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Yiiksek Lisans Tezi
OZET

ERWINIA AMYLOVORA EAKKB29 IZOLATININ HARPIN GENININ
KLONLANMASI, EKSPRESYONU VE ALTINDANE EKMEKLIK BUGDAY
(TRITICUM AESTIVUM L.) FIDELERI UZERINDE ETKILERININ ARASTIRILMASI

Merve BEKTAS

Karadeniz Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisti
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2017, 58 Sayfa, 1 Ek Sayfa

Harpin dogal olarak meydana gelen bakteriyel igerikli bir proteindir. Bitkinin dogal
savunma mekanizmasini harekete gegiren harpin, ilk defa bakteriyel patojen olan Erwinia
amylovora’dan izole edilmistir.

Bu c¢alismada, Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN geninin klonlanmasini, gen
tirtiniiniin izolasyonunu ve Triticum aestivum bitkisi {izerine etkilerini konu almaktadir.
hrpN geninin 1200 nt lik baz dizini belirlenerek, pET-28a(+) ve pET-20b(+) vektorlerine
klonlandi. Gen, E.coli BL21 hiicresinde, ekspres edildi ve saflastirildi. Harpin proteininin
molekiiler agirligi 40 kDa olarak tespit edildi. Saflastirilan HrpN(Ea)E, HrpN(Ea)E-His,
HrpN(Ea)l ve HrpN(Ea)l-His proteinlerinin Triticum aestivum bitkisinin yaprak ve kok
uzunluguna, bitkinin kuru ve yas agirligina etkileri arastirildi. HrpN(Ea)l proteininin
Triticum aestivum bitkisinde en iyi etkiyi gosterdigi belirlendi. Triticum aestivum fideleri
tizerine en etkili konsantrasyonun 300 pl (4,5 pg) oldugu, 900 ul (13,5 pg)’ den sonraki

konsantrasyonlarda ise etkinin azaldig1 tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Aktivator, Harpin, Triticum aestivum L., Erwinia amylovora
EAKKB29
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Master Thesis
SUMMARY

CLONING, EXPRESSION OF HARPIN GENE FROM A ERWINIA AMYLOVORA
EAKKB29 ISOLATE AND STUDYING ITS EFFECT ON WHEAT (TRITICUM
AESTIVUM L.) SEEDLINGS

Merve BEKTAS

Karadeniz Technical University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences
Biology Graduate Program
Supervisor: Prof. Dr. Ali Osman BELDUZ
2017, 58 Pages, 1 Appendix Pages

Harpin, occured naturally, is a bacterial based protein. Harpin, which mobilezes the
natural defense mechanism of the plant, has been isolated from bacterial pathogen Erwinia
amylovora.

This study is about cloning of Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN gene, isolation
of its gene product and its effects on Triticum aestivum plant. Having defined the base
sequencing of 1200 nt gene, which coding hrpN gene, was cloned to pET-28a(+) and pET-
20b (+) vectors. Clones were transformod to E.coli BL21, and expression was performed
and Harpin protein was purified. The molecular weight of Harpin protein was determined
as 40 kDa, effects of prufied HrpN(Ea)E, HrpN(Ea)E-His, HrpN(Ea)l and HrpN(Ea)I-His
proteins on leaf length, root length, dry weight and wet weight of Triticum
aestivum shoots were studied. HrpN(Ea)l was found the most effective one. The most
effective concentration of it was determined as 300ul (4,5 pg). Over 900 ul (13,5 pg)
applications have reducing effects on studied parameters.

Key Works: Activator, Harpin, Triticum aestivum L., Erwinia amylovora EAKKB29
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1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Biyolojik miicadelenin tarihi gelisim siireci incelendiginde, baslangi¢ donemi, yogun
calisma donemi ve modern donem olmak iizere karsimiza ii¢ donem ortaya ¢ikmaktadir.
Baslangi¢ dénemi, M.O baslayip, 17.yy’la kadar olan siireyi kapsar. Yogun calisma donemi,
ozellikle 17., 18. ve 19.yy’ lan kapsayan, yogun arastirmalarin yapildigi donemdir. Modern
donem ise kimyasallarin zararl etkilerinin anlasilmaya baslandigi ve molekiiler biyoloji
tekniklerinin kullanildigi 1960’11 yillardan sonrasini igermektedir (Demirbag ve ark., 2008).
Biyolojik miicadele, diger miicadele yontemlerine gore, dogal dengenin korunmasina yardimci
olmasi, uzun vadede kalic1 sonuglar vermesi ve nihai hedefe ulastirabilmesi bakimindan ¢ok
tercih edilmesi gereken miicadele yontemidir. Cevreye duyarli, hedefe 6zgii etkiye sahip
olmasi, besin, su ve g¢evre kirliligi olusturmamasi, kullanicinin toksik pestisitlere maruz
kalmasinin 6nlenmesi, yan etkilerinin olmamasi, diger yontemlere nazaran daha uzun zaman
periyodu boyunca etkili olmasi, uygulamasinin kolay ve ekonomik olarak kazangli olmast,
biyomiicadelenin tercih sebeplerindendir.

Uzun siiredir uygulanan kimyasal miicadele sonucu ortaya ¢ikan ciddi sorunlardan
dolay1 alternatif yontemler gelistirilmeye basglanmistir. Yogun kimyasal kullanimi1 sonucunda
dogal denge tahrip olmus, cevre ve insan sagligi her gegen giin biraz daha tehdit altina
girmistir. Tim bu sorunlar karsisinda ¢evre ile dost, uzun siire etkili bir miicadele yontemi
olarak biyolojik kontrol 6n plana ¢ikmugtir. Siirdiiriilebilir tiretim agisindan biyolojik miicadele
kaginilmaz hale gelmistir (Seniz ve ark., 2005).

Mikrobiyal miicadele biyolojik miicadelenin bir alt dali olmakla birlikte, tarim ve
ormancilikta zarar olusturan bir organizmanin zararli etkisinin mikroorganizmalar veya
mikroorganizmalarin iirlinleri kullanilarak ortadan kaldirilma iglemidir (Demirbag ve ark.,
2008). Mikroorganizmalar, biyolojik miicadelede biiyiik 6nem tasimaktadir.

Pestisit kullanimimin s6z konusu olmadigi biyolojik miicadelede, kiiltiirel onlemlerin

destegiyle saglikli bir ¢evre olusturmak, pestisitlerin yerine bitki bakim maddeleri ile bitkinin



dogal dayanikliligini arttirict maddeleri kullanip hastalik etmenlerini ve zararlilari kontrol
altinda tutmak amaclanmistir. Zararlilarin kontrol altinda tutulmasinda biyolojik miicadelede,
yararli faunanin korunmasina biiyiik 6nem verir.

Gliniimiize kadar tarimsal tiretimde bitki hastaliklarina karsi iki ana korunma yo6ntemi
kullanilmaktaydi. Bunlardan ilki, dayanikli ¢esit, dogru giibreleme ve uygun yetistirme
tekniklerinin se¢imi gibi kiiltiirel yontemler, digeri ise fungisitlerin kullanimiyla hastaliklarin
Oonlenmesiydi. Bitki sagliginda tigiincii ve yeni bir yontem ise, bitki aktivatorleri ile ekimden
hasata kadar bitki sagliginin aktif hale getirilmesidir.

Bitkiler viriis, bakteri, protozoa, nematod, fungus gibi patojenik organizmalarin ve
cesitli ¢evresel kosullarin olumsuz etkilerine maruz kalmaktadirlar. Bakteriler, funguslar,
viriisler ve nematodlar gibi bircok organizma icin besin kaynagi olan bitkiler, patojenlerden
soyutlanamazlar. Konak bitki ve patojen arasindaki karsilikli sinyalizasyon ve tanigmada
gorevli molekiillerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu, son yillardaki arastirmalarin odagi
olmustur (Aki, 2012).

Bitkiler, kagimnilmaz olan patojen saldirilarini algilamak ve karst koymak i¢in uygun
savunma stratejileri  gelistirmislerdir. Bitkiler patojen istilasini etkili bir bigcimde
durdurabilmek icin yapilarinda varolan fiziksel ve kimyasal engeller kadar, patojen atagi ile
aktive olan, uyarilabilir savunma tepkilerini de kullanirlar. Bu savunma mekanizmalar1 bazi
patojenler icin caydirict bir rol oynamasina karsin bazi patojenler i¢in etkisiz kalmaktadir.
Bunun sonucunda da hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir (Aki, 2012).

Bitkiler farkli stres faktorlerine karsi ayni veya benzer savunma mekanizmalari
gelistirmislerdir. Bitkiler stresi ya tolere etmekte ya da ondan kag¢inmaktadirlar. Stres
faktorleri yapisal ve metabolik hasarlara neden olmaktadirlar. Bu hasarlar tersinir ya da geri
doniistimsiiz olabilirler. Bu yiizden bitkiler sekonder metabolitlerin yanisira bagka savunma
yollar1 gelistirmiglerdir. Bu kimyasal maddelerin 6nceden hi¢ bir ise yaramadigi bitkiler
tarafindan {iretilen arttk maddeler oldugu varsayilirdi. Ancak daha sonralar1 bu maddelerin
bitkide; savunma, korunma, ortama uyum, hayatta kalma ve nesillerini devam ettirmek i¢in
bitkiler tarafindan gelistirilmis olduk¢a karmasik mekanizmalarin {riinleri oldugu
anlasilmstir.

Dogada olusan bu sistemi iyilestirmek ve pratie aktarmak icgin gelistirilen bitki

aktivatorleri, bitkide dogal savunma mekanizmasi SAR’1 aktive ederek bitkiye korunmasi i¢in



yardimci olmaktadir. Bitki korumada devrim niteligindeki bitki aktivatorleri sadece yeni bir
etki mekanizmasi ile yeni bir kimyasal degil ayn1 zamanda yeni bir teknolojidir ve tarimsal
savasta halen kullanilan yontemlere tamamlayici olarak rol oynamaktadir.

Bitkiler fungus, bakteri ve viriisler gibi patojenlerin neden oldugu bazi hastaliklardan
korunmak i¢in biinyelerinde bir dizi dogal savunma mekanizmasi gelistirmiglerdir. Patojenler
bitkiye saldirdigi zaman bitki, hiicre duvari ve mum tabakasmin varligi gibi ya O6nceden
olusmus engeller yoluyla, ya enfeksiyon bélgesinde hizli hiicre oOliimleri ile siirlanmig
savunma bolgesi olusturarak, ya da “sistemik olarak aktive edilmis dayamiklilik” diger bir
ifade ile “uyarilmig dayaniklilik” kisaca “SAR” savunma mekanizmas: ile karsi koymak
durumundadir. Kisaca SAR, bitki hastaliklarina karsi bitkide bulunan dogal savunma
mekanizmasinin uyarilmasi temeline dayanmaktadir. SAR mekanizmasi {i¢ gruba ayrilarak
incelenebilir. Tlk olarak bir tesvik edici uygulanir. Bu bir patojen, sentetik kimyasal ve protein
gibi metabolik bir iiriin olabilir. Ikinci olarak, tesvik edici harekete geger. Son unsur ise SAR
genlerinin aktivasyonundan sonra meydana gelen biyolojik hiicre degisiklikleridir. SAR i¢in
en iyi bilinen tesvik edici, aspirinin ham maddesi olan, salisilik asittir. Salisilik asit, SAR’da
onemli bir rol oynar ve lokal 6n enfeksiyon sonrasi bitkide artar. Salisilik asit miktarini
artiramayan bitkilerde SAR biyolojik olarak uyarilmaz. Bu nedenle salisilik asit SAR’a
onciiliik eden 6nemli bir sinyal molekiiliidiir. Bitkide mevcut olan dogal savunma sisteminin
harekete gecirilmesiyle gerceklesen sistemik kazanilmis dayanikliligin (SAR) devreye
girmesi, bitki koruma igin yeni bir teknoloji olusturmaktadir. Bitki koruma igin yeni bir
kategori olan SAR reaksiyonu bitki aktivatorleri sayesinde harekete gegirilerek, hastaliklara
kars1 daha uzun siire dayaniklilik saglanmaktadir (Aki, 2012). 26 Haziran 2002 tarihli Resmi
Gazete’de bitki aktivatorlerinin ruhsatlandirilmasinda istenen bilgi ve belgeler agiklanmistir.
Buna gore bitki aktivatorleri “bitkilerin dogal savunma sistemlerini aktive eden, besin
maddelerinden daha iyi yararlanmalarini saglayan, stres kosullar1 ve benzeri dis etmen ve
etkenlerden korunmasi i¢in yardimci olan ve verimini ve iriin kalitesini olumlu yonde
etkileyen dogal ve/veya kimyasal giliclendirici, direng arttirici, toprak yapisini diizenleyici
ozellikleri olan ve bu 6zelliklerden birini veya birkagini bir arada tagiyan maddelerdir” diye
tanimlanmustir.

