmesi icin yeni bir aractir (Varma
ve ark.,1999).

1.2 Kokde kolonilegsme tipi

P. indica ilk 6nce hifleriyle birlikte koklerle temas kurup “appresoria” olusmaktadir. Daha
sonra kok tuylerinin korteks hicrelerinde inter- ve intraselulerli kolonilesme baslamaktadir;
uzama ve meristem bdlgesinde ise ¢ok az kolonilesme goérilmastir (Varma ve ark.,1999).
Bu kolonilesme bicimi P. indica’yl sadece interselllerli biylyen ve ¢ogunlukla kékin korteks
katmaninin derinlerinde kolonilesen diger arbuskuler mikorhizal mantarlardan ayirmaktadir
(Deshmukh ve ark, 2006). Bir diger farklilik ise P. indica’nin etkili bir sekilde kolonilesmesi
konak hucrelerinin 6lumine bagli olmasidir; fakat kolonilesme sirasinda bu mantarin diger
biyotrofik organizmalar gibi konagin plazma membranina girdigi ve konagin koékulyle
nekrotrof veya saprofit iliski kurdugu gérilmemistir (Varma ve ark.,1999). Kolonilesmesinin
konak hicrelerinin 6limine bagh oldugu arpadaki negatif hiicre 8limu regulatorid olan BAX
INHIBITOR-1’in baskilamasiyla gosterilmistir (Schafer ve ark, 2009). Kokteki ekstraseliler
kolonilesme, inokilasyondan 1-2 gin sonra baslamaktadir. Bitki ve fungus arasindaki
etkilesim ilerledikge, yaklasik 7 giin sonra kolonilesme artmakta ve kdkiin gevresi bu fungus
tarafindan kaplanmaktadir.  Ayni zamanda inter- ve intra-selller hifler kdk korteks

hicrelerinde ¢ogalir (Imany ve ark,2011).

P. indica hiflerine, kdk endodermisin 6tesinde, gévde veya yapraklarda rastlanmamistir. Bu
g6zlem yapraktaki P. indica tef (transkripsiyon elongasyon factor) genine 6zel primerlerle
yapilan real time PCR (RT-PCR) sonuclariyla dogrulanmistir (Waller ve ark., 2005).

Kolonilesme, kok ve korteksle sinirli oldugu igin yaprak patojenlerinde nasil direng sagladigi

12



ile ilgili calismalar yapiimistir ve sistemik sinyallerle (sistemik kazanilmis dayanikhlik ve

indiklenen sistemik direng) direng sagladigi sonucuna ulasiimigtir (Stein ve ark., 2008).

1.3 P. indica bitki iligkisinde hormonlarin rolii

Birgok bitki hormonlarinin P. indica’nin bitkinin bluyimesini desteklemesinde ve fungusun
kolonilesmesinde gérev aldigi gosterilmistir.  Ornegin, jasmonik asitin P. indica’nin
Arabidopsis thaliana’nin  kdklerinde kolonilesmesinde ve killemeye karsi direng
saglamasinda yardimci oldugu bulunmustur (Stein ve ark., 2008). Ayrica, bilindigi tUzere
gibberellin hormonu, sinyalleri, bitki ile fungusun iliski kurmasinda gereklidir; gibberelin
sentezinin mutant oldugu arpalarda, normal arpalara goére P. indica kolonilesmesinin az
oldugu gorulmustir (Schafer ve ark., 2009). P. indica bulastiriimasi sonuncunda etilen
“responsive” genlerinin aktif hale geldigi, Arabidopsis thaliana’da normale gére daha fazla
kolonilesme oldugu gorilmuistir, bu ylzden etilenin de P. indica’nin bitkiye sagladigi
blylimede etkili oldugu dusinidlmektedir. Fitohormon olan oksin ve sitokinin de P. indica’nin
konagina sagladigi yararlarda etkili oldugu gorilmustir (Vadassery ve ark., 2008). Boéylece
bitki hormon dizeylerinin yani sira, sinyal mekanizmalarinin da fungus tarafindan

ayarlandigi dasunulmustar.

1.4 Transkriptom analizi

P. indica, 25 Mb uzunlugunda bir ka¢ tekrarlayan DNA dizileri ile ¢ogunun genlerden
olustugu kuguk bir genoma sahiptir (Zuccaro ve ark., 2011). P. indica’nin yasam déngusu
ve konagina sagladigi diren¢ mekanizmasi hakkinda bilgi edinebilmek icin transkriptom
analizleri yapimistir. Yasam dongusu ile ilgili olan genler P. indicadan farkli olan
Basidomycota ve Ascomycota funguslarinin genomuyla karsilastirmali transkriptom
analizleriyle bulunmustur. Direng mekanizmasi igin ise genellikle arpa ve Arabidobsis

thaliana kullaniimigtir.

Ascomyta ve Basidomycota ile yapilan karsilastirmal transkriptom analizi sonucunda P.
indica’nin hem biyotropizm, hem de saprotropizmle iligkili genomik adaptasyonlari oldugu
saptanmistir. Biyotropi dogrultusunda, P. indica, konagina hasar vermekte diger biyotrof

funguslara goére sinirh bir potansiyele sahiptir.  Sitolojik ¢alismalar biyotrofik evrenin

13



saprotropik evreyle devam ettigini gdstermektedir. Saprotropik evrede karsilikli yarar

saglayan hucre 6limine bagh kolonilesme goérilmuistir (Zuccaro ve ark., 2011).

P. indica kolonilesmesinin oldugu arpa kokleriyle yapilan transkriptom analizlerinin
sonucunda arpanin bir yaprak patojeni olan Blumeria graminis f. sp. hordei’ye (B. graminis)
kars! direnci artirmasinda rol alan genler belirlenmistir. indiiklenen sistemik direngte yer alan
genlerin belirlenmesi icin P. indica’nin, bitkinin kokinde kolonilestigi ve kontrol 6rneklerde, B.
graminis’le enfekte edilen arpa yapraklarinin enfekte edilmesinden 12, 24 ve 96 saat sonra
yapilan transkriptom analizleri karsilastiriimistir. 12 saat sonunda P. indica kolonilerinin
olustugu o6rneklerle koloni olugsmayan transkriptom sonuglari karsilastirildiginda 1,339
anlatimi artan ve 639 anlatimi azalan transkriptler, 24 saat sonunda 350 artan- ve 286
azalan transkriptler, 96 saat sonunda ise 81 artan- ve 86 azalan anlatim transkriptler
saptanmistir. B. graminis artan- ve azalan anlatim transkriptlerinin fonksiyonel gen
kategorileri bulunmustur.  Bu analize gbére 3 ayri saatte saptanan, artan anlatim
transkriptlerin hepsi savunma mekanizmasinda ve protein katlanmasinda yer almaktadir.
Azalan anlatim transkriptler ise fotosentez ve karbon fiksasyonunda yer almaktadirlar.
Sadece 12 saat sonunda yapilan karsilastirmada artan anlatim transkriptler farklilik
goOstermektedir ve apoptozla intraselller protein tagsimasinda gérev almaktadirlar (Molitor ve
ark, 2011). P. indica ile arpa yapraklarinda savunma mekanizmasinda yer alan genlerin
daha erken ve hizli eksprasyon sagladigi (B. graminis enfekte olmus arpa) bulunmustur
(Molitor ve ark, 2011).

1.5 miRNA

MikroRNA’lar (miRNA’lar) gen anlatimini/ekspresyonunu duizenleyici molekuller olarak
tanimlanmis ve bir ¢ok biyolojik surecte rol aldiklari gdsterilmistir (Gu ve ark., 2010).
MikroRNA’lar hem hayvanlarda hem de bitkilerde bulunan kigtik, endojen kodlayici olmayan
RNA’lardan olusmaktadir (Jones-Rhoades ve ark, 2006). Olgun miRNA’lar genellikle 19-24
nikleotit uzunlugundadir ve hedef mRNA’lara baglanip kesen, translasyonunu baskilayan
negatif post-transkripsiyonel diizenleyicilerdir (Jones-Rhoades ve ark., 2006). Son yillarda,
bir ¢ok bitki miRNA’sI izole edilip belirlenmis ve fonksiyonel olarak karakterize edilmigtir.
Bunlarin bitki doku farklilagsmasinda, gelisme ve blylimesinde, biyotik ve abiyotik streslere

karsi verdigi tepkilerde rol aldiklari belirlenmistir (Wang ve ark., 2007).
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Simdiye kadar bitki ve arbuskiler mikorhiza olusturan funguslarla bitkilerin arasindaki
simbiyoz iligkide rol alan miRNA’lar sinirli da olsa galisiimistir (6rnegin, Medicago truncatula
non-mycorrhizal and mycorrhizal roots). Bu miRNA’larin simbiyoz iligkinin gelismesinde
onculik ettigi gérulmuastir (Emanuel ve ark., 2011). P. indica ile bitki arasindaki iliskide rol
alan ve bitkinin mesajlarini susturan miRNA’lar ise henlz calisiimamistir. Benzer bir
organizma olan Medicago truncatula’da miRNA’larin varliginin gdésterilmis olmasi bizim
projemizde de P. indica miRNA sekanslarini bulunacagini destekleyen bir bulgu olmustur.
Hatta yine Medicago fruncatula’da simbiyotik iliskide roli oldugu saptanan miRNAlar rapor
edilmistir, bu bulgu ise P. indica’da da benzer islevi olan miRNAlarin bulunabileceginin iyi bir
gostergesi oldugu icin projede P. indica’da kisa RNA sekans analizi yapilmis ve aday

miRNA’lar saptanmistir.

1.6 RNAI

RNAi Okaryotlarda bulunan post-transkripsiyonel / transkripsiyonel gen susturma
mekanizmasinda yer almaktadir (Li ve ark, 2010). RNAi ¢aligmalarinda kullanilan ilk model
organizma bir ipliksi mantar olan Neurospora crassa'dir ve bu mantar ile yapilan
calismalarda siRNA’lar ve miRNA’larin genom savunmasinda ve gen regilasyonunda rol
aldig1 gérulmustur (Dang ve ark, 2011). RNAI, incelenen tum ipliksi mantarlarda blyuk
Olcide muhafaza edilmistir ancak farkli iglevleri vardir (Dang ve ark, 2011), ipliksi
mantarlardan biri olan P. indica igcinde durumun ayni oldugu bu projede, kisa miRNA benzeri
sekanslarin bulunmasi ile desteklenmigtir. P. indica’nin olgun miRNA Uretecek mekanizmaya
sahip oldugu da proje sonuglarimizla desteklenmis goézikmektedir, sonuglarimiz miRNA

jenarasyon mekanizmasinin diger organizmalardan farkl oldugunu disindirmektedir.

2. Gereg ve Yontemler

2.1 Arpa (Hordeum vulgare)

Michigan ve Bulbul c¢esitleri Uzerinde uygulamalar yapilmigtir. Her ikisi de bilinen bir cok
killeme hastaligi yapan (powdery mildew) Blumeria graminis f. sp. hordei irklarina

duyarlidir, yani hastalik olusumu bir ¢ok farkli irk ile mimkuanddr.
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2.2 Patojen irklan

Killeme; Blumeria graminis f. sp. hordei: Bgh-121, Bgh-4, Bgh-21, Bgh-91, Bg-95, Bgh-97,
Bgh-103, Bgh-120.