Bitki aktivatorlerinin kullanim amagclari, miicadelesi ¢ok giic olan patojenlere karsi

bitkilerin savunma sistemini uyarmak (asilama), fungusit etkililigini arttirmak, bitkilerde diger



mekanizmalarin uyarilmasi ile daha kaliteli ve daha fazla {irlin elde etmek, ardisikli kullanim
ile daha az pestisit ile daha fazla hastalik kontrolii saglamaktir.

Biyoaktivatorler, pek ¢ok ¢evre tarafindan biyokimyasal pestisitler olarak adlandirilsalar
da, tahmin edilenin aksine direkt olarak oldiiriicti etkileri bulunmamaktadir. Bunun yerine,
konak¢1 dokusuna patojenin penetrasyonunu Onleyerek veya patojenlere karsi savunma
mekanizmasini aktive ederek, konakgi-patojen interaksiyonundaki belli basamaklara engel
olmaktadirlar. Bu dolayli etkilerine bagli olarak Hastalik Kontrol Ajanlar1 olarak da
anilmaktadirlar. Biyoaktivatérler ve biyostimiilantlar, hastalik rezistansindaki boslugu
dolduracak bir koprii gorevi gormekte, bitkiye kendini korumasi i¢in sinyal gondermektedirler.
Bagka bir deyisle SAR’1n uyarilmasina sebep olmaktadirlar. Bu maddelerin ¢ok az miktarlarda
da olsa bitki biinyesine verilmesi; insan bagisiklik sisteminde asidan sonra olusan tepkilerin
benzerlerinin olusmasina sebep olmaktadir. Bu aktivasyon bitki bagisikligi olarak adlandirilir
ve memelilerdeki bagisiklik sistemiyle kiyaslanabilir. Bu gruptaki maddelerin sagladiklar1 en
onemli avantaj ise daha seyrek uygulama sonucunda daha uzun siireli rezistans saglamalaridir
(Aki, 2012).

Bitki aktivatorii, bitki savunma mekanizmasini aktif hale getirdiginde, bitki patojen
saldirilarina karsi basarili bir bicimde korunmaya baglar. Ancak fungus ve bakterilere karsi
dogrudan etkisi yoktur. Uygulama zamani1 ¢ok onemlidir. Bitki aktivatorleri kullanildiktan
yaklasik yedi gilin sonra, tiim savunma mekanizmasi tam olarak aktive olmaktadir. Bitki
aktivatorlerinin diger bir avantaji ise, uygulamadan sonra yeni gelisen tiim yeni bitki
kisimlarinin da hastaliklardan korunmasidir. Bitki aktivatorleri sadece koruma sagladigi ve var
olan infeksiyonlar1 kontrol edemedigi i¢in, bu maddelerin mutlaka hastalik olusmadan 6nce

uygulanmas1 gerekmektedir (Aki, 2012).

1.2. Harpin Proteini

Diinyada ruhsathi bitki aktivatorii olarak kullanilan c¢esitli preparatlar vardir. Bu
trtinlerden bazilari; Messenger® (Messenger® bitkinin biiylime, ¢ogalma ve savunma
sistemlerini uyarir. Toksik degildir, cevreye ve insanlara dosttur. Daha saglikli, yliksek verimli

iiriin saglar.), Maxicrop, ISR 2000, Microfer, Crop-set, Agrifos-400 Humiforte, Stubble-Aid,



Param-A, Apogee’dir. Bitki aktivatorleri, ¢cogunlukla suda ¢oziinen graniill (WG) olarak
formiile edilmistir. Messenger®, bitki koruma ve iiriin iiretimi i¢in kullanilan, dogal yolla
olusan harpin proteini i¢eren bir bitki aktivatoridiir.

Bilim adamlari, yillardir bitkilerin patojenleri nasil tamidigr ve ozellikle bitkilerdeki
savunma sistemleri {izerine ¢alismalar yapmaktadir. Boyle bir arastirma 1990’larda Cornell
Universitesi’nde yiiriitiilmiistiir. Bu arastirmada, bilimadamlari “Ates Yanmiklig1” etmeni
Erwinia amylovora adli bakteriyi kullanmislardir. Erwinia amylovora harpin proteini adi
verilen bir proteini dogal olarak sentezlemektedir.

Harpin dogal olarak ortaya ¢ikan bakteriyel igerikli bir proteindir. Bitkinin dogal
savunma mekanizmasini harekete gegiren harpin, elma ve armutta ates yanikligi hastaligina
sebep olan bakteriyel patojen Erwinia amylovora’dan izole edilmistir. Biyokimyasal pestisit
olarak siniflandirilmaktadir. Harpin tiretimi E. coli’yi zayiflatmakta ve bu sebepten E. coli
insan midesinde gelisememekte, canliligini siirdiirememektedir. E. coli’nin K—12 hiicreleri
fermantasyon sonunda 6ldiiriilmekte ve yok edilmektedir (Wei ve ark., 1992). Insan sagligina
zararl bir etkisi belirlenmemistir.

Harpin tamamen dogal protein yapisinda olup, 400 aminoasit uzunlugundadir ve
molekiiler agirhigr yaklasik olarak 40-44 kDa’dur. Suda ¢oziinebilir, graniil yapidadir. Diigiik
toksisite ve kalint1 azlig1 nedeniyle tercih edilmektedir (URLS, 2007).

1.3. Harpin’ in Etki Mekanizmasi

Bitkilerde bircok bakteri, fungus, virlis ve nematoda karsi dogal dayaniklilik
mekanizmasinin temel bileseni, agir1 duyarlilik tepkisi (hypersensitive response)’dir. Bu tepki;
bir patojen tarafindan etkilenen dokularda hizli ve lokal doku 6liimii olarak kendini gosterir.
Bu kismi dokularin zarar gérmesi sonrasinda sistemik etkili dayanim mekanizmasi devreye
girer. Bu mekanizma ile bitkide genis etkili sistemik bir dayanim ortaya ¢ikar (Wei ve ark.,
1992).

Harpin tercihen yaprak uygulamalar1 seklinde ve bitki vejetasyon siiresince 14 giinliik
araliklarla kullanilmaktadir. Bir bitkiye uygulandiginda harpin proteinleri bitki reseptorlerine

baglanir. Bu baglanma siireci sirasinda bitki bilinyesindeki yiizlerce genin katilimiyla bir¢cok



biyokimyasal reaksiyon uyarilir. Bitkide meydana gelen bu tepkinin sonucunda dayanim
mekanizmasi aktif hale gelir ve biiylime tesvik edilir. Harpin, bitki biinyesindeki biiyiime
mekanizmalarini etkileyerek bitkinin dogal fizyolojik yapisina olumlu yonde etki eder. Bu
olumlu, etki salisilik asit ve jasmonik asit sentezini ve bitki biiyiime mekanizmasi hizlandirir.
Salisilik asit, SAR’da rol oynayan onemli bir isaret molekiiliidiir. Salisilik asit ile muamele
edilen bitkilerde PRP proteinleri hiicreler arasinda birikerek etkili hastalik kontroli
saglamaktadir boylece bitkinin dogal savunma mekanizmasi harekete gegerek hastalik
gelisimini azaltmaktadir. Salisilik asit sentezindeki artis, bitkiye bir patojen saldirisi
durumunda dogal dayanim mekanizmasin1i (SAR) uyararak bir biyolojik direnc saglar.
Jasmonik asit sentezindeki artis ise hastalik ve zararlilara dayanimi arttiran bilesimlerin
tiretimini tesvik eder (Ryals ve ark., 1996).

Bitkiye yapilan uygulamanin tam etkisi 3-5 giin sonra bitki tizerinde goriilmektedir.
Harpin uygulamasimi takiben, ayni zamanda bitki biiyiime sistemleri de aktive olur. Kok
gelisiminde, yaprak biyomasi, ¢i¢ceklenme ve meyve olusumunda artis goriiliir. Bitkinin
fotosentez aktivitesi ve besin maddesi depolama diizeyi artar. Uriin verimindeki artisin yam

sira hasat edilen tiriiniin raf 6mriiniin uzadig1 gorilmistir (URL3, 2001).

1.4. Harpin Proteininin Bitki Biiyiimesi Uzerine Etkisi

Harpin uygulanan bitkide dogal dayanim mekanizmasi tetiklenir ve hastaliklara karsi
koruyucu bir etki olusur. Bunun yani sira yapilan uygulamalarin biiyiime ve verim {izerine de
etkili olabilecegi belirlenmistir. Bu etki, sadece patojen saldiris1 durumunda bitkide meydana
gelen olumlu direngten kaynaklanmamaktadir. Harpin bitkideki temel biiylime
mekanizmalarmi uyarir. Dolayisiyla bitki boyunda artisa, erken ciceklenmeye, meyve
baglamaya ve meyvede erken olgunlasmaya ve verimde artisa da neden olmaktadir (URL4,
2005).

Harpin igerdigi bilinen Messenger® etki mekanizmasi dort asamadan meydana
gelmektedir (URL2, 2000). Bitkiye uygulandiktan sonra harpin proteini bitki reseptorleri
tarafindan fark edilir. Bunun sonucunda bircok gen harekete gecer ve farkli biyokimyasal

yollart uyarir. Gelisme ve hastalik dayanikliligindan sorumlu olan bu yollar salisilik, jasmonik



asit tesvik edici yolu ve bitki biiylime yollaridir. Bitki muameleye ugradiktan sonra 5-10
dakika i¢inde hareket baslamaktadir. Uygulamadan sonra Messenger® giines, toprak ve bitki
mikroorganizmalari tarafindan hizla bozulmaktadir. Messenger®, sebzeler, meyveler, agaglar
gibi genis iiriin gruplarinda kullanilmaktadir. Eden Bioscience ve Cornell Universitesinde
yapilan caligmalar sonucunda, Messenger®’in fotosentez ve bitki besin miktarini arttirdigi
saptanmistir. Ulusal Havacilik ve Uzay Yonetimi (NASA) bugday iizerine yaptigi ¢aligmalar
sonucunda bugdayda fotosentez ve besin miktar1 artisim  dogrulamistir. Messenger®,
zararhilara karst etki saglayabilmektedir. Bocek iizerinde direkt olarak oldiriici etki
saglayamamakta fakat bitkinin jasmonik asit yolunu harekete gecirmesi sonucu bitkiyi
insektisit ve nematodlar i¢in daha az cazip hale getirmektedir (URL2, 2000).