Kok curuklugu; Fusarium culmorum

2.3 P. indica

RNA izolasyonu yapilacak olan érnekler, P. indica clamidospor’larini devamli olarak buyuten
bir sirketten alinmistir. Elde edilen RNA’dan miRNA ve kisa RNA sekans okumalari
yaptinlmistir.  Proje basvurusu sirasinda sundugumuz Uzere, laboratuvarimizda da, P.
indica’nin bugday ve arpa bulastirmasi ¢alismasi basarili olmustur; yani mikorhiza olusumu

saglanmistir (Bakiniz Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Laboratuvarimizda gergeklestirilen gesitli bugday ve arpa hatlarinda P. indica bulastiriimasi sonucu
mikorhiza olusumunun trypan mavisi ile boyandiktan sonraki mikroskop gorintleri.

2.3.1 P. indica buyiime kosullari

Stok kultird 15 g/L agar ile takviye edilmis Kaefer ortami igeren yatikta tutuldu. Yatik 10 glin
boyunca 30 °C'de bekletilip, daha sonra 40 °C'de saklanarak asilandi. Aslama igin, P. indica
ilk olarak Kaefer ortaminda bir petri kabinda biyutildi (Tablo 2.1), ve daha sonra steril
kabinin icinde sterilize mantar delici ile agar diskleri 8 mm delinerek tohum kdiltart ortamina
aktarildi. Tohum kultirt, 14 gln sure ile, 200 rpm'de déner bir karistirici Gzerinde 30 °C’de,
100 mL patates dekstroz sivi besi yeri iceren 500 mL'lik bir sise icinde biyutuldd. Alternatif
olarak, patates ekstresi yerine, agarsiz Kaefer ortami da maksimum P. indica spor sayisini

optimize etmek icin denendi.
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Tablo 2.1. Kaefer ortam maddeleri.

Bilesen Derisim
Glikoz 20.0 g/L
Pepton 2.0g/L
Maya 6zl 1.0g/L
Kasamino asit 1.0g/L
Vitamin stok ¢ozeltisi 1.0 mL
Stoktan Makroelementler 50 mL
Stoktan Mikroelementler 2.5mL
Agar 10 g/L
CaCl,, 0.1 M 1.0 mL
FeCls;, 0.1 M 1.0 mL
pH:6.5

Makroelementler Stok Cozeltisi (major elementler)
NaNO; 120.0 g/L
KClI 10.4 g/L
MgSO;, - 7H,0 10.4 g/L
KH,PO, 30.4 g/L
Mikroelementler Stok Cozeltisi (eser elementler)
ZnS0O, - 7TH,O 22.0g/L
H;BOs 11.0 g/L
MnCl; - 4H,0 5.0 g/L
FeSO, - 7TH,O 5.0 g/L
CoCl, - 6H,0 1.6 g/L
CuSOq - 5H,0 1.6 g/L
(NH4)6M070,7-4H,0 1.19g/L
Na,EDTA 50.0 g/L
Vitamin Stok Cozeltisi (%)

Biotin 0.05
Nikotinamid 0.5
Piridoksal fosfat 0.1
Amino benzoik asit 0.1
Riboflavin 0.25

Maksimum spor sayisini elde etmek icin dedisen miktarlarda patates 6zU ortami denendi.
Patates kiiglik pargalar halinde kesilip farkli miktarlarda ortama; sonug olarak P. indica 100
g/L, 150 g/L, 200 g/L, 250 g/L ve son olarak 300 g/L gibi farkli miktarlarda patates 6zl iceren

ortamlarda buyatuldu.

Farkh ortam kosullarinda P. indica buyudukten sonra 80—100 mL besiyerine, 1 mL Tween
eklenip vortekslenip, karigtirici-oguticu ile yerlerinden sokuda. Sonra, sporlar
‘heamocytometer’ ile 1mm? alana 10 pL hiicre uygulanarak dl¢ulda. Buylume ortaminin ve

derisiminin etkisi, sporlar heamocytometer’da sayilarak test edildi.
Her iki besi yeri kiltlrd, patates 6zutl ya da Keafer ortami kosullari arasinda belirleyici bir

fark bulunmadi. P. indica (passage) petri degistirilerek steril kabinin iginde sterilize mantar

delici ile elde edilmis 8 mm agar diskleri Uzerinde buyutilerek saklandi.
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2.3.2 P. indica inokiilasyonu

Arpa tohumlar ylzey sterilizasyonu yapildiktan sonra 1 mM CaSO, igeren filter kagidi
arasina konularak 3 gun karanhkta c¢imlendirildi. Cimlenen tohumlar saksilara transfer
edilmeden 6nce bir kismi sUspansiyon seklinde olan P. indica miselyumu ve sporlari
karisimi ile bir kismi ise kontrol grubu olarak suyla inokule edildi. inokilasyonlar 2.5 g P.
indica miselyum ve sporlari 20 mL suspansiyon kulttrinin iginde her biri 3 bitki filizi iceren
saksillara aktarilarak yapildi. Daha sonra bitkiler 16 saat isik, 22 °C sicaklik ve 60% nem; 8
saat karanlik, 18 °C sicaklikta ve 70% nem seklinde bitki blyitme dolabinda 10-15 glin
boyunca buyuatildu (Molitor ve ark., 2011).

2.4 Patojen inokiilasyonlari

2.4.1 Bitki 6rnekleri, biiyiime ve patojen enfeksiyon kosullari

P. indica ile birlikte cimlendirilmis olan tohumlar yukarida belirtildigi gibi (Kisim 2.4.2)
blytlldi. Sonrasinda P. indica’nin biyotik stres etkisini incelemek igin hastalik yapan iki
farkh patojen kullanildi (Tablo 2.2). “Trypan blue” boyamasi P. indica inokulasyonlarinin

duzeyini saptamak icin de kullanildi.

Tablo 2.2. Deneysel plan.

10-15 giinliik bitkiler Tiir P. indica Patojen ve irklari inceleme
Balbal Arpa + Bgh121 Ornek
Balbal Arpa - Bgh121 Kontrol
Bilbiil Arpa + Bgh4 Ornek
Balbal Arpa - Bgh4 Kontrol
Bilbiil Arpa + Bgh91 Ornek
Balbal Arpa - Bgh91 Kontrol
Biilbii Arpa + Bgh95 Ornek
Balbal Arpa - Bgh95 Kontrol
Bilbiil Arpa + Bgh97 Ornek
Balbal Arpa - Bgh97 Kontrol
Bulbul Arpa + Bgh103 Ornek
Bulbul Arpa - Bgh103 Kontrol
Balbal Arpa + Bgh120 Ornek
Balbal Arpa - Bgh120 Kontrol
Bilbiil Arpa + Bgh21 Ornek
Balbal Arpa - Bgh21 Kontrol
Michigan Arpa + Fusarium culmorum Ornek
Michigan Arpa - Fusarium culmorum Kontrol

Bgh: Blumeria graminis f. sp. hordei
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2.4.2 Trypan mavisi boyamasi

P. indica ve Blumeria graminis bulasmasi yapilmis arpa ornekleri Uzerinde boyama islemi
Koch and Slusarenko,1990°da belirtildigi gibi yapilmistir. Kok (P. indica) veya yapraklar (ve
Blumeria graminis 2 dakika alkolik lactophenol trypan mavisi (20 mL etanol, 10 mL fenol, 10
mL su, 10 mL of laktik asit [%83], ve 10 mg trypan blue) icinde kaynatilip, kloral hidrat
cOzeltisi (2.5 g/mL su) ile yaklasik bir giin boyunca oda sicakliginda yikandi. Gorintileme

ISIk mikroskobunda gergeklestirildi.

2.5 Fusarium culmorum kiiltiri

F. culmorum izolati orijinal olarak Ondokuz Mayis Universitesi (OMU), Bitki Koruma
Boliminin mantar stoklarindan temin edilmistir. Patates Dekstroz Agar (PDA) ortaminda
blyGtalilen F. culmorum (Tablo 2.3) petri kaplarina ekildikten sonra, 22 °C’ de iki hafta

boyunca bekletilmistir.

Tablo 2.3. Patates dekstroz agar ortami.

Bilesen Miktar

Soyulmus ve dilimlenmis patates 200g

Dekstroz 20g

Agar 20g

Distile Su 1000 mL’ye tamamlanir

Fusarium culmorum spor slspansiyonunu elde etmek igin, fungus SNA besi yerinde
(Spezieller Nahrstoffarmer agar; Tablo 2.4) 10 gin 24 °C’de, gelistirme kabininde inklbe
edilmistir. Daha sonra kultir Uzerine steril saf su eklenerek, hafifce kazima yoluyla sporlarin
suya gecmesi saglanmistir. Elde edilen suspansiyon 4 kath steril tulbent yardimiyla
siizilmis, thoma lami yardimiyla yogunlugu 10° spor/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Elde
edilen seyrelti hemen 2 ml'lik hacimlere ayriimis ve kullanilincaya kadar -20 °C’de muhafaza
edilmigtir. Bulastirma yapilmadan hemen 6nce sogutucudan gikarilan suspansiyonlar yine
soguk zincir bozulmadan iklim odasina tasinmis ve bdylelikle bitkiye bulastirmadan 6nce
sporlarin ¢imlenmesi ve aktivite kaybi dnlenmistir. P. indica bulastirilan arpalar on gin
bakimlar yapildiktan sonra yukarida belirtildigi sekilde hazirlanmis olan F. culmorum ile
inoklle edilmigtir. P. indica’nin etkisi icin analizler patojen bulastirlmasindan 10 gin sonra

yapilmistir.
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Tablo 2.4 Spezieller Nahrstoffarmer agar igerigi.

Bilesen Miktar

Sukroz 02g

Glukoz 02g

KNO3 1049

KH2PO4 1049

MgSO4 x 7H20 05g

NaCl 05¢

Agar 12g

Distile Su 1000 mL’ye tamamlanir

2.6 Kiiglik/Kisa RNA sekans analizi

RNA P. indica “chlamydospore” larindan trizol rutin RNA saflastirma yéntemi kullanilarak
elde edilmis ve érnekler BGl'a kurubuz icinde gonderilmigtir. Derin dizilim analizi Bejing
Genomik Enstitisunde (BGI, Shenzhen, China) Illlumina genom sekans analizér (lllumina,
SanDiego, CA,USA) kullanilarak yapilmigstir. Total RNA izolatlari, uzunluklarina goére
aynistinimalarindan sonra kugik RNA sekanslari (15-30 nikleotit) izole edilmis ve 5" ve 3’
adaptorleri sRNA’lara baglatiimis ve ile sekanslamaya hazir ¢ift sarmal DNA elde etmek
Uzerlerine RT-PZR (es zamanl - polimerizasyon zincir reaksyonu) yapilmistir. PZR Grdnleri
yuksek teknoloji Solexa sekanslama stratejisi ile siranip daha sonra, disuk kaliteli etiketler,
primer ve adaptor dizileri ¢ikarildiktan sonra aday miRNA’lar bulunmustur (Small RNA v1.5

Sample Preparation Guide, lllumina).