Kavunda % 10-12 verim artisina (Keinath ve ark., 2007), hiyar ve kiraz domatesinde
strastyla % 20 ve 25 verim artisina (Tezcan ve ark., 2002), biberde % 5-16 oranlarinda verim
artisina (Akbudak ve ark., 2007), domateste bitki boyunda artisa (Bishnoi ve Payyavula,
2004), yine domateste meyve baglama oranlarinda % 6,9-7,7, verimde ise % 47-50,3 artisa
(Bourbos ve Barbopoulou, 2006) neden oldugu bildirilmektedir.

Yapilan c¢alismalar 1s1¢inda harpin proteinin etkisi incelendiginde; dogal dayanim
mekanizmasini tetikledigi anlagilmaktadir ve bitkilerde hastaliklara karsi direng arttirict bir
etkiye sahip olabilecegi distliniilebilir. Pratikte kullanim kolayligt ve en Onemlisi insan
sagligina bilinen olumsuz bir etki yapmamasi da tercih edilebilirligini arttirmaktadir (Akbudak

ve ark., 2006).

1.5. Harpin Proteini iceren Messenger®’in Toksikolojik Profili

Messenger® EPA’da toksite kategorisi IV olarak smiflandirilmistir (URL1, 2000). Akut
toksisite siganlarda >5000 mg/kg olarak saptanmistir. Messenger®’1n kuslara, baliklara, bal
arilarina ve sucul omurgasizlara kars1 yapilan testler sonucunda zehirsiz oldugu anlasilmistir.
Tarla kosullarinda ve filizlenme donemindeki Messenger® uygulanmis bitkilerde fitotoksite
gdzlenmemistir.

Yapilan calismalar, Messenger®’in c¢evre icin kalinti sorununa yol a¢madigini

gostermistir. Uygulamadan sonra bitki ve topraktaki mikroorganizmalar ve giines 15181



sayesinde hizla azalmasi ve diisiik uygulama orani sebebiyle kalinti riski bulunmamaktadir.
Yillardir harpin’in {iretimi ve uygulamasi ile ugrasan arastiricilar ve isgilerde, bu proteinden
kaynaklanan herhangi bir zehirlenme veya alerjik belirti meydana gelmemistir. Yetiskinler,

cocuklar ve bebeklerde harpin kalintisindan dolay1 zarar gézlenmemistir (URL 2, 2000).

1.6. Calismanin Amaci

Enzimler, bitki, hayvan ve mikroorganizmalar gibi farkli orijinlerden elde edilmektedir.
Fakat potansiyel endiistriyel uygulamalarda mikrobiyal enzimler genis capta kullanilmaktadir
(Sagiroglu, 1999). Hayvansal kaynaklardan enzim {iretimi, pahali olmasinin yaninda, arz ve
talep gibi pazar faktorleri tarafindan da etkilenmektedir. Buna karsilik birgok bitkisel kaynakli
enzim nispeten kolay elde edilebilir. Fakat bitkisel kaynaklarin da endiistriyel hammadde
olarak kullanilmalari, gida ihtiyaclarina baglidir. Mikrobiyal enzimler ise biiylik ¢apta iiretimi
miimkiin kilacak yoOntemlerle iiretilebilirler. Ayrica, mikroorganizmalarin iireme siireleri
kolaylikla enzimlerin pazar ihtiyaglarina uyarlanabilir (Telefoncu, 1986). Giiniimiizde azalan
dogal kaynaklar nedeniyle mikroorganizmalar bir¢ok {iretim alani igin Onemli olarak
goriinmekte ve bu konuda yogun ¢alismalar yapilmaktadir (Topal vd., 2000).

Reaksiyonlar1 hizlandiran ve kolaylastiran biyolojik katalizérler olan enzimler, hiicreler
tarafindan genetik kontrol altinda hiicre i¢inde sentezlenen organik molekiillerdir (Zaborsky,
1973).

Organik kimyada kullanilan metotlar ile gerceklestirilmesi c¢ok giic olan bir¢ok
reaksiyonun uygun ve spesifik enzimlerle kolaylikla gergeklesmesi, enzimlerin canli
hiicrelerden izole edilerek cesitli amaglar i¢in kullanilmasi fikrini de dogurmustur (Cevher,
2010).

Boylelikle endiistriyel boyutta iiretimi ve kullanimi giderek 6nem kazanan enzimler,
giintimiizde bitkisel ve hayvansal dokulardan ve genel olarak mikroorganizmalardan elde
edilmektedir. Bununla beraber, daha hizli ¢ogalmalari, gelisme kosullarinin kontroliiniin kolay
olmasi ve liretimlerinin mevsimlere bagli olmamasi gibi nedenlerle mikroorganizmalar ticari

enzimlerin iiretiminde tercih edilen 6nemli kaynaklar haline gelmislerdir (ince, 2006).



Giiniimiizde endiistride kullanilan  enzimlerin  yaklagitk % 90’1t fermente olan
mikroorganizmalar tarafindan iiretilmektedir (Godfrey ve West, 1996; Aygan, 2008).

Giliniimiizde tretici ve tliketicilerin bilinglenmesi sonucunda patojen kaynakli
hastaliklara karsi uygulanan klasik fungusitlere olan talep her gegen giin azalmaktadir ve
biyolojik kontrol ve entegre miicadele programlart popiiler hale gelmektedir. Hastalik ve
zararhilara karst dayanimi arttirict olarak kullanilan bioaktivatorler biyolojik miicadelenin
onemli yap1 taglarindandir.

Bu ¢alismanin amaci; elma, armut gibi meyvelerde Ates Yanikligi hastaligina neden
olan Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisinden hrpN geninin farkli ekspresyon vektorlerine
klonlanmasi, ekspres edilmesi, ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmas: ve bu proteinin
bugday bitkisine uygulanarak bitkideki verimi, bitki biyokiitlesi, iiriin miktari, bitki biiylime ve

gelismesi lizerine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR
2.1. Besiyeri ve Kimyasallar

BamHI ER0055, DNA ladder SM 0324 (Thermoscientific), EcoRlI R010115, Protein
ladder, BSA B9000 (NEB), Hindlll 1060A (Takara), T4 DNA Ligaz M1801, Genomik
DNA Izolasyon Kiti A1125, Bis-acrylamide, pGEM-T Easy Klonlama Kiti A1360
(Promega), Taq DNA polimeraz EP0402, Jelden Cikarma Kiti KO513 (Fermentas), Tripton
V441613949, EDTA 84211000, Amonyum Siilfat A0448117, Ksiloz, (NH,),S,0s, P-
merkaptoetanol 805740, Lizozim, Gliserol K40789992008, KH,P0O,567300, Etanol,
Izopropanol, Sodyum Asetat TA867065, Nutrient Agar VL646350, Commassie Brillant
Blue G-250, Commassie Brillant Blue R-250 2C2133453, Yeast Ekstrakt VM175053,
NaCl K34243404 (Merck), Etil alkol, IPTG A1008, Ampisilin A0839, Kanamisin A1493,
X-Gal A10070005 (Applichem), dNTP seti 10297-018 (Invitrogen), CaCl, (Aktar Kimya),
DEAE-Sepharose DFF100, Trizma Baz T1503, Glisin G8898, Acrylamide A8887, Agaroz,
D (+) Glukoz, Etidyum Bromiir, Metanol, Fenol, NaOH 06203 (Sigma), 3’5’
Dinitrosalisilik asit (Acros), TEMED (Janssen Chimica), Asetik asit (Riedel-dan Haen
27225), Hoagland Besin Soliisyonu (General Hydroponics Flora Micro, Flora Gro, Flora
Bloom), Vermikulit (100 It, Agrakal Tarmm Girdileri Uretim ins. Tic. Ltd. Sti,
Serik/Antalya), Bromo phenol blue (Gerbu 080702), SDS (Fisher Scientific BP166),

2.2. Mikroorganizmalar, Plazmitler ve Bitkiler

Escherichia coli BL21(DE3) (NEB), Escherihia coli JM101 (NEB), Erwinia
amylovora EAKKB29 (Selcuk Universitesi Fitopatoloji ABD), pET-20b(+) vektorii
(Novagen), pET-28a(+) vektorii (Novagen), Triticum aestivum (Altindane Ekmeklik

Bugday tohumlar1 Karadeniz Tarimsal Aragtirma Enstitlisii’nden temin edildi).
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2.2.1. Mikroorganizmalar

2.2.1.1. Erwinia amylovora EAKKB29

Enterobacteriaceac familyasina ait Erwinia amylovora hrpN genini bulunduran
bakteridir. Gram-negatif 6zellikli, spor olusturmayan, ¢omak sekilli (basil) bakterilerdir
(genelde boylar1 1-5 pum civarindadir). Kolay kiltirlenme 6zelligine sahiptir. Se¢meli
(fakiiltatif) anaerob (oksijen varliginda da, yoklugunda da) biyiiyebilirler. Bitki
patojenidir.

2.2.1.2. Escherichia coli IM101

E. coli JM101 susu hibrit vektor olusturma asamasinda kullanildi. JM101 F” traD36
proA™B™ lacl?A(lacZ)M15/ A(lac-proAB) gInV thi* genotipik &zelliklerine sahiptir. JM101
A(lacZ)M15 genini igerir ve bdylece rekombinat plazmitlerin mavi veya beyaz koloni

ayrimina gore ayrilmalarint miimkiin hale getirir.

2.2.1.3. Escherichia coli BL21(DE3)
E. coli BL21 susu pET-28a (+) ve pET-20b (+) vektorlerinin ekspresyonu igin
kullanildi. E. coli BL21(DE3), fhuAd2 [lon] ompT gal (A DE3) [dem] AhsdS

. DE3 = A sBamHIlo AEcoRI-B int::(lacl::PlacUV5::T7 genel) i21 Anin5 genotipik

ozelliklere sahiptir.

2.2.2. Plazmitler

2.2.2.1. pGEM®-T Easy Klonlama Vektorii

pGEM®-T Easy (Promega) vektorii, PCR iiriinlerinin klonlanmasinda kullanildi.
pGEM®-T Easy, PCR iiriinlerinin klonlanmasi i¢in uygun bir sistemdir (Sekil 1).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Gram-negatif
https://tr.wikipedia.org/wiki/Spor
https://tr.wikipedia.org/wiki/Fak%C3%BCltatif_anaerob
https://tr.wikipedia.org/wiki/Fak%C3%BCltatif_anaerob
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Xmnl 2009
17 1
S 1 start
Scal 1890 Nael 2707 Apal 14
i Aatll 20
1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
Amp! Not | 43
_ ot
PGEM®-T Easy lacZ T Sacll 49
Vector I EcoRl | 52
(3015bp)

Spel 64
EcoRl 70
Notl 77
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstXl (118
Nsil 127
141

T sps

Sekil 1. pPGEM-T Easy vektoriiniin haritas1

2.2.2.2. pET-20b(+) Ekspresyon Vektorii

Periplazmada proteinlerin sentezlenmesi i¢in bir sinyal dizisini kodlayan, ampisilin

direng geni bulunduran bakteriyel ekspresyon vektorii.

Bpul102 l@o)

Drd llg347g) i.‘-‘_
Dra lliz474) s
BsaX Ij3422),
3705
d‘@ Bput0 I(s4)
o Bbs Iss8)

ET-20b(+
P {3?16Dp}( )
BsmB l(1078)
Tth111 li1183)
Bst1107 I{1208)
Sap {1322)

BspLU11 l{1438)
A 1I1438)

Pf1108 li2349)
Eam1108 lizza1)

HaiE liz024)

Sekil 2. Ekspresyon vektorii olarak kullanilan pET-20b(+)
haritas1

2.2.2.3. pET-28(a) Ekspresyon Vektorii

Proteinlerin hiicreigi (intraseliiler) ekspresyonunu saglayan, kanamisin direng geni

bulunduran bakteriyel ekspresyon vektorii.
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Sekil 3. Ekspresyon vektorii olarak kullanilan pET-28a(+)
haritasi

2.2.3. Bitki

2.2.3.1. Triticum aestivum

Ulkemizde Altindane Ekmeklik Bugday ismiyle bilinen, yazlik karakterli olup, beyaz
basakli, beyaz daneli ve kilgikli bir bugday cesididir.

2.3. Molekiiler Calismalar

2.3.1. Genomik DNA izolasyonu

Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisi, LB besiyerinde bir gece 28 °C’de inkiibe
edildi. Daha sonra Promega Genomik DNA Izolasyon Kiti kullanilarak genomik DNA’lar
izole edildi. Bu amagla elde edilen sivi kiiltiirler 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
aktarildi ve hiicreler 13.000 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek c¢oktiiriildi. Siipernatant
kisimlar1 dokiilerek pellet kisimlart alindi. Pellet {izerine, 480 pl 50 mM EDTA ilave
edilerek vortekslendi. 10 mg/ml’lik konsantrasyondaki lizozimden 120 pl ilave edildikten
sonra pipetaj yapilarak pellet ¢oziildii. Ardindan pelletler 37 °C’de 60 dk inkiibasyona
birakildi. Bu siirenin sonunda 14.800 rpm’de 2 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant

dokiildii. Pellet iizerine 600 pl Nuclei Lysis soliisyonu ilave edilerek pipetleme ile ¢oziildii.
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Pelletler 80 °C’de 5 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakligina kadar sogutularak 3 pl
RNaz soliisyonu eklendi. Tiip, 2-5 kez alt iist edildikten sonra 37 °C’de 60 dk inkiibe
edildi. Ardindan 200 pl Protein Precipitation soliisyonu eklenip 20 sn vorteksledikten
sonra 5 dk buzda bekletildi. Bu siire sonunda 14.800 rpm’de 3 dk santriflij yapildiktan
sonra siipernatant ayr1 bir mikrosantrifiij tliptine alinip tizerine 600 pul izopropanol eklendi.
Pellet oluguncaya kadar tiipler alt {ist edilerek, 14.800 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Pelletin
tizerine 600 pl oda sicakliginda % 70’lik etanol eklenip alt iist edilip, 13.000 rpm’de 2 dk
santrifiijlendi. Siipernatant dokiildiikten sonra etanoliin tamamen uzaklastirilmasi igin
mikrosantrifiij tiipii 15-20 dk 37 °C’de bekletildi. Etanol tamamen uzaklastirildiginda,
pellet tizerine 100 pl DNA Rehidrasyon soliisyonu eklendi ve 65 °C’de 1 saat inkiibe
edildi. Elde edilen genomik DNA kullanilacagi zamana kadar +4 °C’de saklandi.

2.3.2. Primer Sentezi

Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisinde harpin genini amplifiye etmek igin
HrpNF ve HrpNR primerleri dizayn edildi. Amplifiye edilen genleri pET-20b(+) ve pET-
28a(+) vektorlerine klonlama yapilacak sekilde, BamHI, Hindlll, Ncol ve Hindlll
restriksiyon enzimlerinin kesim dizilerini, histidin kod dizilerini ve stop kodonu

bulunduran dort farkli primer daha dizayn edildi (Tablo 1).

Tablo 1. hrpN genini ¢ogaltmak ve klonlamak igin kullanilan primerler

Primerin Ad1 Primerin Baz Dizini

HrpNF 5’ -CAT ATG AGT CTG AAT ACA AGT GGG-3'

HrpNR 5’ -GGA TCC TTA AGC CGC GCC CAG CTT G-3’
Hrp20-F 5’ -CGG ATC CGA TGA GTC TGA ATA CAA GTG-3’
Hrp20-HR 5’ -CAA GCT TCG CGT GAT TAG CCG CGC CCA G-3
Hrp20-SR 5’ -CAA GCT TCT AGT GAT TAG CCG CGC CCA G-3'
Hrp28-F 5’ -CCC ATG GGC AGT CTG AAT ACA AGT GGG-3'
Hrp28-HR 5’ -CAA GCT TCG CGT GAT TAG CCG CGC CCA G-3’

Hrp28-SR 5’ -CAA GCT TCT AGT GAT TAG CCG CGC CCA G -3
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2.3.3. Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN Geninin Baz Diziliminin Belirlenmesi

Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisinden hrpN’yi kodlayan geninin ¢ogaltilmasi
amaciyla, bu bakterinin genomik DNA’sinda hrpN geninin upstream ve downstream
bolgelerine uyumlu olarak dizayn edilen HrpNF ve HrpNR primerleri ile PCR
gerceklestirildi. PCR iriinleri, 0,5 mg/ml etidyum bromiir iceren % 1,0’lik agaroz jelde
yiriitildii ve iriinler BioDocAnalyze Jel Goriintiileme Sistemi ile goriintiilendi. PCR
sonucu elde edilen DNA fragmenti, pGEM-T Easy klonlama vektoriine klonlandi.
Klonlama sonunda olusan kolonilerden plazmit izolasyonu yapildi. Klon oldugu diisiiniilen
plazmitlerin geni igeren bolgeleri sekansland1 ve sekans sonuglart Genbank’taki (NCBI,
NIH, Washington, DC) verilerle karsilastirildi ve klonlanan DNA fragmentinin 1200 nt’lik
hrpN genine ait oldugu tespit edildi.

2.3.4. hrpN Geninin pET-20b(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Ekspres Edilmesi

PCR fiiriiniiniin, sekans sonuglariyla hrpN genine ait oldugu kesinlestirildikten sonra,
PCR ile ilgili metod boliimiinde anlatilan sartlarda dizayn edilen ekspresyon primerleri ile
tekrar PCR yapilarak gen bolgesi ¢ogaltildi. PCR ile elde edilen ve uglar1 uygun enzimlerle
kesilen fragmentlerin beklenenin aksine pET vektorlerine klonlamasinin zor olmasi ve
pET’ye klonlanacak fragmentin dogru dizilimine sahip oldugundan emin olunmasi i¢in,
PCR iiriinleri oncelikle pPGEM-T Easy vektoriine klonlandi. Dogru fragmenti ve sekansi
tasiyan pGEM-T Easy klonlar saflastirildi. PCR ile iiretilen ve klonlanan bu genin ug
kisimlarinda BamHI ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri bulunmaktadir.
PET-20b(+) ekspresyon vektorii ve igerisinde hrpN geni tasiyan pGEM-T vektorii, BamHI
ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Kesim reaksiyonu, 1X enzim
tamponu igerisinde, 3 U enzim varliginda 37 °C’de 2 saat siire ile gerceklestirildi. Bir
enzim kesim basamagindan sonra etanol presipitasyonu yapilarak ikinci enzim i¢in kesime
hazirlandi. Kesim {irtinleri % 0,7’lik agaroz jelde yiriitiildii. Lineer hale getirilen pET-
20b(+) vektorii ve uglart kesilmis PCR iiriin bantlar1 jelden kesilip alindi ve bir Jelden
Cikarma Kiti (Fermentas) araciligi ile temizlendi. Temizlenen iirlinler, ligasyon islemi ile
halkalastirildi. Ligasyon; 1,1 pl 10X tampon, 1 U T4 DNA ligaz enzimi igerecek sekilde 15
ul son hacimde 16 °C’de 16 saat boyunca gergeklestirildi.
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Ligasyon iriinii CaCl, transformasyon metoduyla E. coli BL21 susuna aktarild.
Transformasyon igin, 200 pl alict konak hiicre igeren tiipe 15 pl ligasyon iiriinii eklendi ve
tiip, 30 dk buz iginde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda daha énceden hazirlanan 42 °C
wsitict blokta 2 dk bekletilerek plazmidin hiicre i¢ine gegmesi saglandiktan sonra her bir
tiipe 200 ul LB besiyeri eklendi. Tiipler 37 °C’de iki saat bekletildikten sonra daha once
hazirlanmis olan LBA petrilerine (50 pg/ml ampisilin i¢eren) yayilarak 37 °C’de 1 gece,
etiivde inkiibe edildi. Petri {izerinde olusan kolonilerden hangisinin klon oldugunu
belirlemek i¢in, kolonilerden rastgele se¢im yoluyla tarama yapildi. Segilen koloniler, 3 ml
(50 pg/ml ampisilin igeren) LB besiyeri i¢erinde bir gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.
Uretilen hiicrelerden plazmit izolasyon kiti (Invitrogen) ile plazmitler izole edildi. izole
edilen plazmitler, BamHI ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek klonlamanin

olup olmadigi agaroz jelde kontrol edildi.

2.3.5. hrpN Geninin pET-28a(+) Vektoriine Klonlanmasi ve Ekspres Edilmesi

PCR fiiriiniiniin, sekans sonuglariyla hrpN genine ait oldugu kesinlestirildikten sonra,
PCR kisminda anlatilan sartlarda dizayn edilen ekspresyon primerleri ile tekrar PCR
yapilarak gen bolgesi cogaltildi. PCR ile elde edilen ve uglar1 uygun enzimlerle kesilen
fragmentlerin beklenenin aksine pET vektorlerine klonlamasinin zor olmasi ve pET’ye
klonlanacak fragmentin dogru dizilimine sahip oldugundan emin olunmasi i¢in, PCR
tirtinleri oncelikle pPGEM-T Easy vektoriine klonlandi. Dogru fragmenti ve sekansi tagiyan
PGEM-T Easy klonlar1 saflagtirildi. PCR ile iiretilen bu genin u¢ kisimlarinda Ncol ve
Hindlll restriksiyon endoniikleaz kesim bolgeleri bulunmaktadir. pET-28a(+) ekspresyon
vektort, icerisinde hrpN geni tasiyan pGEM-T vektorii, Ncol ve Hindlll restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesildi. Kesim reaksiyonu, 1X enzim tamponu igerisinde, 3 U
enzim varliginda 37 °C’de 2 saat siire ile gerceklestirildi. Bir enzim kesim basamagindan
sonra etanol presipitasyonu yapilarak ikinci enzim i¢in kesime hazirlandi. Kesim iiriinleri
% 0,7°lik agaroz jelde yiiriitiildii. Lineer hale getirilen pET-28a(+) vektérii ve ug
kisimlarindan kesilen PCR iiriiniiniin bulundugu bantlar jelden kesilip alind1 ve bir Jelden
Cikarma Kiti (Fermentas) araciligi ile temizlendi. Temizlenen iirlinler ligasyon iglemi ile

halkalastirildi.
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Ligasyon fiirtinleri, CaCl, transformasyon metoduyla E. coli BL21 susuna aktarildu.
Transformasyon i¢in, 200 pl alici konak hiicre igeren tiipe, 15 ul ligasyon iiriinii eklendi ve
tiip, 30 dk buz iginde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda daha énceden hazirlanan 42 °C
wsitict blokta 2 dk bekletilerek plazmidin hiicre i¢ine gegmesi saglandiktan sonra her bir
tiipe 200 pl LB besiyeri eklendi. Tiipler 37 °C’de iki saat bekletildikten sonra daha 6nce
hazirlanmis olan LBA petrilerine (50 pg/ml kanamisin igeren) yayilarak 37 °C’de 1 gece,
etiivde inkiibe edildi. Petri iizerinde olusan kolonilerin hangisinin klon oldugunu
belirlemek icin, kolonilerden rastgele se¢im yoluyla tarama yapildi. Secilen koloniler 3 ml
(50 pg/ml kanamisin igeren) LB besiyeri igerinde bir gece boyunca 37 °C’de inkiibe edildi.
Uretilen hiicrelerden Plazmit izolasyon Kiti (Invitrogen) ile plazmitler izole edildi. izole
edilen plazmitler, Ncol ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz ile kesilerek klonlamanin olup

olmadig1 agaroz jelde kontrol edildi.