2.7 Biyoenformatik analizler

Kisa oligonukleotid hizalama programi SOAP (R. Li, Li, Kristiansen, & Wang, 2008) ile nihai
temiz okumalar, ilgili genomun iginde haritalanmigtir. Kigik RNA'lari, rRNA, tRNA, snRNA,
snoRNA gibi kendi tipine goére acgiklamalar koymak igin NCBI genbank veritabanindaki
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) ve Rfam veritabanindaki (http://rfam.xfam.org/) ve
BGI'nin kendi birikimleri kulanilimigtir. Hg18 veritabanindaki
(http://hgdownload.cse.ucsc.edu/ downloads.html) tekrar birikim ile eslesen kigik RNA’lar,
tekrar-ilgili kiguk RNA olarak tanimlanmigtir. Kiaguk RNA dizileri genomik bdlgelere
hizalandirilmis ve homolog kucuk RNA'larin bilinen turlerin icindee tanimlanmasi igin,

miRBase veritabanindaki veriler (http://www.mirbase.org/) kullaniimistir.
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Daha sonra bir miRNA tahmin algoritmasi olan MIREAP (BGI) genoma hedeflenen small
RNA dizilerine uygulandi. Bu algoritma, miRNA'lari RNA dizilerini derin sekanslama
tarafindan olusturulan bir RNA kuatiphanesinden, hem bilinen hem yeni miRNA'lari
tanimlamak icin kullanilmigtir. miRNA’larin yapisi onlara karsilik gelen sag-tokasi yapisinin
minimal serbest enerji hesaplamasi (MFE) ile tahmin edilir. Bu miRNA'lar yeni miRNA

olarak atanmisgtir.

2.7.1 Referans genom DNA verisi

Piriformospora indica DSM 11827 tim genom sekansi, (Bioproject: PRJEA76339).
Sekanslama MWG (Almanya) tarafindan yapildi.

2.7.2 miRNA'larin kiime analizi

Bilinen ve “novel” (essiz) miRNA dizilerin derlemesi: Bilinen miRNA verilerinden benzer
sekanslari tanimlamak ve yeni sekanslari bilinen miRNA benzerleri ile zenginlegtirmek igin
kimelestirilmigtir. Bu islem igin Narci et al, 2014 tarafindan yayimlanan son makalede
aciklanan boru hatti-kulaniimistir. Makalede anlatilan tekniklerden, sekansini belirlemek igin
Smith-Waterman algoritmasi (Smith & Waterman, 1981) ve kime analizi igin SOTA (Self-
Organizing Three Algorithm)(Dopazo, Wang, de la Fraga, Zhu, & Carazo, 1997; Javier
Herrero, Valencia, & Joaquin, 2001) kullaniimistir. Kulanilacak ydntemler veri setlerinin
araligina ve Dunn Endeks hesaplamalarina (DI) (Dunn, 1973) goére kararlastiniimigtir.
Onceden tanimlanmis kiime sayilari, veri setlerinin bly(kligiine gére diizenlenmistir ve ayni
boyuttaki kimeler her veri kiimesi icin hedeflenmistir. Kiime analizden sonra, fazlalik yeni
miRNA dizileri, kolay bir kullanim igin, veri kimesinden cikarildmistir. Ayrica, bilinen miRNA
setleri ile zenginlestiriimis kimeler ayristiriimis kalan kimeler, en azindan bir homoloji
MiRNA sekansi ile zenginlestiriimistir, ve ayni anda bu kumelerin kendi sekanslarina

homolog oldugu goraimustur.
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2.7.3 miRNA'larin hedef analizi

psRNATarget (Dai & Zhao, 2011) belirli bir kicik RNA sekansinin bitki genomlarinda olasi
hedef yerlerini bulmak i¢in kulanilan bir web uygulamasidir. Araci algoritma Smith-
Waterman algoritmasinin degistiriimis bir versiyonu olan dinamik programlama yolunu
kullanir. Temelde, miRNA’'ya eslesen hedef sekanslarini tarar. Bu aragin, bitki genomlarini
iceren ¢ok genis bir veritabani vardir. psRNATarget sadece bitki-miRNA iligkileri icin
tasarlanmig, memeli miRNA’larin baz eslesmesi bitkilerden daha farkli oldugunu dikkate
aldigimizda, degerli bir aractir (B. Bartel & Bartel, 2003; Pratt & MacRae, 2009). Aracin iki
onemli islevi vardir. Birincisi kigik RNA ve hedef sitesi arasinda ters tamamlayici
eslestirmesini ve ikincisi sa¢ tokasi yapisinin acilmasi i¢in gereken eslesmemis enerjiyi
(UPE) hesaplamasi. Bilinen ve yeni miRNA veri setleri analizimizde psRNATarget araci ile

analiz edilip, sonuglar metin dosyalarinda toplandi.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1 Arpa koklerinde mikorhiza olusumunun saptanmasi

Piriformospora indica chlamydospore (Klamidospor) mikorhiza olusumu inokdle edilmis arpa
Arpa (Hordeum vulgare L.) koklerinde 10. gunin sonunda tryphan blue boyamasi ile
saptanmistir (Sekil 3.1 B). P. indica ile inoklle edilmemis arpa kdklerinde bdyle bir olusum

g6zlemlenmedi (Sekil 3.1 A).

Boyama icin Ornekler saksidan rastgele bes bitki kokluyle beraber topraktan cikartilip
secilmistir. Ornek bitkilerin kékindeki olusumlar saksidaki bitiin bitkilerde ayni oldugu

varsayilarak, saksidaki bitkiler (15-30 bitki) diger deneylerde kulaniimistir.
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Sekil 3.1. Arpa, Bilbul, kéklerinin tryphan blue ile boyanmasi, (A) Kontrol érnekler, (B) P. indica ile inokile
edilmis érnekler. P. indica inokiilasyonu ¢imlendirme/ekim sirasinda, boyama ise ¢imlenmeyi izleyen 10. giinde
yapildi. Mikorhiza olugsumlari beyaz oklarla gésterilmistir. Goruntiler 10X boyutunda alinmigtir (Leica DM4000B
microscope / DFC 280 camera).

3.2 P. indica’nin etkisinin arpada kiilleme hastaligina etkisi

Arpa (Hordeum vulgare L.) Bulbul ¢esidi kdklerinin Piriformospora Indica chlamydospore ile
inoklle edildikten sonra, yapraklar su agari Uzerine alinmig ve Blumeria graminis f. sp.
hordei (Bgh), Bgh-121 irkiyla bulagtiriimigtir. P. indica’nin olasi koruyucu ya da hastalik
olusumunu azaltici etkisinin olup olmadigi Bgh bulastirildiktan 10 ve 13 gin sonra
incelenmistir. Asagida goéruldiagu tzere (Sekil 3.2 A ve B), P. indica uygulamasi yapilmis

olan érneklerle yapilmamis olan kontrol érnekler Gzerinde belirgin bir farklilik olugsmamistir.
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Sekil 3.2. Arpa koklerin P. Indica ile inokllasyonun ardindan ufleme yoluyla Bgh-121 ile hastalik bulastiriimasi
(i) + P. indica, + Bgh-121; (ii) - P. indica, + Bgh-B121; (iii) +P. indica, - Bgh-121; (iv) - P. indica, - Bgh-121. A.
Resimler Bgh-121 bulastinildiktan 10 giin ve B. 13 gun sonra gekildi.

Bu deneylerde P. indica’nin k]lleme hastaligina karsi etkinligi test edilmis, ancak sonuglar
beklenilenin disinda olmustur. P. indica ile inokule edilmis bitki yapraklarinin Gzerinde daha
fazla Bgh-121 buyldigu saptanmistir. Bu deney Bgh'in diger irklarinda da ayni sonuglari

gOsterecek mi diye elimizde bulunan 8 irk ile ayri ayri tekrarlanmistir (Sekil 3.3).
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3.3 P. indica’nin etkisinin arpada kif hastaligina neden olan farkli Bgh irklari ile

incelenmesi

Arpa (Hordeum vulgare L.) Bulbull gesiti kokleri Piriformospora Indica “Chlamydospore” ile

inokule edildikten sonra su-agari Ustliinde yapraklar Bgh irklariyla Gfleme yoluyla bulastirildi.

Sekil 3.3. Arpa (Bllbul) koklerinin P. Indica ile inokile edildikten sonra, yapraklarin zerine Ufleme yoluyla
P.mildew’un degisik irklari bulastirildi (A) B4 irki, (B) B21 irki, (C) B91 irki, (D) B95 irki, (E) B97 irki, (F) B103
irki, (G) B120 irki, (H) B121 irki. Resimler kif Gflenmesinden 10 giin sonra cekildi. P. Indica inokilasyonu
tohumlarin ekildigi gin yapildi. Yapraklar ekimden 10 glin sonra kesilip su-agarina yerlestirilip ayni giin kuf
bulastiriimasi yapildi.

Bir dnceki deneyde buldugumuz bulgularla értisen bulgular elde edildi. Arpa koklerinin P.
indica ile inokllasyonun ardindan su-agari Ustiinde blylyen bitki yapraklarinin Gzerinde
degisik irklarin hepsinde daha fazla buyime gézlemlendi. Bununla beraber, hastalik gelisimi

Bgh hif uzunluklari gézlemlenerek tekrar incelendi.

3.4 Bgh hif geligimi

Arpa (Hordeum vulgare L.) Bulbudl irki kékleri Piriformospora Indica “Chlamydospore” ile
inoklle edildikten sonra su-agari Ustlinde yapraklari Bgh-121 irkinin olusturdugu hif geligimi,

patojen bulasmasindan 3 glin sonra mikroskop altinda incelendi (Sekil 3.4)
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Sekil 3.4. Arpa (Bulbil) kdklerinin P. indica ile inokule edildikten sonra, yapraklarin tzerine tfleme yoluyla Bgh-
121 rki bulastinidiktan 3 gun sonra trphan blue boyamasi (Leica DM4000B microscope / DFC 280 camera).
Gorintiler 10X buyutulerek alinmistir. (A ve B) P. Indica ile inokile edilmemis bitkiler, (C ve D) P. Indica ile
inokile edilmis bitkiler.

P. Indica inokllasyonu tohumlarin ekildigi gun yapilmistir. Yapraklar 10. giunde kesilip su-
agarina konulup ustine Bgh-121 Gflemesi yapilip 1sikh ve nemli bitki biyitme dolabina
yerlestirildi. Hastaligin bulastiriimasindan 3 gun sonra yapraklar mikroskop altinda Tryphan

Mavi yontemi ile boyandiktan sonra mikroskop altinda 10X buyatilmede goézlemlendi.

Alinan géruntuler neticesinde, P. Indica ile inokule edilmis ve P. Indica ile inokule edilmemig
bitki yapraklarin Ustinde Bgh hif uzunluklari ve miktarinda kayda deger bir degisim

gozlemlenmedi.

Deneylerde beklenildigi gibi P. indica’nin killeme hastaligi olusturan biyotrofik patojene karsi
etkisiz kalmasinin nedeni; yapraklarin kesilmis olmasindan kaynaklanmis olabilecegi gibi, bir
bagska neden ise mikorhizanin yeterli dizeyde olusmamamsindan kaynaklasmis olabilir.
Diger yandan, proje danismani, mikorhiza uzmani Sayin Prof. Dr. Semra Demir'e gore
biyotrofik patojenlere karsi P. indica’nin hastalik olusumunu 6nleme ya da azaltmada etkisiz
olduguna dair edindigi tecribesi dogrultusunda gézlemlerimiz agiklanabilir. Sayin Demir’'in
Onerisi dogrultusunda, arpada kok curukligu hastaligina neden olan nekrotrofik bir mantar
olan Fusarium culmorum ile testler yapiimistir (Kisim 3.6). P. indica’nin sari pas hastaligina

olan etkisi ise, hastalik ajaninin biyotrofik bir patojen olmasi nedeni ile galisiimamistir.