2.3.6. Harpin Proteininin Saflastirilmasi

2.3.6.1. Ni-Affinite Kromotografi Yontemi ile Saflagtirma

Harpin proteininin saflagtirilmasi, N-terminaline ilave edilen His-Tag kuyrugundan
yararlanilarak nikel iceren bir saflagtirma kiti olan HisLink™ Protein Purification Resin
(Promega) ile gergeklestirildi. Saflagtirma igin 1) Ni baglama tamponu (Ni-Binding Buffer-
20 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM B-merkaptoetanol), 2) Ni yikama tamponu
(Ni-Washing Buffer-20 mM Tris-HCI pH 7,5, 200 mM NaCl, 5 mM B-merkaptoetanaol,
20 mM imidazol) ve 3) Ni-eliisyon tamponu (Ni Elution Buffer-20 mM Tris-HCI pH 7,5,
200 mM NaCl, 5 mM B-merkaptoetanaol, 500 mM imidazol) ¢ozeltileri kullanildu.
Hazirlanan Ni baglama tamponu ¢ozeltisinden 5 ml kolondan gegirildi ve kolona Ni-
baglanmasi saglandi. Ardindan Ni yikama tamponu ve 1s1 soku ile kismi olarak saflagtirilan
enzim soliisyonu (10 ml buffer ve 5 ml enzim) 2 kez kolondan geg¢irildi. Bu basamakta
His-Tag kuyruguna sahip olan harpin proteini nikel afinitesi ile kolona baglanirken diger
proteinlerin kolondan ayrilmasi saglandi. Son olarak enzim igermeyen yikama tamponu
(15 ml) kolondan gegirildi ve diger proteinlerden temizlendi. Ardindan Ni-eliisyon
tamponu ¢ozeltisinden her seferde 2 ml kolondan gegirildi ve ayr1 ayn tiiplere alindi. Ni-
eliisyon tamponunda bulunan imidazol ile His-Tag kuyruguna sahip olan protein nikelden

ayrildi ve kolondan alindu.
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2.3.6.2. Iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Iyon Degisimi Kromatografisi icin 50 cm uzunlugunda ve 1,5 cm ¢apinda bir kolon
kullanildi. Bu ¢alismada, kolon malzemesi olarak anyonik iyon degistirici olan DEAE-
Sepharose kullanildi. Hareketli faz olarak 20 mM Tris-HCI (pH 8) tamponu kullanildi.
Kolon malzemesinin ve deneyde kullanilan tiim tamponlarin gazi bir vakum pompasi ile
alind1 ve sonrasinda bir pastor pipeti kullanilarak kolona yavas bir sekilde dolduruldu.
Doldurma islemi bittikten sonra kolon 500 ml 20 mM Tris-HCI (pH 8) tamponu ile
dengeye getirildi. Oziit kolondan gegirilerek igerisinde bulunan proteinlerin kolon dolgu
malzemesine baglanmalar1 saglandi. Sonrasinda kolondan 50 ml daha tampon gegirilerek
kolona tutunmayan proteinler uzaklastirildi. Daha sonra 0,5 M 200 ml’lik NaCl gradient
kopriisii kullanilarak kolonun tuz (NaCl) igerigi 0 molardan 0,5 molara kadar ¢ikarildu.
Tamponun akis hizi peristaltik pompa ile 1 ml/dk olarak ayarlandi ve kolondan ¢ikan
elisyonlar 3,5 ml’lik fraksiyonlar halinde cam tiiplerde toplandi. Fraksiyonlarin protein
icerikleri hakkinda bilgi edinmek igin her fraksiyonun absorbansi 280 nm’de spektroskobik
olarak oOl¢iildii. Absorbsiyonu en yiiksek yani en fazla protein bulunduran tiipler segilerek
birlestirildi ve SDS-PAGE’de saflig1 kontrol edildi. Elde edilen proteini tuzdan arindirmak
icin diyaliz yapildi. Bunun i¢in enzim diyaliz membrani iginde 20 mM Tris-HCI (pH 8)
tamponu icerisine alindi ve 1 gece boyunca manyetik karistirici iizerinde karigmasi
saglanarak tuzdan arinmasi saglandi. Diyalizden sonra 14.800 rpm de 15 dk santrifijj
edilerek bozunan (denatiire olan) proteinlerin atilmasi saglandi. Saflastirilan harpin
proteinlerinin safligi, SDS PAGE’de yiiriitillerek kontrol edildi. ExPASy programi
kullanilarak bu proteinin yaklasik 40 kDa oldugu hesaplandi. Ayrica SDS PAGE’de
kullanilan markir proteinlerin yardimi ile harpin proteininin molekiiler agirliginin yaklasik
40 kDa oldugu teyit edildi.

2.4. Bitki Uygulamalari
2.4.1. Bitkilerin Temini ve Biiyiitiilmesi

Bugday (Triticum aestivum) tohumlar1 Karadeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii’nden
temin edildi. Harpin proteinin bitki bilylimesine (yaprak, kok, kuru agirlik, yas agirlik)

etkisini belirlemek igin, her bir gruptan 12’ser adet tohum olmak tizere Hoagland Besin
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Soliisyonu igeren 17x17x11 cm ebadindaki plastik kaplarda, 1sik yogunlugu (400-430
umol m?s™), sicaklik (18-20 °C) ve nem (% 50-70) kontrollii bilyiime odasinda
¢imlendirildi. Destek ortami olarak vermikulit kullanildi. Cimlenmeden yaklasik 10-15 giin
sonra Hoagland Besin Soliisyonu igerisinde bulunan fidelere kokten ¢esitli
konsantrasyonlarda harpin proteini muamelesi yapilan bitkilerin yaprak uzunluklar: 0. giin,
3. giin, 7. giin ve 10. giin’de olciildii. Ayrica kdk uzunlugu, kuru ve yas agirlik dl¢timleri
10. giin’de yapildi. Harpin proteini igermeyen, sadece Hoagland Besin Soliisyonu igeren

gruplar kontrol grubu olarak alinda.

2.4.2. Analiz ve Olciimler

Fizyolojik olgiimler, bitkilerin dogal ortamlarinda dogrudan bitkilerin yapraklar1 ve
kokleri iizerinden yapildi.

HrpN(Ea)E ve HrpN(Ea)E-His, saflastirma yapilmaksizin, 30 kDa cut off membran
ile konsantre edildikten sonra pl’sinde 0,015 pg olacak sekilde uygulandi.

HrpN(Ea)l ve HrpN(Ea)l-His ise iyon degisim kromotografisi ile kismen saflagtirma
yapilarak ve pl’sinde 0,015 pg olacak sekilde uygulanda.

Uygulama sonrasinda asagidaki parametreler kullanilarak degerlendirmeler yapildi.

Yaprak Uzunlugu (cm): Fidelerde ilk gergek yaprakta, yaprak sapinin aya ile
birlestigi nokta ile ayanin en u¢ kismi arasinda kalan kisim cetvel yardimai ile dl¢iildii.

Kok Uzunlugu (cm): Toprak yiizeyinden kesilen koklerin yikandiktan sonra
koklerinin cetvel yardimiyla 6lgiilmesi sonucu elde edildi.

Bitkinin Toplam Yas Agirligi (g): Fidelerde kok ve govdenin yas agirliklarn hassas
terazi ile ol¢iildii.

Bitkinin Toplam Kuru Agirligi (g): Yas agirligi saptanan fidelerin kok ve gévdelert,
aliminyum folyo tizerine yerlestirilerek, sicakligi 65 °C’ye ayarli etiivde sabit agirliga

gelinceye kadar kurutuldu ve akabinde kuru agirliklar 6l¢iildi.



3. BULGULAR

3.1. Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN Geninin PCR Yontemi ile Belirlenmesi
ve pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

LB besiyeri igerisinde ¢ogaltilan Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisine ait
hrpN geninin tespiti i¢in, GenBank/NCBI ‘da bulunan Erwinia amylovora ait oldugu
belirlenen hrpN gen bolgesine gore dizayn edilen HRPNF ve HRPNR primerleri kullanildi
(Tablo 1). Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisinin genomik DNA’s1 kalip olarak
kullanilarak yukarida bahsedilen primerler ile PCR reaksiyonlari gerceklestirildi.

Tablo 2. Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisine ait hrpN geninin tespiti i¢in
HrpNF ve HrpNR primerleri kullanilarak gergeklestirilen PCR sartlari

Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) bilesenleri (50 pL) Hacim
5X PCR tampon 10 uL
MgCI2 (25 mM) 3uL
dNTP mix (1 mM) 1uL
HrpN F (10 uM) 1uL
HrpN R (10 uM) 1uL
dH20 32,7 uL
Tagq DNA polimeraz 0,3 uL
Kalip DNA 1uL

PCR sonucunda olusan DNA fragmentleri, 0,5 pg/ml etidyum bromiir ihtiva eden %

1’lik agaroz jelde yiiriitiilerek BioDocAnalyze jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi.
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Tablo 3. Erwinia amylovora EAKKB29 Genomik DNA’s1 igin PCR

protokolii

Sicaklik °C Stire(dakika) Dongii sayist
94 °C 2 1
94 °C 1 36
52 °C 1 36
72 °C 1,50 36
72 °C 7 1

4°C 15 1

1200 bp

Sekil4. E.amylovora EAKKB29’nin hrpN genini igeren PCR iirtinleri (1)
DNA ladder (1 kb) (2,3) PCR ile Erwinia amylovora genomundan
elde edilen hrpN genine ait fragment

PCR ile ¢ogaltilan parcalar, pPGEM-T Easy klonlama vektoriine, firmanin 6ngordiigii
konsantrasyonlar ve sartlarda klonlandi. Ligasyon reaksiyonu, 16 °C’de bir gece boyunca

inkiibe edildi. Ertesi giin kompotent hiicre hazirlandi ve E. coli JIM101 hiicresine aktarildi.
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Tablo 4. E.amylovora EAKKB29’nin hrpN genini i¢eren PCR iirtinlerinin pGEM -T
Easy klonlamasi igin ligasyon bilesenleri

Bilesenler (15 pL) Hacim
10X T4 DNA ligaz tampon 7,5uL
Kalip DNA 55uL
PGEM-T Easy klonlama vektorii (50 ng/uL) 1pul*
T4 DNA ligaz (1 U) 1uLl

* 1:1 sulandirilmig vektor

Klonlama sonunda olusan kolonilerden rekombinant plazmitler, plazmit izolasyon
kiti (Promega) ile firmanin 6ngordiigii sartlara gore izole edildi ve agaroz jelde yiiriitiilerek
ilgili gen icerebilecek klonlar segildi, ECORI ile kesildi ve teyit edildi.

Bu sekilde dogrulugu teyit edilen klonlarin baz dizini, otomatik dizi analizatorleri
araciligi ile (Macrogen, Hollanda) belirlendi. Sekans sonuclari, GenBank’taki (NCBI, NIH,
Washington, DC) verilerle karsilastirildi ve bu sekansin Erwinia amylovora hrpN genine
ait oldugu tespit edildi.

Sekil 5. (1,2) hrpN genini iceren pGEM-T Easy
klonlama vektoriiniin EcoRI ile kesimi
(3) Harpin genini igeren PCR fragmenti

3.2. Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN Geninin pET-20b(+) Vektoriine
Klonlanmasi ve Ekspresyonu

hrpN genini iceren PCR fragmentlerinin bir E. coli ekspresyon vektorii olan pET-
20b(+)’ye klonlanmas1 igin, oncelikle Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN geninin

igerisinde kesim bolgesi bulunmayan restriksiyon enzimleri belirlendi. pET-20b(+)
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ekspresyon vektoriinde kesim bolgesi bulunan restriksiyon enzimlerinin c¢alisabildigi ve
daha 6nce bu duruma uygun olarak dizayn edilen primerler (Hrp20-F, Hrp20-HR Hrp20-
SR) ekspresyon primeri olarak kullanildi ve PCR islemi bu primerlerle gergeklestirildi.
Amplifikasyon siirecinde harpin proteininin His-Tag’l1 olabilmesi i¢in ve hrpN
geninin klonlamasini dogru oryantasyonda ve dogru in-frame’de gergeklestirmek igin
BamHI, HindIII restriksiyon endoniikleaz enzim kesme bolgelerini ve His kodon dizilerini

iceren vektore uygun su primerler kullanildi:

Hrp20-F: 5°-CGG ATC CGATGA GTC TGA ATACAAGTG -3’
BamHl

Hrp20-HR: 5°’- CAA GCT TCG CGT GAT TAG CCG CGC CCAG-3’
HindlIl1l

Amplifikasyon siirecinde hrpN geninin klonlamasini dogru oryantasyonda ve dogru
in-frame’de gergeklestirmek i¢in BamHI, HindIII restriksiyon endoniikleaz enzim kesme

bolgelerini iceren vektore uygun su primerler kullanildi:

Hrp20-F: 5-CGG ATC CGATGA GTC TGA ATACAAGTG -3’
BamHI

Hrp20-SR: 5°-CAA GCT TCT AGT GAT TAG CCG CGC CCAG -3’
Hindlll

Tablo 5. Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN geninin amplifikasyonu ve pET-
20b(+)‘ye klonlanmasi igin kullanilan PCR sartlari

Bilesen (50 pL) Hacim

5X PCR tampon 10 pL
MgClI2 (25 mM) 3 uL
dNTP mix (1 mM) 1 uL
Hrp20-F (10 uM) 1 uL
Hrp20-SR- Hrp20-HR (10 uM) * 1 uL
dH20 33,2 uL
Tagq DNA polimeraz 0,3 uL
Kalip DNA 1 uL

*Hrp20-SR- Hrp20-HR primerleriyle iki farkli PCR reaksiyonu gerceklestirildi.
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Tablo 6. Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN geninin pET-20b(+)’ye
klonlanmasi i¢in kullanilan PCR programi

Sicaklik °C Siire (saniye) Dongii sayist

94 °C 180 1

94 °C 30 36

58 °C 25 36

72 °C 80 36

72°C 420 1
8°C 00 1

Sekil 6. (1) DNA ladder (1 kb) (2,3,4) Erwinia amylovora
EAKKB29’nin genomik DNA’simnin kalip olarak
kullanilmas1 (Hrp20-SR ve Hrp20-HR primerleri
kullanilarak) ile elde edilen PCR iriinlerinin
goriintiileri

PCR ile elde edilen DNA fragmentleri, 6nce E. coli IM101 hiicresi iginde pGEM-T
Easy vektoriine klonlandi. Ardindan hrpN genini iceren pGEM-T Easy vektorii izole
edildi. hrpN genini igeren pGEM-T Easy vektorii ve bos pET-20b(+) ekspresyon vektorii
BamHI ve Hindlll restriksiyon enzimleriyle kesildi. Kesim {iriinleri % 1,0’lik agaroz jelde
yiiriitiilerek, DNA fragmentleri jelden ¢ikarma kiti ile jelden ¢ikartildi.

Yapilan kesim reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen lineer vektér ve DNA
fragmentleri, DNA ligaz yardimiyla birbirine yapistirildi ve elde edilen ligasyon iiriinii E.
coli JM101 susuna aktarildi ve bu sus igindeki rekombinant plazmitlerin incelenmesiyle
ilgilenilen geni igeren klon bulundu. Klonlar p20hrpN(Ea) (pET-20b(+) His-Tag
icermeyen klon) ve p20hrpN(Ea)-His (pET-20b(+) His-Tag igeren klon) olarak
adlandirildu.
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Tablo 7. pET-20b(+) klonlama vektoriine ligasyon i¢in kullanilan sartlar

Bilesenler (15 pL) Hacim
10X T4 DNA ligaz tamponu 1,1ul
Kalip DNA 9 uL
PET-20b (+) klonlama vektorii 9 uL
T4 DNA ligaz (1 V) 1 uL

Sekil 7. pET-20b(+) klonu ve kontrol kesim tirtinii (1)
DNA ladder (1 kb) (2) Harpin genini igeren
pET-20b(+) plazmiti (3) Harpin geni tasiyan
pET-20b(+) klonunun BamHI ve Hindlll
enzimleriyle yapilan kontrol kesimi

Elde edilen dogru klonu tasiyan plazmit, E. coli BL21(DE3) hiicresine transforme
edilerek, genin ekspresyonu gergeklestirildi. Genin ekspresyonu igin E. coli BL21
hiicreleri, 1 mg/mL ampisilin igeren LB besiyerinde 37 °C’de bir gece biiyiitiildii ve gece
kiiltiirtinden optik yogunlugu 0,1 (600 nm) olacak sekilde yeni ampisilinli (1 mg/mL)
besiyerine hiicreler asilandi. Kiiltiir, yaklasik olarak, OD. 0,6’ya ulastiinda 1 mM IPTG
ile indiiklenerek 20 saat boyunca indiiklenmis kiiltiiriin 37 °C’de ve 18 °C’de inkiibasyonu
gerceklestirildi. Ekspresyon sonucu elde edilen iirtinler, HrpN(Ea)E (His-Tag igermeyen)
ve HrpN(Ea)E- His (His-Tag igeren) olarak adlandirildi.
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3.3. Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN Geninin pET-28a(+) Vektoriine
Klonlanmasi ve Ekspresyonu

hrpN genini iceren PCR fragmentlerinin bir E. coli ekspresyon vektorii olan pET-
28a(+)’ye klonlanmasi i¢in, Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN geninin igerisinde kesim
bolgesi olmayan pET-28a(+) vektoriiniin ¢oklu klonlama bdlgesinde ise var olan
restriksiyon enzimleri belirlendi. pET-28a(+) ckspresyon vektoriinde kesim bdolgesi
bulunan restriksiyon enzimlerinin g¢aligabildigi ve daha dnce bu duruma uygun olarak
dizayn edilen primerler (Hrp28-F, Hrp28-SR, Hrp28-HR) ekspresyon primeri olarak
kullanildi ve PCR islemi gerceklestirildi.

Amplifikasyon siirecinde harpin proteininin His-Tag’li olabilmesi i¢in ve hrpN
geninin klonlamasini dogru oryantasyonda ve dogru in-frame’de gergeklestirmek igin
Hindlll, Ncol restriksiyon endoniikleaz kesme bolgelerini ve His kodon dizilerini igeren

vektore uygun su primerler kullanildi:

Hrp28-F: 5’-CCC ATG GGC AGT CTG AAT ACA AGT GGG-3’
Ncol

Hrp28-HR: 5°- CAA GCT TCG CGT GAT TAG CCG CGC CCA G-3°
HindllI

Amplifikasyon siirecinde hrpN geninin klonlamasini dogru oryantasyonda ve dogru
in-frame’de gergeklestirmek i¢in Hindll1, Ncol restriksiyon endoniikleaz kesme bolgelerini

iceren vektore uygun su primerler kullanildi:

Hrp28-F: 5’-CCC ATG GGC AGT CTG AAT ACA AGT GGG-3’
Ncol

Hrp28-SR: 5°’-CAA GCT TCT AGT GAT TAG CCG CGC CCAG -3’
HindlIl1l
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Tablo 8. Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN geninin amplifikasyonu ve
pET-28a(+)’ya klonlanmasi i¢in olusturulan PCR sartlari

Bilesenler (50 pL) Hacim

5X PCR tampon 10 pL
MgCI2 (25 mM) 4 uL
dNTP mix (1 mM) 1 puL
Hrp28F (10 puM) 1 puL
Hrp28-SR- Hrp28-HR (10 uM) * 1 puL
dH20 31,7 uL
Taq DNA polimeraz 0,3 uL
Kalip DNA 1 uL

*Hrp28-SR- Hrp28-HR primerleriyle iki farkli PCR reaksiyonu gergeklestirildi.

Tablo 9. Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN geninin pET-28a(+) vektoriine
klonlanmasi i¢in kullanilan PCR programi

Sicaklik °C Siire (saniye) Dongui Sayist
94 °C 180 1
94 °C 3 36
62 °C 30 36
72°C 45 36
72 °C 420 1

8 °C 0 1
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Sekil 8. hrpN genini igeren PCR diriinleri (1,3) Erwinia
amylovora EAKKB29’nin genomik DNA’s1 ve
Hrp28-SR- Hrp28-HR primerleri kullanilarak elde
edilen PCR {irtinii (2) DNA ladder (1 kb)

hrpN geninin ekspresyon vektorii olan pET-28a(+)’ye klonlanmadan 6nce pGEM-T
Easy vektoriine klonlandi. hrpN genini iceren pGEM-T easy vektorii izole edildi. hrpN
genini iceren pGEM-T easy vektori ve bos pET-28a(+) ekspresyon vektorii Ncol ve
Hindlll restriksiyon ezimleriyle kesildi. % 1,0’lik agaroz jelde yiiriitilen DNA
fragmentleri jelden ¢ikarma kiti ile jelden ¢ikartildi.

Yapilan kesim reaksiyonlar1 sonucunda elde edilen lineer vektor ve DNA
fragmentleri DNA ligaz yardimiyla birbirine yapistirildi ve elde edilen ligasyon iiriinii E.
coli JM101 susuna aktarildi ve bu sus i¢indeki rekombinant plazmitlerin incelenmesiyle
ilgilenilen geni igerenklon bulundu. Klonlar p28hrpN(Ea) (pET-28a(+) His-Tag igermeyen
klon) ve p28hrpN(Ea)- His (pET-28a(+) His-Tag iceren klon) olarak adlandirildi.