3.5 Arpa o6rneklerinin P. indica ve F. culmorum ile inokiillasyonu

Arpa koklerinde mikorhiza olusumu saptanmis érneklerde (10. gin, Sekil 3.5), F. culmorum
bulastirimasi yapildi. F. culmorum inokilasyonunun yapilmasindan 10 gin (ekimden 20
glin) sonra bitkilerin resimleri gekildi. P. indica ve F. culmorum ile inokule edilmis bitkilerde
(Sekil 3.5 B), sadece F. culmorum ile inokile edilmis olanlarla kiyaslandiginda, yapraklarin

daha az sarardidi (hastalik semptomu) ve bitkilerin daha dik olduklari gézlenmistir. F.
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culmorum ile inokille edilmemis bitkilerde hi¢ yaprak sararmasi gézlemlenmedi (Sekil 3.5 C,
D). Sadece P. indica ile inokule edilmis bitkiler (Sekil 3.5C) hi¢c uygulama yapiimamig

olanlarla kiyaslandiginda yaprak gelisimin daha saglikli oldugu gézlemlendi.

Sekil 3.5. Piriformospora Indica Chlamydospore (Klamidospor) ile inokiile edilmis arpa 6rneklerinde
cimlenmeden sonra 10. tinde F. culmorum bulastiriimis bunu takip eden 10 giin sonra gériintiler alinmistir. A:
+P. indica - F. culmorum B: +P. indica + F. culmorum; C: + P. indica - F. culmorum; D: - P. indica - F. culmorum.

Nekrotrofik bir patojen olan F. culmorum’dan kaynaklanan hastalik belirtilerinin, P. indica
uygulanmis bitkilerde baskilandigi, ancak timiyle ortadan kalkmadigi goéruldu. Ayrica P.
indica uygulanmis ancak hastalik bulastirimamig bitkiler, P. indica uygulamasi ve patojen
bulastiriimasi yapiimamis olan kontrol érneklerle karsilastirildiginda, yapraklarinin daha dik
ve saglikh gelistigi gézlenmistir. P. indica’nin nekrotrofik olan F. culmorum’a kargi hastalik
semptomlarini baskiladigi sonucuna varilmistir.  Bunun U(zerine hastaliktaki azalma

niceliksel olarak incelenmisgtir.

3.6 Hastalik baskilanmasinin niceliksel karakterizasyonu

Arpalara P. indica inokllasyonu ve F. culmorum bulastirimasi yapildiktan sonra
(hastalandirilmanin 10. glnlinde) bitkiler kokuyle beraber saksidan cikartilip, kokteki
topraklar suyla temizlendikten sonra olcimler yapildi. Bitki uzunlugu en uzun yapragin
ucundan topragin Usunde kalan kisma (yesilden beyaza donmeye basladigi kisim) kadar
Olclldli. F. culmorum ile hastalanmis bitkilerde hastalik belirtisi olarak sap kisminda solma
goérulmistir. Bu solmanin meydana geldigi yapraklarda solmanin uzunlugu 6lcildi. Bazi
yapraklar hastaliktan kaynakalanan ya da kaynaklanmayan nedenlerden dolayr tamami
soldu. Ornek bitkilerde kag yapragin soldugu kaydedildi. Agriliklari bitkiler topraktan su ile
ardinirihp kurutulduktan sonra hasas tardida tartildi (Pioneer Ohaus PA4102). ‘Rot Crown

Index’ ise
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RCI=[(Sap solma uzunlugu) / (Bitki uzunlugu)]x(Curimis yaprak sayisi)

formilu ile hesaplandi.

Tablo 3.1 Arpalarin bitki boyu, sap solma uzunlugu, curimus yaprak sayisi, bitki agirhgi, ve
“‘Rot Crown Index” élgiimleri.

e Bithi uzundudu | Ortalama Sap solma | Ortalama GrGmis | Ortalama s Ortalama | ‘Crown Rot
Hat'Genotype Uygulemas #ixki no: S b s = ';dm m&w\::um el ] s -

1 26,5 s 2 1,65 | 0,21505376 |

2 415 0 2 2,01 0
P.indico 3 45 46,9 1.5 13 2 24 1,92 2,116 0,06666667

4 47 0 3 2.06 0

PYRT LI 5 54.5 0 3 2,94 0
1 43 4 3 1,81 | 0,27906977 |

2 455 0 3 2,98 0
Kontrol 3 42 38,992 2 21 6 32 0,94 2,634 |0,28571429
4 59 a5 3 4,35 0,22881356

5 5,46 0 1 3.09 0

. veigars 1 425 0 2 2,05 0

2 55 0 1 3,53 0

P.indica 3 52 515 0 0 0 06 3,24 29 0

4 52 0 0 3,01 0

Kontrol 5 56 0 0 2.67 0

1 41 0 0 2,27 0

2 47 0 3 1,6 0

Kontrol 3 51 474 0 0 2 16 3,08 2,594 0

4 24,5 0 0 2,7 0

5 53.5 0 3 3.31 0

Patojen bulastiriimasini takip eden 10 giin sonra, bitkiler kdkiiyle beraber saksidan ¢ikartilip, élglimler yapildi.
Dort ayri saksida: 1) - P. indica + F. culmorum; 2) + P. indica + F. culmorum; 3) - P. indica + F. culmorum; 4) - P.
indica - F. culmorum ile inokiile edildi. Her saksidan rastgele 5 6rnek bitki alindi. Tabloda farkli saksilarda
blylyen bitkilerin boyu ve ortalamasi, sap solma uzunlugu ve ortalamasi, ¢lirimus yaprak sayisi ve ortalamasi,
bitkilerin agirhgi ve ortalamasi ve ‘Rot crown index’ élgimleri olusturuldu.

F. culmorum bulastinimis bitkilerde, bulastirma yapilmamig olan bitkilere gére uzunluk ve
agirlikta bir dusus ve ¢uriumus yaprak sayisinda artis gozlemlendi. Hastalik bulastiriimamis
bitkilerde sap solmasi gorinmezken, F. culmorum ile inoklle edilmis bitkilerde, P. indica
uygulanmis ve F. culmorum ile hastalik bulastiriimis olan bitkilere oranla daha fazla sap
solmasi meydana geldi. Sonug olarak F. culmorum kék ¢urtkligi hastalik semptomlarini P.
indica’nin azalttigi goéruldi. Sadece P. indica ile inoklle edilmis bitkiler ise P. indica
uygulamasi yapilmamig olan bitki 6rnekleri ile kiyaslaninca daha uzun, daha agir, daha az
sararmis yaprak sayisi gozlemlendi. Elde edilen bu verilerle, P. indica’nin, bitkinin daha
saglikl gelismesi icin yardimci oldugu ve F. culmorum’un yarattidi kok curukligu hastahgi

semptomlarini azalttigr dogrulanmistir.
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3.7 P. indica etkisinin Kkilli toprakta saptanmasi

Mikorhiza olusumunun Killi toprakta daha ¢ok olduguna dair bazi sonuglar oldugu icin Kiili
topragin etkisi incelenmistir. Arpa (Hordeum vulgare L.) Michigan cesidi koklerinin Killi
toprakta Piriformospora Indica “Chlamydospore” ile inokllasyonu sonrasinda gelisimi

incelenmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Arpa Michigan ¢esidi killi toprakta P. indica ile inokile edilimemis (A), (B) ve (D) ve P. indica ile inokile
edilmis bitkiler (C), (E) ve (F) P. Indica ile inokiile edilmis bitkiler, (G) normal toprakta P. Indica ile inokiile edilmis
bitkiler. Resim buttn bitkilerin ekimden 10 giin sonraki uzunlugunu géstermektedir.

Normal toprak kosullarinda yetisen tohumlarin (3.6G) daha kolay cimlenmeleri mumkun
oldugu icin, killi toprakta ge¢ ¢cimlenmeden kaynaklanan gelisim farki gézlenmistir (Seki 3.6
A, B ve D). Ancak P. indica’nin tohumlara uygulandidi bitkilerdeki gelisimin, Kkilli topraga
ekilmis ancak P. indika igle bulastirimamamis olan érneklerle kiyaslandiginda (Sekil 3.6 C,
E ve F) organizmanin bitkinin gelisimine etkisinin belirgin bir sekilde yarar sagladigi yaprak

uzunlugu arasindaki farktan anlasiimaktadir. Killi toprak gibi zorlu sartlarda ekimi yapilan
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tahillarda killi topragin mikorhiza olusumuna topragin 6zelliginden kaynaklanan nedenlerle
sporlarin daha iyi ya da daha uzun sure tutunuk kalmasi nedeniyle bitki verimliligini arttirici
bir rol oynagididi dusunulmektedir. Dolasiyla, killi topraklarda tarim yapilan yerlerde

bitkilerin verimliligini artirmak igin kullanilabilecegi goralmustar.

P. indica’'nin arpa gelisimini olumlu yénde etkiledigi ve verimliligi arttirdigi, ayrica nekrotrofik

olan patojenlere kargi da hastalik olusumunu azalttiy1 gézlenmistir.

3.8 P. indica aday miRNA’lan

3.8.1 Kiiciik RNA'larin tanimlanmasi

Tablo 3.2’de gosterildigi tUzere derin yiksek veri sekanslama Pi icin toplamda 11 milyon
okuma gdsterdi. Toplam okumalardan 18 nt'den disuk kigik okumalar, 3 've 5' adaptérleri,
poli A sekanslari ve ve bos dusuk kaliteli okumalar filtrelendi. Kalanlar agiklama igin hazir
temiz okumalardi. Bu sekanslar arasindan 2 milyon — 5 milyon arasinda sekans, egsiz ve

temiz sekanslardi.

Tablo 3.2. Toplam okumanin niteligi ve niceligi.

Toplam Okuma 18 nt'ten kiiglik  3'adaptér 5'adaptér Temiz Okumalar  Essiz temiz okumalar

P.indica 11744418 289475 19992 19548 11299452 2095999

Sekil 3.7’de essiz temiz okumalarin uzunluk dagilimlar gésterilmistir. Uzunluk dagilimlari,
okuma numaralarinin kuguk RNA’larin uzunluguna kiyasla hesaplanmistir. Dagilimlar
genellikle 13-32 nukleotit arasindadir. miRNA dagitimlari 20-24 arasindaki nukleotidlerden
anlasilabilir. Kigiik RNA uzunlugu, aciklamayi karar vermek igin ¢ok dnemlidir. Sekil 3.7
olasi miRNA’larin uzunluk dagitim grafiklerini temsil eder. P.indica olasi miRNA uzunlugun
dagilimi tam bir ¢can egrisi degildir. Bu sonug¢ organizmalarin iglevleri ¢ok farkli oldugu igin
olmus olabilir. Zorunlu parazitler olan Bgh ve Pst'ye goére, Pi karsilikliiki yasayan
(mutualizim gdésteren) bir mantardir. Pi ve kigik RNA mekanizmasinin simbiyotik yasami

¢ok yeni ve bilinmeyen bir olgudur.
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Sekil 3.7. P. indica okuma uzunlugu dagihmlarini gdsteren grafik.

Temiz essiz okumalar, sRNA’lar bilinen miRNA’lar, rRNA’lar, tRNA’lar, snRNA’lar,
snoRNA’lar, tekrar-iligkili RNA'lar, intronlar ve eksonlara haritalanmistir. Bilinen sRNA’lar
anote edilmis essiz kuglik RNA'larin sayisi Tablo 3.3'de gdsteriimektedir. Sekil 3.7°de
organizmalarin kigiik RNA agiklamalari icin dairesel grafik gdésterilmistir. incelenmis olasi
aday miRNA RNA sekanslari Tablo 3.12 ve 3.13'de sunulmustur, karihdr olan bitki hedef

genleri ile birlikte).

Tablo 3.3. Bilinen kiicik RNA tiplerinin dagihm sayilari.

Annotation P. indica
exon_antisense 23829
exon_sense 837215
intron_antisense 1722
intron_sense 10869
miRNA 55336
rRNA 152198
repeat 4476
scRNA 13
snRNA 4650
snoRNA 482
tRNA 2971
unannotated 1002238
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Eexon_antisense

P.indica

Mexon_sense
Hintron_antisense
Bintron_sense
EmiRNA

B rRNA

Hrepeat

B scRNA

msnRNA
msnoRNA

HtRNA

BHunann

Sekil 3.8. P. indica kiigiik RNA tanimlamalarinin orani.

3.8.2 miRNA tahmini

P. indica’nin genom sekanslari, karsilik gelen yéntem bolimuinde tarif edildigi gibi, yeni
miRNA tahminleri icin kullanildi. MIREAP algoritmasi “hairpin” (sag-tokasi) ikinci yapilarin
tahminleri i¢cin kullanildi.  Genom analizinde 61 P. indica miRNA oncillleri tanimlandi.
Tahmin edilen hairpin yapilari arasinda bazilarn yalnizca 3' g¢ikintilar veya 5' c¢ikintilar
uretirken bazilari her iki taraftan da cikintilar Gretti (Tablo 3.4). E§er miRNA dnciillerinin eger
her iki ucunda da iki nikleotit “overhang” varsa bu drnekler daha yuksek olasilikla miRNA
adaylaridir. ‘Minimum free energy” (Mfe) degerleri hairpin yapisinin karaligini

goOstermektedir; disik degerler bu yapilarin daha daha kararl olduguna isaret eder.

Tablo 3.4. Temiz okuma sayisi, tahmin edilen miRNA ve “hairpin” (sag-toka) yapi sayisi.

Fungi miRNA precursors 5 miRNA 3’ miRNA 5 and 3’ miRNA Mfe range
P. indica 61 38 36 13 -21.810-149.12
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3.8.3 miRNA'larin niikleotit analizi

Belirli uzunluktaki tahmin edilen yeni miRNA'larin birinci pozisyondaki nukleotitler de analiz
edildi (Sekil 3.9). Birinci nikleotitde miRNA'larin urasile baskin bir egilimi s6z konusudur.
miRNA'larin tipik bir 06zelligi olan genellikle 5' ucunda U ile baglamasi, gozlemi
onaylamaktadir.

Percent(x)

100 4

18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Length(nt)
Sekil 3.9. P. indica’ya ait tahmini yeni miRNA’larda ilk nukleotidin egilimini gosteren grafik.

Her bir pozisyonda goérinen dort nikleotitin yuzdesi de ayrica incelenmigtir (Sekil 3.10).
Genel olarak, bes pozisyon: 1., 6., 8., 16., ve 18. nukleotitlerde Uya en cok egilim
gostermistir.  miRNA'larin 2. ve 8. nukleotilerin ¢oktiren bdlge cekirdek bolgesi olarak
adlandinlir, ve hedef bdlgeleri ile mikemmel eslesir. Bdylece, 1. ve 8. nukleotidler ¢ekirdek
bdlgesinin sinirlarindadir, 6. nukleotit cekirdek bdlgesinin igindedir, ve 16. ve 18. nlkleotit
miRNA'larin 5' ucuna yakindirlar. Bu pozisyonlarda U’ya egilim miRNA dizenlemesinde
katkida bulunuyor olabilir (Zhang, Stellwag, & Pan, 2009). Ancak P. indica’da bu durum
biraz farkhdir, bu da bize P. indica’da miRNA jenarasyon mekanizmasinin farkli oldugunu

dusundurmektedir.

Percent(%)

1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 m
Position

Sekil 3.10. P. indica’ya ait tahmini yeni miRNA’larda pozisyon baz egilimini gbteren grafik.
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3.8.4 Olasi aday miRNA segcilimi
Sekans analizlerinde bazi bayez okumalar siklikla gérinmektdir. Okumadan kaynaklanan
gurdltinin ortadan kaldiriimasi igin, tahmini miRNA sekanlari miRBase’deki miRNA katolog

sekanslarina homoloji gésterenler bulunarak saptanmistir (Tablo 3.5, Sekil 3.10).

Tablo 3.5. Sadece P. indica’da bulunan 500 ve Uzeri okumalar elde edilmis ve hedef gen

analizi igin “psRNATarget tool” da kullanilan aday 12 yeni miRNA.

miRNA adi Dizilim Okuma sayisi
P.indica-m0004_5p TCTCTCGCTGCATGCTTTTCTG 143930
P.indica-m0005_3p TTTGAATTTCTTGACTGATGCA 1146
P.indica-m0008_5p CAAAGCATGGCGTTGTTGCGG 1682
P.indica-m0023_5p TTCGGAGCTGGGCATGTCGTCTT 3539
P.indica-m0028_5p AGGGATCTGTATTATACGCCTAT 806
P.indica-m0030_3p TCATCCGTACTTGCGTCGCT 617
P.indica-m0038_3p AGAATTATGGGGGTTGTGTTCT 27648
P.indica-m0044_5p CACTCCTGGATGTAGATGTGT 3283
P.indica-m0046_5p AGATGTATGAAGGCGTGGGCGTT 3195
P.indica-m0050_5p TGCTACCGTGGACGGACGAGCTG 4576
P.indica-m0052_3p TCTAACGTATAGTTGTGTTCGCTGG 502
P.indica-m0053_5p AGCGGGCCTAGCTATACGACC 500

Sekil 3.10. Sadece P. indica’da bulunmus yeni miRNA ve kugik RNAlarin dagihmi. Sadece 500 ve Ustu tekrar

143930

Count Number

Pi Novel miRNA

miRNA

500

Count Number

7825

Pi Known miRNA

small RNA

okumalari igerenler grafitte sunulmustur.
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3.8.5. Bitkideki hedef gen tahminleri psRNATarget tahminleri

ilgili material kisminda gérildigiu Uzere segilen miRNA adaylari psRNATarget aracinin
veribankasindaki veriler kullanilarak ile analiz edilmigtir (Tablo 3.6, 3.7; Hedef genleri
bulunan tim miRNAlar ve bitkilerdeki eslesen homolog gen bdlgeleri ve genler Tablo 3.12 ve
3.13’de sunulmustur). miRNA adaylari bitki genomlarinin ¢esitli bélgelerine hedeflenmistir.
Sonuglar dikkatle incelendiginde, bir miRNA’'nin birden fazla hedef bdlge hedeflenisi ve tersi
tanimlanmistir. Ayrica, bazi hedefler kodlama igin “anote” edilmemis ya da kodlayici genin
fonksyonu bilinmemektedir. Sonug olarak, sadece en iyi miRNA adaylarini inceleyen bir
siralama algoritmasi, bitki savunma sistemi ile ilgili proteinleri filtreleyerek, yazilmistir. Bu
islemler verilerden gerekli olmayan ve “anote “edilmemis isabetleri (hits) ¢ikarmak igin
gerekli olmustur. Ayrica, bu sekilde arama alanini daraltarak, hedef gen sayisini makul bir
saylya ulastirdik. Bunun icin PERL kodu ile program yazilmistir. Hedefleri siralamak igin
kullanilan anahtar kelimeler Tablo 3.7’de sunulmustur. Toplamda 6079 miRNA i¢in analiz

yapilmig, bunlarin 510 isabet bitki savunma mekanizmasiyla ilgili oldugu bulundu.

Tablo 3.7 analiz edilmis milRNA’larin sayilarini, bitki savunma proteinleri ve essiz milRNA
siralama kriterilerini kulanan psRNATarget araci tarafindan hedef tahmininlerini, ve hedef

bdlgelerini gostermektedir.

Tablo 3.6. psRNATarget araci ile tahmin edilen isabet sayilari.

P. indica Essiz miRNA Bilinen miRNA Toplam
Isabet sayis| 2130 3949 6079
Essiz (Novel)

Tablo 3.7. psRNATarget aracinin, bitki savunma ile ilgili proteinler tarafindan siralanan,
tahminleri.

P. indica Analiz edilmis milRNA  isabet sayisi  Egsiz miRNA Essiz Hedef Girigi Target
Essiz miRNA 12 111 12 111
Bilinen miRNA 18 203 16 156

Taramalar igin anahtar proteinler. Ribosomal protein, Malate dehydrogenase, Folylpolyglutamate synthetase, Serine
carboxypeptidase, Chalcone synthase, Lipoxygenase, ATPase, Geranylgeranyl hydrogenase, Prokaryal protein, Immunoglobulin
lambda-like polypeptide, Acetyltransferase, Zinc finger protein, Proline-rich ,Heat shock protein, Plasma membrane, Glutathione,
Ribulose bisphosphate carboxylase, Myosin heavy chain, Kinase, Sugar transferase, Fusicoccadiene synthase, Preprotein
translocase secA subunit, LysR family protein, E3 ubiquitin ligase, Fatty acid metabolism, Oxidase, Protease, Cer5, Reverse
transcriptase, YibE family protein precursor, Avra10, TE1a, Calcium, Senescence, Ig lambda chain, Jasmonate, Condensin
subunit ScpA, Glycosyl transferase, HOX family protein, Fibroin, Porphobilinogen deaminase, Protogenin precursor, Beta-
fructofuranosidase, Auxin, Trev, Transcription, PEX14, Acid phosphatase, Dnase, ABC transporter permease, Potassium
transporter, Thiamine biosynthetic enzyme,, Apolipoprotein B, MIPC synthase, EIF, Monosaccharide transporter, Integrase,
PEARLI, Pol polyprotein, Peptidase M1 family protein, Chalcone synthase, Aggregation promoting factor related surface protein,
Secretion protein HlyD precursor, RND efflux system outer membrane lipoprotein NodTCaleosin, ACC synthase, Crossover
junction  endodeoxyribonuclease RuvC, TE4, PHD domain containing, peptidase U7 family precursor,
Phosphoribosylformylglycinamidine
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Essiz miRNA’lar ve essiz hedef bolgeleri de maksimum beklenti degeri ve hedef erisilebilirligine gore
siralanir (UPE). Sonunda, 3 aday milRNA sekanslari secildi. Yeni miRNA ongorilen “hairpin” yapilari

Tablo 3.8’de ve Sekil 3.11’de ve secilmis bilinen kicik RNA'lar miRBase veritabanindaki en iyi

homologlariyla berilikte ise Tablo 3.9’da sunulmustur.

Table 1.8. Secilmis essiz miRNA sekanslari.

miRNA adi Sekans MFE kcal/mol  U* Sayr**
P.indica-m0005_3p TTTGAATTTCTTGACTGATGCA -52.30 22 1146
P.indica-m0038 3p AGAATTATGGGGGTTGTGTTCT -94.40 22 27648
P.indica-m0004 5p TCTCTCGCTGCATGCTTTTCTG  -26.80 22 143930

*miRNAuzunlugu,** miRNA okuma sayilari
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Sekil 3.11. Tablo 3.8'da sunulan “novel” miRNA oncdlerinin “hairpin” yapilari.
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Tablo 3.9. Secilmis bilinen miRNA sekanslari ve onlarin en iyi homologlari.