Tablo10. pET-28a(+) klonlama vektdriine ligasyon igin gereken sartlar

Bilesenler (15 pL) Hacim
10X T4 DNA ligaz tampon 1,1 pL
Kalip DNA 9 uL
pPET-28a(+) klonlama vektorii 9 puL

T4 DNA ligaz (1 U) 1 uL
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Sekil 9. p28hrpN(Ea) ve p28hrpN(Ea)-His plazmitleri ve
kontrol kesimleri (1) p28hrpN(Ea) klonu (2)
p28hrpN(Ea)’nin  Ncol ve Hindlll enzimleriyle
yapilan kontrol kesimi (3) DNA ladder (1 kb) (4)
p28hrpN(Ea)-His klonu (5) p28hrpN(Ea)-His’in Ncol
ve HindIII enzimleriyle yapilan kontrol kesimi

Elde edilen dogru plazmit klonu E. coli BL21(DE3) hiicresine transforme edilerek,
genin ekspresyonu gergeklestirildi. Genin ekspresyonu i¢in E. coli BL21(DE3) hiicreleri, 1
mg/mL kanamisin igeren LB besiyerinde 37 °C’de bir gece biiyiitiildii ve gece kiiltiiriinden
optik yogunlugu 0,1 (600 nm) olacak sekilde yeni kanamisinli (1 mg/mL) besiyerine
hiicreler asilandi. Kiiltlir, yaklasik olarak, OD. 0,6’ya ulastifinda 1 mM IPTG ile
indiiklenerek 4 saat boyunca indiiklenmis kiiltiiriin 37 °C’de ve 18 °C’de inkiibasyonu
gergeklestirildi. Ekspresyon sonucu elde edilen iirtinler, HrpN(Ea)l (His-Tag igermeyen)
ve HrpN(Ea)l- His (His-Tag igeren) olarak adlandirildu.

3.4. Gen Uriiniiniin Elde Edilmesi ve Saflastirilmasi
3.4.1. Ni-Affinite Kromotografi Yontemi ile Saflastirma

Histidin kuyruk iceren harpin proteininin saflastirilmasi, N-terminaline ilave edilen
His-Tag kuyrugundan yararlanilarak nikel igeren bir saflastirma kiti olan HisLink™
Protein Purification Resin (Promega) sayesinde gerceklestirildi. Oncelikle nikel kolona

baghh kaldigindan diger proteinler uzaklastirildi. Ardindan kullanilan imidazol igeren
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soliisyon yikama ile histidin kuyruklu harpin proteinlerinin de kolondan ayrilmasi ve

saflagtirilmas1 sagland1 (Sekil 10 ve Sekil 11).

3.4.2. iyon Degisimi Kolon Kromatografisi

Histidin kuyruk igermeyen harpin proteininin saflastirilmasi i¢in, elde edilen hiicre
Oziitli iyon degisimi kolon kromatografisinden gegirildikten sonra, elde edilen fraksiyonlar
SDS-PAGE’de yiiriitiildii. Protein 6ziitii icerdigi belirlenen fraksiyonlar diyaliz islemine
tabi tutularak fazla tuzdan arindirildi (Sekil 10 ve Sekil 11).

3.5. SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Protein jel elektroforezleri, % 15’ lik SDS-PAGE kullanilarak 15 mA’lik akim
altinda gerceklestirildi. Harpin enzimlerinin molekiiler agirligi, molekiiler agirligr belli
olan bir protein markart ile ilgili proteinlerin SDS poliakrilamid jel elektroforezinde birlikte

yiirlitiilmesi ile belirlendi.

— 40kDa
- -—

Sekil 10. pET-28a(+) vektoriine klonlanip, kismen
saflagtirilan rekombinant Erwinia amylovora
EAKKB29 harpin proteininin SDS-PAGE
analizi (1) Iyon Degisim Kromotografisi ile
kismen  saflastirillan ~ HrpN(Ea)l  (2)
HrpN(Ea)l kaba ekstrakt (3) Markir (4)
HrpN(Ea)l-His kaba ekstrakt (5) HrpN(Ea)l-
His Ni-Affinite Kromotografisi ile elde
edilen ekstrakt
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Sekil 11. pET-20b(+) vektoriine klonlanip, kismen saflastirilan
rekombinant Erwinia amylovora EAKKB29 harpin
proteininin SDS-PAGE analizi (1) Konsantre edilmis
hrpN(Ea)E-His (2,5) kismen saf HrpN(Ea)E-His (3,6)
kismen saf HrpN(Ea)E (4) konsantre edilmis HrpN(Ea)E
(7,8) HrpN(Ea)E iyon degisim kromatografisi
yontemiyle elde edilen HrpN(Ea)E iceren ekstrakt

3.6. Bitki Uygulamalari
3.6.1. Bitkilerin Biiyiitiilmesi

Harpin proteinin bitki biiylimesine (yaprak, kok, kuru agirlik, yas agirlik) etkisini
belirlemek igin, her bir grupta 12’ser adet tohum olmak tizere 17x17%11 c¢cm ebadindaki
Hoagland besin soliisyonu iceren plastik kaplarda, 1s1k yogunlugu (400-430 pmol m'zs'l),
sicaklik (18-20 °C) ve nem (% 50-70) kontrollii biiyiime odasinda ¢imlenme islemi
gerceklestirildi. Destek ortami olarak vermikulit kullanildi. Cimlenmeden yaklasik 10-15
giin sonra Hoagland Besin Soliisyonu igerisinde bulunan fidelere kokten ¢esitli
konsantrasyonlarda harpin proteini muamelesi yapilarak bitkilerin 0. giin, 3. giin, 7. giin ve
10. giin Olgtimleri alindi. Harpin proteini i¢ermeyen sadece Hoagland besin soliisyonu

iceren gruplar kontrol grubu olarak kullanildi.
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Sekil 12. Bugday (Triticum aestivum) fidelerinin uygulamadan
onceki hali

3.6.2. Analiz ve Olgiimler

Fizyolojik 6l¢timler bitkilerin dogal ortamlarinda dogrudan bitkilerin yapraklari ve
kokleri iizerinden yapildi.

Uygulama sonrasinda asagidaki parametreler kullanilarak degerlendirmeler yapildi.
Yaprak Uzunlugu (cm): Fidelerde ilk gergek yaprakta, yaprak sapmnin aya ile birlestigi

nokta ile ayanin en u¢ kismi arasinda kalan kisim cetvel yardimi ile dlgtildii.

Sekil 13.Yaprak uzunlugu 6lgtimii ig¢in hazirlanmig
bugday fideleri

Kok Uzunlugu (cm): Toprak yiizeyinden kesilen koklerin yikandiktan sonra koklerinin

cetvel yardimiyla 6l¢iilmesi sonucu elde edildi.
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Sekil 14. Kok uzunlugu 6l¢timii i¢in hazirlanmis
bugday fideleri

Bitkinin Toplam Yas Agirligi (g): Fidelerde kok ve govdenin yas agirliklar hassas terazi

ile olc¢ildii.

Sekil 15. Bitkinin toplam (kok ve yaprak) yas agirlik
Ol¢limil i¢in hazirlanmig bugday fideleri

Bitkinin Toplam Kuru Agirligr (g): Yas agirhigi saptanan fidelerin kok ve govdeleri
aliiminyum folyoya Yerlestirilerek, sicakligi 65 °C’ye ayarl etiivde sabit agirliga gelinceye

kadar bekletilmesi sonrasinda terazide kuru agirliklar 6l¢iildii.
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Sekil 16. Bitkinin toplam (kok ve yaprak) kuru agirlik
Ol¢limii i¢in hazirlanmig bugday fideleri

3.6.2.1. HrpN(Ea)E ve HrpN(Ea)E-His Proteinlerinin Bitkinin Yas Agirhgi,
Kuru Agirhgi, Yaprak Uzunlugu ve Kok Uzunluguna Etkisi

Uc tekerriirlii olarak gerceklestirilen uygulamalar ve analizlerin sonucunda elde
edilen verilerin varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows
16.0) paket programi i¢inde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile yapildi Benzer
etkilerin goriildiigii konsantrasyon degerlerinin ortalama ve standart sapmalart alinarak,
benzer harflendirmeler yapildi. En az etki "a" harfiyle baslamak iizere "h" harfine kadar
derecelendirme yapildu.

Cimlenmeden yaklagik 10-15 giin sonra Hoagland Besin Sollisyonu igerisinde
bulunan fidelere, kokten cesitli konsantrasyonlarda harpin proteini muamelesi yapilarak

bitkilerin kok uzunlugu, yaprak uzunlugu, yas agirlik ve kuru agirlik 6lgtimleri yapildi.
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Uygulanan HrpN(Ea)E-His protein miktari (pul)
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*1 ul = 0,015 pug ekstraseliler ekstrakt

Sekil 17. Harpin proteini igeren konsantre edilmis ekstraseliiler bakteri ekstraktlarinin
T. aestivum fidelerinin kok uzunluklar tizerine etkileri (A) HrpN(Ea)E-His
uygulamasinin kok uzunlugu iizerine etkisi (B) HrpN(Ea)E uygulamasinin
kok uzunlugu tizerine etkisi

Kok uygulamalari degerlendirildiginde, en etkili konsantrasyonun 300 ul (4,5 pg
ekstraseliiler ekstrakt) oldugu, 900 ul (13,5 ug)’ den sonraki konsantrasyonlarda ise etkinin
azaldig1 tespit edildi. HrpN(Ea)E-His ve HrpN(Ea)E proteininin saflastiriimasi sirasinda,
kolondan gecirilirken meydana gelen {iriin kayb1 nedeniyle, harpin proteini uygulamasi
protein saflastirmasi yapilmadan, total protein olarak gergeklestirildi. Bu sebeple, klon
icermeyen vektorii tasityan BL21(DE3) hiicresinin bir etkisinin olup olmadigini arastirmak

icin hiicrenin ekstraseliiler ekstrakti uygulamasi1 da gergeklestirildi. Yapilan analiz
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sonucunda uygulunan bos vektorlii ekstraseliiler ekstraktin kdk uzunluguna kontrolden

farkl1 bir etkisinin olmadig1 belirlendi ve vektoriin etkisi olmadig teyit edildi.
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*1 ul = 0,015 ug ekstraseliiler ekstrakt

Sekil 18. Harpin proteini igeren konsantre edilmis ekstraseliiler bakteri ekstraktlarmin T.
aestivum fidelerinin yaprak boylar1 tizerine etkileri (A) HrpN(Ea)E-His
uygulamasmin yaprak boyu iizerine etkisi (B) HrpN(Ea)E uygulamasinin
yaprak boyu lizerine etkisi