Kiiciik RNA U*

Sayr#*

Sekans En iyi hopmolog

(mirBASE)***

U*

Aile

PI-t0000089 22

PI-t0001651 22

PI-t0000286 25

7825

611

3028

Small RNA mmu-miR-1a-3p
AGGAATGTAAAGAAGTATGTAT

Homolog

TGGAATGTAAAGAAGTATGTAT

Small RNA cel-let-7-5p
TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT

Homolog

TGAGGTAGTAGGTTGTATAGTT

Small RNA sha-miR-716b
GCAGATCTTGGTGGTAGTAGCAAAT

Homolog

AGATCTTGGTGGTAGTAGCAAATAT

22

25

mir-1

let-7

mir-716

* miRNA uzunlugu,** miRNA okuma sayilari, *** Hizalama algoritmalari tarafindan bulunan miRBase
veritabanindaki kiigik RNA’nin en iyi homologu.

Tablo 3.10 ve Tablo 3.11
gOstermektedir. Hedef bdlgelerinde segilen miRNA hedef erigilebilirligi (UPE) ve beklenti

degerine gore siralanir.

genis hedefleme araligini géstermek igin 6zellikle segilmistir.

Table 3.10. Essiz miRNA’larin bitki genomlarin hedef bdlge tahmini.

secilmis aday milRNA’'lain psRNATarget sonuglarini

P. indica analizi i¢in farkli organizmalari hedefleme, P. indica’nin

miRNA Accession**  Bek* UPE  milRNA/Hedef hizalamasi Hedef Hedef
Tanimi Organizma
L . Proline-
- RNA 20 GUAGUCAGUUCUUUAAGUUU 1 . )
26%(3?3;) GE484550 2.0 14835 ey rich Helianthus
- Target 230 CAUGACUCAAGAAAUUCAAA 249  Protem annuus
LOC_0s03g miRNA 22 UCUUGUGUUGGGGGUAUUAAGA 1  Calcium-

P.indica- 42020.1[120 S S I R transporti .
m0038 3p 03.m34716fc 20066 parget 567 AAGACACAACCCUUAUAAUUCU ng Oryza sativa
DNA 588 ATPase 2

miRNA 21 UCUUUUCGUACGUCGCUCUCU 1
P.indica- S R Pyruvate Populus
m0004_5p TC143937 2.0 23.293 Target 505 GGAAGAGCAUGCAUUGAGAGA kinase trichocarpa

525
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Tablo 3.11. Bilinen miRNA’larin bitki genomlarin hedef bdlge tahmini.

miRNA  Accession®* Bek* UPE  milRNA/Hedef Hizalamast Hedef Hedef
Tanimi Organizma

miRNA 21 AUGUAUGAAGAAAUGUAAGGA 1 Clp protease

PI- cnihsan 90 16770 ee sse sesssesssses . Phaseolus

0000089 TC12570 2.0 16.779 riLiiiorrrrriiiiiiooa proteolytic ¢
Target 802 UAUAUAAUUCUUUACAUUCUU 822  subunit coccneus

i RNA 21 UGAUAUGUUGGAUGAUGGAGU 1

PI- e T ATPase Lactuca

1000165]  BQ848S40 2.0 4681 iiiiiii.otiiiiiiiiio bunit 7 i
Target 51 AUUAUACGUCCUACUACCUCA 71 subunt sativa
miRNA 25 UAAACGAUGAUGGUGGUUCUAGACG
1 Pspzf zinc . .

g(;OOZS() TC400366 0 14.232 HE ﬁnger ;‘;rz}bldopms
Target 560 AUUUGCUACUACCACCAAGAUCUGC  protein-like allana
584
miRNA 21 AAGGUAGUUGAGUUAGGAAGU 1 NB-ARC

Bgh- S A domain Hordeum

10005282  1€251661 3.0 B2 7prget 3197 UUGUAUCAGCUUGAUCCUUCA containing vulgare
3217 protein

Bah miRNA 20 UAUUAUGUGUUCAGAAGGUU 1 . . _—

0%0-6075 CA698277 2.5 8.53 Trrriiiiiiiooa: kyruva ¢ i

L Target 473 ACAAUACACAAGUCUUCNAA 492 Inase aestivum

- miRNA 21 UGUAAGGUUGGUGAAACGGUU 1 Protein ki Hord

tOSO-OO930 AJ476982 15 10.593 Toiiiiiiiiiotriiiiii: 1,{(0 elnt 1nase Olr cum
Target 137 AUAUUCCAACCUCUUUGCCAA 157 1ke protemn vulgare

bt miRNA 21 UGGAAAGAUAGAAGAAGGGGG 1 Phosphatidyli ...

tOSO-OZO()S CI641074 30 19.941 Prrii.roziiiiiiio.css nositol 4- ”;um
Target 274 CCUUUCUAUCUUCUUCUUCGC 254  kinase aestivum

*Beklenti ** Hedef gen accession ID, ***psRNATarget detaylari igin program.

Piriformospora indica bitki gelisimine ve bazi stress faktérlerine karsi ¢ok yararh bir

simbiyotik mantardir. Analizler sonucunda, P. indica aday miRNA’larin farkli organizmalarda

¢cok 6nemli boélgeleri hedefledigini bulduk. Phaseolus coccineus’da “clp protealytic subunit”,

Lactuca sativa’da “ATPase subunit 7”, Arabidopsis thaliana’da “PSPZF zinc finger protein-

like”, Helianthus annuus’da “proline rich protein like”, Oryza sativa’da “calcium transporting

ATPase 27, ve Populus trichocarpa’da “Pyruvate kinase” P. indica aday miRNA’larin en olasi

hedeflemede bdlgeleri olarak tahmin edilmektedir.
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Tablo 3.12. Hedef gen analiz sonuglari
numaralari ve genlerdeki homolog sekanlar.

“psRNATarget too

I”

miRNA adi “Accesion” “Expectation”  “UPE” “miRNA aligned fragment”
P.indica-m0038_3p GR180102 3 18.98 AGAAUUAUGGGGGUUGUGUU
Hedef homolog miRNA dizisi AGUACAACCCCUAUAGUUCA
P.indica-m0050_5p DT730802 3 20.054 UGCUACCGUGGACGGACGAG
Hedef homolog miRNA dizisi CUCCUCCCUUCACGGUAGCG
P.indica-m0004_5p AT3G62850.1 25 17.033 UCUCUCGCUGCAUGCUUUUC
Hedef homolog miRNA dizisi GGAAAGCAUGCAGUGAAAGA
P.indica-m0005_3p AT1G16140.1 3 15.208 UUUGAAUUUCUUGACUGAUG
Hedef homolog miRNA dizisi UAUUAGUCAAGGACUUCAAA
P.indica-m0030_3p AT3G46280.1 3 20.385 UCAUCCGUACUUGCGUCGCU
Hedef homolog miRNA dizisi GGCGGCGGUAGUACGGAUGA
P.indica-m0030_3p AT5G59630.1 3 20.028 UCAUCCGUACUUGCGUCGCU
Hedef homolog miRNA dizisi AGCGACGCAAACAUGGAUGG
P.indica-m0050_5p AT5G39560.1 3 21.993 UGCUACCGUGGACGGACGAGCUG
Hedef homolog miRNA dizisi UACUUCGUACAUCCACGGUAGCG
P.indica-m0005_3p NP169126 3 15.208 UUUGAAUUUCUUGACUGAUG
Hedef homolog miRNA dizisi UAUUAGUCAAGGACUUCAAA
P.indica-m0005_3p TC366728 3 14.09 UUUGAAUUUCUUGACUGAUGC
Hedef homolog miRNA dizisi GAAUCAGCCAAGAGAUUCAAG
P.indica-m0005_3p TC377822 3 13.555 UUUGAAUUUCUUGACUGAUGC
Hedef homolog miRNA dizisi GAAUCAGCCAAGAGAUUCAAG
P.indica-m0030_3p TC369252 3 17.952 UCAUCCGUACUUGCGUCGCU
Hedef homolog miRNA dizisi AGCGACGCAAACAUGGAUGG
P.indica-m0030_3p TC376178 3 17.952 UCAUCCGUACUUGCGUCGCU
Hedef homolog miRNA dizisi AGCGACGCAAACAUGGAUGG
P.indica-m0005_3p TC8224 25 16.555 UUUGAAUUUCUUGACUGAUG
Hedef homolog miRNA dizisi CACCAGUCAAGAAGUUUAAG
P.indica-m0028_5p GT812986 25 23.105 AGGGAUCUGUAUUAUACGCCUA
Hedef homolog miRNA dizisi UUGGCGUAUAGAGCAGAUUCCU
P.indica-m0044_5p GT830879 3 16.779 CACUCCUGGAUGUAGAUGUG
Hedef homolog miRNA dizisi GUCAUCUAUAUUCAGGAGUG
P.indica-m0004_5p CN727393 25 18.893 UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
Hedef homolog miRNA dizisi AGAAAGGUAUGGAGUGAGAGA
P.indica-m0004_5p GT073611 3 11.172 UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
Hedef homolog miRNA dizisi AAGAAAGCAUGUAACGAGAGA
P.indica-m0028_5p TC212880 3 15.075 AGGGAUCUGUAUUAUACGCCUA
Hedef homolog miRNA dizisi UGGGAGUAUAUUACAGAUUCUU
P.indica-m0038_3p TC169934 25 8.856 AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
Hedef homolog miRNA dizisi AGAACACAACCUUUCUAAUUCU
P.indica-m0004_5p EX288142 3 23.072 UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
Hedef homolog miRNA dizisi AGAGAUGCAUGAAGCGGGAGA
P.indica-m0028_5p EX280711 3 20.939 AGGGAUCUGUAUUAUACGCC
Hedef homolog miRNA dizisi AGCGUAUAAAACAGAUUUCU
P.indica-m0028_5p TC5272 3 18.621 AGGGAUCUGUAUUAUACGCC
Hedef homolog miRNA dizisi AGCGUAUAAAACAGAUUUCU
P.indica-m0023_5p TC12674 3 19.736 UUCGGAGCUGGGCAUGUCGUCUU
Hedef homolog miRNA dizisi AAGGCGACAUGCCCAGACUUUGAA
P.indica-m0023_5p TC14625 3 19.736 UUCGGAGCUGGGCAUGUCGUCUU
Hedef homolog miRNA dizisi AAGGCGACAUGCCCAGACUUUGAA
P.indica-m0023_5p TC29267 3 19.736 UUCGGAGCUGGGCAUGUCGUCUU
Hedef homolog miRNA dizisi AAGGCGACAUGCCCAGACUUUGAA
P.indica-m0023_5p DY280399 3 19.736 UUCGGAGCUGGGCAUGUCGUCUU
Hedef homolog miRNA dizisi AAGGCGACAUGCCCAGACUUUGAA
P.indica-m0038_3p TC34284 25 16.62 AGAAUUAUGGGGGUUGUGUU
Hedef homolog miRNA dizisi AAUAAAACCCCUAUAAUUUU
P.indica-m0050_5p TC20808 3 24.22 UGCUACCGUGGACGGACGAGCUG
Hedef homolog miRNA dizisi CAAGUCGCCUGUCCGCGGUAGCA
P.indica-m0023_5p CV887182 3 16.465 UUCGGAGCUGGGCAUGUCGUCUU
Hedef homolog miRNA dizisi AAGACGACAUGCCCAGACUUUGAA
P.indica-m0028_5p SGN-U613044 3 13.404 AGGGAUCUGUAUUAUACGCC
Hedef homolog miRNA dizisi GGCCUAUAAAACAGAUUUCU
P.indica-m0028_5p TC21255 3 13.404 AGGGAUCUGUAUUAUACGCC
Hedef homolog miRNA dizisi GGCCUAUAAAACAGAUUUCU
P.indica-m0023_5p TC229 3 22.799 UUCGGAGCUGGGCAUGUCGU
Hedef homolog miRNA dizisi GCGACAUGUACAGCUUCGGA
P.indica-m0038_3p TC407 3 11.308 AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
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Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0030_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0050_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0028_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0044_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0008_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0023_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0044_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0023_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0023_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0030_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0030_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0023_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi

TC491274

TC488313

TC438870

TC438618

DT463208

GE484550

BI959323

BY857664

TC61250

TC79163

TC81105

DB934309
Medtr4g069800.1
GSMUA_Achr7T1869
GSMUA_Achr2T1431
GSMUA_Achr6T1692
GSMUA_Achr8T2757
AMB848952

AMB830031
SGN-U383116
LOC_0s11g40430.1|1
LOC_0s11g04460.1|1
LOC_0s12904220.1|1
LOC_0s03g42020.11
NP13028898
CB965425

TC484813

TC546014

TC484843

CT854931

TC552643
LOC_0s11g40430.1
LOC_0s12918150.1
LOC_0s12904220.1
LOC_0s11g04460.1

LOC_0s03g42020.1

25

25

25

25

25

25

25

40

14.911

15.619

12.833

22.652

6.207

14.835

21.44

22.685

16.875

22.03

16.1

15.431

24.839

11.01

19.864

19.462

19.375

16.983

19.266

18.385

18.583

17.264

14.703

20.066

17.302

19.512

14.703

17.264

20.066

14.527

15.418

18.583

15.858

14.703

17.264

20.066

AUAAUACCAUCCUCAUAAUUUU
UUUGAAUUUCUUGACUGAUGC
GCAUUGGUCAAGGAAUUAAAA
UCAUCCGUACUUGCGUCGCU
AGUGGUGCAUGUAUGGAUGA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
ACAACACAACUCUUAUAAUUGU
UGCUACCGUGGACGGACGAG
CUCGUCUGUCUACGGCAGCG
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AUGAUACAACUUCCAUAAUUCC
UUUGAAUUUCUUGACUGAUG
CAUGACUCAAGAAAUUCAAA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
AGAAGAGCAUGCGGCGGGGGU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AAGAUACAACUCUUAUAAUUCU
AGGGAUCUGUAUUAUACGCCUAU
AUUGGCGUAUGAUGUAGAUCUCA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AGAAUACAGCCCCAGUAAUUUU
CACUCCUGGAUGUAGAUGUGU
ACAUGUCAACUUCCAGGAGUG
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
AGAGAAACAUGAAGCGAGAGA
CAAAGCAUGGCGUUGUUGCG
UGUAAUAACGCCUUGUUUUG
UUUGAAUUUCUUGACUGAUGCA
UACAUUAAUCAAGAAAGUCAAA
UUCGGAGCUGGGCAUGUCGUC
GUCGACAUGCCCGGUUCCGAU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUU
UACACAACACUUAUAAUUCU
CACUCCUGGAUGUA-GAUGUGU
ACACAUCCUUCAUCCAGGAGUG
UUUGAAUUUCUUGACUGAUGC
GUAUCAGACGAGAAGUUCAAG
UUCGGAGCUGGGCAUGUCGUCUU
GAAAUGACAGGCCUGGCUCCGAG
UUCGGAGCUGGGCAUGUCGU
GUGCCAUGCCCAGCUUUGAA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCUG
CAGAGGAGCAUGCAGUGAGAAA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AGGACAUGACCCUUAUAAUUCU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AGGACAUGACCCUUAUAAUUCU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AAGACACAACCCUUAUAAUUCU
UCAUCCGUACUUGCGUCGCU
AGCGAUGCAGGUGUGGGUGG
UCAUCCGUACUUGCGUCGCU
GGCGACGCACGUACGCAUGA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AGGACAUGACCCUUAUAAUUCU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AGGACAUGACCCUUAUAAUUCU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AAGACACAACCCUUAUAAUUCU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
GGGACGCAAUCUCCAUAAUUUU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
GGAGCACCACCCCAAUAAUUUU
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCUG
CAGAGGAGCAUGCAGUGAGAAA
UUCGGAGCUGGGCAUGUCGU
ACGACAUGCCCGGCUCCGGC
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AGGACAUGACCCUUAUAAUUCU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AGGACAUGACCCUUAUAAUUCU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AAGACACAACCCUUAUAAUUCU



P.indica-m0044_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0046_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0053_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0005_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0044_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0053_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0008_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0044_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0044_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0023_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0038_3p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p
Hedef homolog miRNA dizisi
P.indica-m0004_5p

TC58452
HO262803

TC7017
PDK_30s1088101g00
TC128708
TC148436
TC146446
TC128653
TC148318
60370809
GW724948
TC147381
TC143937
TC187051
CV236055
DB884751
TC21139
FN745504
CA175875
CA173789
TC126909

TC3328
Solyc05056370.2.1
Solyc01g087960.1.1
Solyc07008320.2.1
Solyc10g086580.1.1
Solyc09g011990.1.1
SGN-U322443
SGN-U318594
Al899703
TC226900

TC1499

TC2363

EY155694
TC420177
CAB08140

CA621711

3
25

25

25

25

25

25

25

25

41

24.952

24.664

10.814

19.541

17.244

12.707

13.476

12.495

14.167

12.287

19.145

14.13

23.293

20.992

16.286

24.116

23.026

7.289

22.174

21.502

14.569

13.45

16.032

7.693

21.054

12.466

23.509

14.716

11.18

15.402

16.038

22.081

15.591

5.167

22.927

15.085

24.937

CACUCCUGGAUGUAGAUGUG
CUUAUCUACAGCCGGGAGUG
AGAUGUAUGAAGGCGUGGGCGU
GCGCCCGCGCCCUGGUACAUCU
UUUGAAUUUCUUGACUGAUGCA
UUCAUAAGUCAAGAAACUCAAG
UUUGAAUUUCUUGACUGAUG
CAUCAGACAAGAAAGUUAAA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
AGAAAAGCAUGGAGAGAGAGA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
AGAAAAGCAUGGAGAGAGAGA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
AGAAGUGCAUGCAGAGAGAGA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
AGAAGUGCAUGCAGAGAGAGA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
AGAAGUGCAUGCAGAGAGAGA
UUUGAAUUUCUUGACUGAUG
UAUCAGUUGAGGAGUUCAAA
UUUGAAUUUCUUGACUGAUGC
GUAUGAGGCAAGAAAUUCGAA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUC
GAACAAAAUUCCCAUGAUUUU
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
GGAAGAGCAUGCAUUGAGAGA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
AGAGGAGCAUGCAGAGGGAGA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AAAACAUGAUCCCCAUUAUUCU
AGCGGGCCUAGCUAUACGAC
GUCGUAUGGCUGGGCUCGCG
UUUGAAUUUCUUGACUGAUGCA
UCUGUUGGUCAAGAAAUUCAAG
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUU
AAUACAAUCUUUAUAAUUUU
UUUGAAUUUCUUGACUGAUGCA
UGCAUUGGUGAGGAAGUUCAAA
UUUGAAUUUCUUGACUGAUGC
GUAUCAGUCAUGAAGUUCAAG
UUUGAAUUUCUUGACUGAUG
AAUUAGUCAAGAGGUUCAAA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCU
GGAAAAGCAUCUUGCGAGAGG
UUUGAAUUUCUUGACUGAUG
UAUCGGUUAAGAGAUUUAAA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
GGAACACAACUCCC-UAAUUCU
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUU
GAUACAACCCUGAUAAUUUU
CACUCCUGGAUGUAGAUGUGU
ACAUGUCAACUUCCAGGAGUG
AGCGGGCCUAGCUAUACGACC
GGUCUUAAAGCUAGGCUUGCU
CAAAGCAUGGCGUUGUUGCGG
CCGGAACAACUCCGUGUUUUG
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUU
UGCACAACCCCUUUAAUUCU
CACUCCUGGAUGUAGAUGUGU
ACAUGUCAACUUCCAGGAGUG
CACUCCUGGAUGUAGAUGUGU
ACAUGUCAACUUCCAGGAGUG
UUCGGAGCUGGGCAUGUCGUC
GACGACAAGCCCACCUCCGAU
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCUG
CUGGGAAGUAUGCAACGGGAGA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
ACAAAACAAUCCUUAUAAUUCU
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCUG
CGAAAGAGCAAGCGGCGAGAGA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCUG
CGAAAGAGCAAGCGGCGAGAGA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCUG



Hedef homolog miRNA dizisi

P.indica-m0004_5p

Hedef homolog miRNA dizisi

P.indica-m0038_3p

Hedef homolog miRNA dizisi

P.indica-m0038_3p

Hedef homolog miRNA dizisi

P.indica-m0044_5p

Hedef homolog miRNA dizisi

P.indica-m0038_3p

Hedef homolog miRNA dizisi

TC416953 3 22.537
CV781846 25 6.527
TC7344 25 3.467
TC154059 3 20.354
TC495039 25 19.611

CGAAAGAGCAAGCGGCGAGAGA
UCUCUCGCUGCAUGCUUUUCUG
CGAAAGAGCAAGCGGCGAGAGA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
ACAGCACAACCCCAAUAAUUCA
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AAAGCAAAACUCCCAUAGUUCU
CACUCCUGGAUGUAGAUGUG
CACGGCUGCAUUUAGGAGUG
AGAAUUAUGGGGGUUGUGUUCU
AAGAUACAACUCUUAUAAUUCU

Tablo 3.13. Bitkideki olasi hedef genler.

miRNA adi

Bitki Hedef Gen

Organizma

P.indica-m0005_3p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0044_5p
P.indica-m0030_3p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0028_5p
P.indica-m0023_5p
P.indica-m0008_5p
P.indica-m0028_5p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0028_5p
P.indica-m0023_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0023_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0050_5p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0030_3p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0046_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0050_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0023_5p
P.indica-m0023_5p
P.indica-m0023_5p

1-phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase/ zinc ion binding protein
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 2
60 kDa jasmonate-induced protein

Acid phosphatase

Ankyrin protein kinase-like

ATPase 11, plasma membrane-type

ATPase subunit 4

ATP-dependent Clp protease proteolytic protein
autoinhibited H+ ATPase

Auxin resistant 1

Auxin resistant 1

Auxin-repressed protein like-protein
Auxin-responsive protein IAA18

C2H2 zinc finger protein

Calcium-dependent protein kinase
Calcium-dependent protein kinase SK5
calcium-transporting ATPase
calcium-transporting ATPase
calcium-transporting ATPase
Calcium-transporting ATPase 1
Calcium-transporting ATPase 1
Calcium-transporting ATPase 1, chloroplastic
calcium-transporting ATPase 2
calcium-transporting ATPase 4
calcium-transporting ATPase 4

Chalcone synthase E

CTR1-like protein kinase

Eph-like receptor tyrosine kinase 6

Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein
GCK:-like kinase MIK

GCNb5-related N-acetyltransferase-like
Glutathione S-transferase

Glutathione S-transferase family protein
Glutathione S-transferase GST 42

Glutathione S-transferase Z1
Glutathione-S-transferase
Glutathione-S-transferase
Glutathione-S-transferase
Glutathione-S-transferase
Glutathione-S-transferase
Glutathione-S-transferse-like protein
glycine-rich protein

Heat shock protein 70

Heat shock protein 70

Heat shock protein 70

leucine-rich repeat transmembrane protein kinase
Matrix metalloprotease

Membrane protease subunits

Nucleoside diphosphate kinase

Papain family cysteine protease containing protein
Peroxidase 65 precursor

Peroxidase 65 precursor

Peroxidase 65 precursor

42

Musa acuminata
Picea

Panicum virgatum
Oryza sativa
Brachypodium distachyon
Carica papaya
Nicotiana tabacum
Medicago truncatula
coffea canephora
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Populus trichocarpa
Brassica napus
Oryza sativa
Brassica napus
Vigna unguiculata
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa
Solanum Lycopersicon
Hordeum vulgare
Musa acuminata
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Musa acuminata
Gossypium
Quercus
Arabidopsis thaliana
Saccharus officinarum
Festuca pratensis
Carica papaya
Selaginella moellendorffii
Mimulus guttatus
Triphysaria

Picea

Picea

Picea

Picea

Picea

Populus trichocarpa
Arabidopsis thaliana
Brassica napus
Nicotiana tabacum
Panicum virgatum
Solanum Lycopersicon
Oryza sativa

Citrus clementina
Manihot esculenta
Triticulum aestivum
Citrus clementina
Citrus clementina
Citrus clementina



P.indica-m0023_5p
P.indica-m0023_5p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0028_5p
P.indica-m0044_5p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0028_5p
P.indica-m0028_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0044_5p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0030_3p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0023_5p
P.indica-m0030_3p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0053_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0023_5p
P.indica-m0044_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0044_5p
P.indica-m0044_5p
P.indica-m0044_5p
P.indica-m0044_5p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0028_5p
P.indica-m0050_5p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0030_3p
P.indica-m0030_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0030_3p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0050_5p
P.indica-m0023_5p
P.indica-m0038_3p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0053_5p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0005_3p
P.indica-m0004_5p
P.indica-m0008_5p
P.indica-m0004_5p

Peroxidase 65 precursor

Peroxidase 65 precursor

Peroxisomal acyl-CoA oxidase 1A

PfkB type carbohydrate kinase protein family-like
Phosphatidylinositol 3-kinase

Phosphoglycerate kinase

Plasma membrane Ca2+-ATPase

Plasma membrane H+-ATPase

Plasma membrane H+-ATPase

Probable calcium-transporting ATPase 4
Probable calcium-transporting ATPase 4
Probable calcium-transporting ATPase 4
Probable serine acetyltransferase 5

Proline-rich protein

Protein kinase family protein

protein kinase xa21

Protein kinase:Protein phosphatase 2C-like protein
protein kinase-related

Pyruvate kinase

Receptor like kinase, RLK

Receptor like protein kinase

Respiratory burst oxidase 1

Response regulator receiver:ATP-binding region
Reverse transcriptase-like protein

Ribosomal protein

Ribosomal protein L19

Ribosomal protein L2

Ribosomal protein 134

Ribosomal protein 134

Ribosomal protein 134

Ribosomal protein 134

Ribosomal protein S10

Ribulose bisphosphate carboxylase

Ribulose bisphosphate carboxylase

Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase
Ribulose-1 5-bisphosphate carboxylase
senescence-induced receptor-like serine
Serine carboxypeptidase 1

Serine carboxypeptidase family protein

Serine carboxypeptidase-like 17 precursor
Serine carboxypeptidase-like 45 precursor
Serine carboxypeptidase-like 51 precursor
Serine carboxypeptidase-like 51 precursor
Serine/threonine protein kinase
Serine/threonine-protein kinase AFC2
Shikimate kinase

Subtilisin-like protease

Transcription factor bZIP63

Transcription factor EREBP-like protein
transcription factor jumoniji (jmjC) domain-containing protein
Transcription factor MYBZ2

Transcriptional regulator, TetR family
Two-component system sensor kinase
wall-associated kinase 4

wall-associated kinase protein family
wall-associated receptor kinase-like 2 precursor
zinc finger (CCCH-type) family protein

zinc finger protein-related

Citrus clementina
citrus sinensis

Petunia hybrida

Lotus japomicus
Brachypodium distachyon
Saccharus officinarum
Zea mays

Carica papaya

Coffea canephora
Oryza sativa

Oryza sativa

Oryza sativa

Musa acuminata
Helianthus annuus
Oryza sativa

Phoenix dactylifera
Ectocarpus siliculosus
Arabidopsis thaliana
Populus trichocarpa
Solanum Lycopersicon
Solanum Lycopersicon
Lotus japomicus

Picea

Brassica napus
Hordeum vulgare
Striga hermonthica
Vitris vinifera
Triticulum aestivum
Triticulum aestivum
Triticulum aestivum
Triticulum aestivum
Oryza sativa

Solanum Lycopersicon
Solanum Lycopersicon
Lotus japomicus
Solanum Lycopersicon
Oryza sativa

Solanum Lycopersicon
Brachypodium distachyon
Aquilegia

Saccharus officinarum
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Citrus clementina
Glycine max

Picea

Triphysaria

Quercus

Glycine max

Nicotiana tabacum
Glycine max

Glycine max

Populus trichocarpa
Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana
Oryza sativa

Solanum Lycopersicon
Arabidopsis thaliana
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4. Sonug

Literatirde daha 6nce P. indica’nin mikroRNA’larinin (miRNA) arastiriimasina ydnelik bir
calisma bulunamamistir.  Projemizin amaci olan P. indica’nin mikroRNA’larinin ya da
mikroRNA benzer kisa RNA sekanslarinin (milRNA) bulunmasi basariyla gergeklestirimistir.
Bulunan aday miRNA’larin P. indica’nin clamidosporlarinin olustudu asamada anlatim
dlzeyleri de okuma sayilarinin bilinmesi sayesinde bulunmustur. ilk kez P. indica’da miRNA
ve benzeri kisa RNAlarin oldugu ve mature olmus miRNA jenarasyon mekanizmasinin belki
de bilinen mekanizmalardan farkli olabilecegini de saptanmistir. Ayrica bitkilerde olasi hedef
genlerin bulunmasi da ayrintili biyoenformatik analizlerle incelenmis ve c¢alisilacak olasi
aday hedef genler bulunmustur. Bu sayede organizmanin bitkinin genlerini P. indica’nin
miRNA’lari ile nasil dizenledigine (regule ettigine) dair c¢alisiimanin yapilmasina imkan
veren sonuglar alinmigtir.  Arpa ve bugday gibi Ulkemiz igin de ¢ok dnemli olan tahil
bitkilerinde P. indica bulastirildiktan ve mikohriza olusumu gergeklestikten sonra aday hedef
genlerin anlatim duzeyleri galisilacaktir. Bu calismalar icin gerekli ek kaynak
bulundugunda, bu projenin sonuglari ile birlikte en kisa zamanda SCl'de yer alan bir bilimsel

dergide elde edilen “novel” miRNAlar ve konukgu organizmadaki rolleri yayinlanacaktir.
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Oz:

Tarnimda yasanan kayiplarin biylk bir bélima elverigsiz iklim kosullari yGzinden olusan
abiyotik ve biyotik stres, hasereler ve bitki hastaliklarina neden olan patojen kaynaklidir.
Cevre uzerinde birgok zararl etkisi olsa da bu kayiplari énlemek ve bitkinin verimliligini
artirmak, asir kimyasal kullanimina dayanmaktadir. Bitkilerde biyotik ve abiyotik strese karsi
toleransi 80%?lere varan diizeylerde faydaya dayali iligki gosteren endofitik arbiskuler
mikorhiza mantarlar gibi mikroorganizmalar da saglayabilmektedir. BOylece kimyasal
kullanimin gérece azalmasi gevreye verilen zarari da azaltilabilmektedir. Arpa ve Arabidopsis
thaliana?da yapilan galismalarda, bir endofitik arbiiskiiler mikorhiza olan Piriformospora
indica?nin konagina, biilyime destekleyici aktivite sadladigi, tuz stresinde bitkinin tolerans
duizeyini arttirdigi ve belirli yaprak ve kok patojenlerine karsi bitkinin dayanikhhgini artirabildigi
rapor edilmistir (Waller ve ark., 2005). Ayrica bu mantar bitkinin blylimesine ve tohum
Uretimine yardim etmesiyle birlikte, nitrat ve fosfat alimini da harekete gegirmektedir (Camehl
ve ark., 2011).

Piriformospora indica birgok bitki ¢cesidinin kdklnde kolonilesebilen, bitkinin buylimesinde,
belirli gevresel stres (abiyotik) kosullarina uyumda ve bazi patojenlere (biyotik stres) karsi
direng saglamakta etkili olan endofitik bir mantar gesididir. P. indica baslangigta Hint Thar
¢oliinde galilarin kék yiizeyinde tespit edilmistir; fakat 6zellikle tahil bitkileri de dahil olmak
Uzere tek ve iki genekli bitkilerin de kdklerinde kolonilestigi ortaya ¢ikmisg, yeni tanimlanmis bir
organizmadir (Achatz ve ark., 2010). P. indica?nin gesitli streslere karsi biyolojik savasta
yogun olarak kullanilma potansiyeline ek olarak kolay kdiltiire alinabilmesi ve genis bir konakgi
grubu olmasi nedeniyle de bitki ve mikrop iligkisini galigsiimasina olanak saglayan bir model
organizma olarak distnUlmektedir. Ayrica bitki Gretme sistemlerinin gelistirilebilmesi igin yeni
bir arag olarak kullanilacagi savunulmaktadir (Varma ve ark.,1999).

Mutualist kok simbiyozu (ortak-yasar) olan P. indica?nin genom ve transkriptom analizi daha
Once Zuccaro ve meslektaslar tarafindan 2011?de rapor edilmistir. 25 Mb?lik genom
uzunluguna sahip P. indica?nin genomunun sekanslanmasi, canli ve 6lU arpa koki Gzerindeki
kolonizasyonunu saglayan transkriptom ciktilarinin global karakterizasyonu, mantarin yagam
dongusuyle iliskili genomik adaptasyonlarini bulmakta énemli rol oynamaktadir (Zuccaro ve
ark., 2011).

Simdiye kadar rapor edilen bilgilerde, P. indica?nin mikroRNA?larinin arastiriimasina yoénelik
bir galisma bulunamamistir; fakat diger arbiiskiiler mikorhiza mantarlari ile bitki arasindaki
simbiyoz iliskide yer alan mikroRNA?lar ¢alisiimis ve simbiyoz iligkinin olusmasinda énemli
rolleri oldugu gortlmustir (Emanuel ve ark., 2011).

Projemizin amaci, 6zellikle de tahillarda yasanan triin kayiplarinin bir kismini kapatabilecek
Ustiin nitelikte olan bu mantarin mikro-RNA?larinin (miRNA) saptanmasidir. Bulunan
miRNA?lar sonraki galismalarda bugday ve/veya arpa gibi tahilllarda biyotik strese karsi
fayda saglama amagli rolleri taranabilir. Aday mikro-RNA?larin bulunmus olmasi
organizmanin MIRNA jenarasyon mekanizmasinin anlasiimasi saglayabilir bu sayede de
uygulamaya yonelik stratejiler beililemede yararl olabilir.

Henuz literatiirde P. indica?ya ait kisa RNA okumalarinin sunuldugu bir makaleye
rastlanmamistir. Calismalarimizin sonuclari makale olarak hazirlanmaktadir. Ik kez yapilan
bir calisma olacagi icin ilgi gdsterilecek bir yayin olacaktir.
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