Enzim 3. giinden itibaren etki gostermeye basladi ve 7. giin itibariyle diizenli artig
gorildi. Uygulamalar degerlendirildiginde en etkili konsantrasyonun 300 pl (4,5 pg)
oldugu, 900 pl (13,5 pg)’den sonraki konsantrasyonlarda ise etkinin azaldigi belirlendi.
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HrpN(Ea)E-His ve HrpN(Ea)E proteininin saflastirilmasi sirasinda, kolondan gegirilirken
meydana gelen iiriin kaybi nedeniyle, harpin proteini uygulamasi protein saflagtirmasi
yapilmadan gerceklestirildi. Bu sebeple, klon i¢ermeyen vektorii tasiyan BL21(DE3)
hiicresinin bir etkisinin olup olmadigini arastirmak icin, hiicrenin ekstraseliiler ekstrakti
uygulamasi yapildi. Yapilan analiz sonucunda uygulunan bos vektorlii ekstraseliiler
ekstraktin, yaprak boy uzunluguna kontrolden farkli bir etkisinin olmadigi belirlendi ve

vektoriin etkisi olmadigi teyit edildi.
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Sekil 19. Harpin proteini i¢eren konsantre edilmis ekstraseliiler bakteri ekstraktlarinin
T. aestivum fidelerinin yas agirliklari iizerine etkileri (A) HrpN(Ea)E-His
uygulamast sonucu bitkilerin toplam yas agirlik olgtimi (B) HrpN(Ea)E
uygulamasi sonucu bitkilerin toplam yas agirlik 6lgtimii
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Yas agirlik dlgtimleri degerlendirildiginde en etkili konsantrasyonun 300 pl (4,5ug)
oldugu, 900 pl (13,5 pg)’ den sonraki konsantrasyonlarda ise etkinin azaldigi gézlendi.
Ayrica HrpN(Ea)E-His protein uygulamasinda 100 ul (1,5 pg), 300 ul (4,5 pg) ve 500 pl
(7,5 pg) uygulamalarinin birbirine yakin oldugu belirlendi. Klon igermeyen vektori
tastyan BL21(DE3) hiicresinin bir etkisinin olup olmadigini arastirmak i¢in hiicrenin
ekstraseliiler ekstraktt uygulamasi yapildi. Yapilan analiz sonucunda uygulunan bos
vektorlii ekstraseliiler ekstraktin, toplam yas agirlik Olgiimiinde kontroliin toplam yas
agirlik 6lgimiinden farkl bir etkisinin olmadig belirlendi ve vektoriin etkisi olmadigi teyit

edildi.
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Sekil 20. Harpin proteini iceren konsantre edilmis ekstraseliiler bakteri
ekstraktlarimin T. aestivum fidelerinin kuru agirhik {izerine etkileri (A)
HrpN(Ea)E-His uygulamasi sonucu bitkinin toplam kuru agirlik 6lgtimii (B)
HrpN(Ea)E uygulamasi sonucu bitkinin toplam kuru agirlik 6l¢iimii
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Kuru agirlik dlgtimleri degerlendirildiginde en etkili konsantrasyonun 300 ul (4,5 pg)
oldugu, 900 pl (13,5 pg)’ den sonraki konsantrasyonlarda ise etkinin azaldigi gézlendi.
Ayrica HrpN(Ea)E-His ve HrpN(Ea)E uygulamasinda 300 pl (4,5 ug) ve 500 ul (7,5 pg)
uygulamalarinin etkilerinin birbirine ¢ok yakin oldugu tespit edildi. Klon igcermeyen
vektorii tastyan BL21(DE3) hiicresinin bir etkisinin olup olmadigini arastirmak igin
hiicrenin ekstraseliiler ekstrakti uygulamasi yapildi. Yapilan analiz sonucunda uygulunan
bos vektorlii ekstraseliiler ekstraktin toplam kuru agirlik 6l¢timiinde kontroliin toplam kuru

agirlik 6l¢timiinden farkl bir etkisinin olmadigi belirlendi ve vektoriin etkisi olmadig teyit
edildi.

3.6.2.2. HrpN(Ea)l ve HrpN(Ea)l-His Proteinlerinin Bitkinin Yas Agirhgi, Kuru
Agirh@l, Yaprak Uzunlugu ve Kok Uzunluguna Etkisi

Ug tekerriirlii olarak gerceklestirilen uygulamalar ve analizlerin sonucunda elde
edilen verilerin varyans analizi Statistical Package for Social Sciences (SPSS for Windows
16.0) paket programi i¢inde yer alan Duncan Coklu Karsilastirma Testi ile yapildi yapildi
Benzer etkilerin goriildiigii konsantrasyon degerlerinin ortalama ve standart sapmalari
alinarak, benzer harflendirmeler yapildi. En az etki "a" harfiyle baglamak tizere "h" harfine
kadar derecelendirme yapildi.

Cimlenmeden yaklagik 10-15 giin sonra Hoagland Besin Soliisyonu igerisinde
bulunan fidelere kokten gesitli konsantrasyonlarda harpin proteini muamelesi yapilarak

bitkilerin kok uzunlugu, yaprak uzunlugu, yas agirlik ve kuru agirlik dl¢timleri yapildi.
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Sekil 21. Kismen saflastirilmis intraseliller harpin proteininin T. aestivum kok
uzunluklari tizerine etkileri (A) HrpN(Ea)I-His uygulamasinin kok uzunlugu
tizerine etkisi (B) HrpN(Ea)I uygulamasinin kok uzunlugu iizerine etkisi

Kok uygulamalar1 degerlendirildiginde en etkili konsantrasyonun 300 pl (4,5 pg
kismi saf) oldugu, 900 pul (13,5 pg)’ den sonraki konsantrasyonlarda ise etkinin azaldigi
tespit edildi.
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Sekil 22. Kismen saflagtirilmig intraseliiler harpin proteininin T. aestivum yaprak boylari
tizerine etkileri (A) HrpN(Ea)l-His uygulamasinin yaprak boyu iizerine etkisi
(B) HrpN(Ea)l uygulamasinin yaprak boyu tizerine etkisi

Harpin proteini 3. gilinden itibaren etki gostermeye basladi ve 7. giin itibariyle
diizenli artig gortldi. Uygulamalar degerlendirildiginde en etkili konsantrasyonun 300 ul
(4,5 pg) oldugu, 900 ul (13,5 pg)’ den sonraki konsantrasyonlarda ise etkinin azaldigi
belirlendi.
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Sekil 23. Kismen saflastirilmig intraseliiler harpin proteininin T. aestivum yas agirlik
tizerine etkileri (A) HrpN(Ea)l-His uygulamasi sonucu bitkinin toplam yas
agirligi tizerine etkisi (B) HrpN(Ea)l uygulamasi sonucu bitkinin toplam yas
agirhigr lizerine etkisi

Yas agirlik olglimleri degerlendirildiginde en etkili konsantrasyonun 300 pl (4,5
png) oldugu, 900 npl (13,5 pg)’ den sonraki konsantrasyonlarda ise etkinin azaldigi

belirlendi.
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Sekil 24. Kismen saflastirilmis intraseliiler harpin proteininin T. aestivum kuru agirlik
tizerine etkileri (A) HrpN(Ea)l-His uygulamasi sonucu bitkinin toplam kuru
agirlik olgiimii (B) HrpN(Ea)l uygulamasi sonucu bitkinin toplam kuru agirlik
ol¢timii

Kuru agirlik dlgtimleri degerlendirildiginde en etkili konsantrasyonun 300 pl (4,5 pg)
oldugu, 900 pl (13,5 ug)’ den sonraki konsantrasyonlarda ise etkinin azaldigi belirlendi.
Ayrica HrpN(Ea)l ve HrpN(Ea)l-His’in 300 pl (4,5 pg) ve 500 ul (7,5 pg)
uygulamalariyla benzerlik tespit edildi.
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Sekil 25. En yiiksek etkiyi gosteren HrpN(Ea)l proteininin farkli
miktarlarinin (1 pl=0,015 pg) bitki yaprak ve kok boyuna
etkisi (1) kontrol (2) 10 ul (3) 30 pul (4) 50 pl (5) 100 pl
(6) 300 ul (7) 500 ul (8) 900 pl (9) 1000 pl



4. TARTISMA

Ulkemiz hizla artan kent niifusuna ragmen, hala ekonomisi tarima dayal1 bir iilke
durumundadir. Bununla birlikte, hizla artan niifus ve kentlesmeyle birlikte her gecen giin
tarim alanlariin azalmasina ve kisi basina diisen tarim iiriinii miktarinin diigmesine neden
olmaktadir. Ge¢miste tarimsal {iriin bakimindan kendi kendine yeten {ilke konumunda olan
Tirkiye, simdi bir¢ok iilkeden tarimsal iirin ithal etmektedir. Bunun en Onemli
sebeplerinden biri, ekonomik olarak onemli bitkilerde hastalik ve zararlilarla miicadelenin
bilingli ve tam bir sekilde yapilamamasidir.

Gliniimiizde Tretici ve tiiketicilerin bilinglenmesi sonucunda patojen kaynakli
hastaliklara karsi uygulanan kimyasal igerikli pestisitlere olan talep her gecen giin
azalmaktadir ve biyolojik kontrol ve entegre miicadele programlari popiiler hale
gelmektedir. Hastalik ve zararlilara kars1 dayanimi arttirici olarak kullanilan bioaktivatorler
biyolojik miicadelenin 6nemli yapi taslarindandir. Ticari olarak kullanilan biyoaktivatorler
arasinda en cok tercih edilenlerden birisi de Messenger® ticari ismiyle satisa sunulan
harpin proteinidir. Bitki aktivatorlerinin kullanimi1 son yillarda organik tarimda da artig
gostermektedir.

Yapilmig olan arastirmalarda genellikle harpin proteininin hastalik {izerine etkisi
aragtirtlmig, fakat saglikli bitkiye uygulandiginda olusan etkileri hakkinda az sayida
aragtirma yapilmistir. Harpin uygulanan bitkide, bitki biyomasmin arttifi, meyve
boyutlarinin, meyve kalitesinin, tiriin veriminin ve stres toleransinin arttigi belirlenmistir.

Bakteriyel ve fungal hastaliklarin yaptig1 zararlar1 6nlemek i¢in bir ¢ok durumda,
modern tarimin bir parcasi olan pestisitler kullanilsa bile, bitki hastaliklarinin olusturacag:
zarar tamamen 6nlenememektedir. Hem iiriin maliyetini arttirmasi hem de ¢evreye ve diger
hedef olmayan canlilara verebilecegi olasi zararlar sebebiyle, bu maddelerin kullaniminda
her gegen giin daha fazla kisitlama s6z konusu olmaktadir (Kazan ve ark., 2001).

TAGEM tarafindan desteklenen “Patates Sigil Hastaligi (Synchytrium endobioticum)’
na Kars1 Bazi Fungisitler ve Rizosfer Bakterileri ile Miicadele Calismalari” konulu bir
doktora projesinde, harpin proteini igerikli Messenger®’mn diger bitki aktivatorleriyle
birlikte hastalik {izerine etkileri arastirilmig, 10 ml suda 3 g olarak uygulanan
Messenger®’in hastaligi azaltma etkisinin % 26,27 oldugu, buna karsilik 10 ml suda 9 ml

olarak uygulanan Cropset®‘in hastaligi azaltma etkisinin % 13,97 oldugu belirlenmistir.
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Bu da harpin proteini igeren Messenger®’1n diger bazi bitki aktivatorlerine gore daha etkili
oldugunu gostermektedir.

Yine Cukurova Universitesi Bitki Koruma Anabilimdali’nda yapilan “Kabak Sari
Mozayik Viriisii (Zucchini  Yellow Mosaic Virus, ZYMV)’niin Tanis1 ve Bitki
Aktivatorleri Kullanilarak Miicadele Olanaklariin Arastirtlmasi” adli bir yiiksek lisans tez
calismasinda, aktivator uygulamasindan 24 saat sonra, virlis inokulasyonu yapilan
bitkilerin lignin boyama (Phloroglucinol; HCI ile reaksiyona girmekte ve lignin olusum
noktalarini sabitleyerek koyu turuncu veya pembemsi bir renk almasimi saglamaktadir)
sonuclar incelendiginde, Messenger®’da lignin sentezinin en fazla oldugu ve bunu
sirastyla ACTIGARD® ve ISR-2000®’ in izledigi gozlenmistir. Bitkilerin elisitorler veya
aviriilent fungal patojenler ile uygulanmalar1 sonucu reaksiyon noktalarinda fenolik ve
lignin benzeri materyallerin biriktigi birgok arastirici tarafindan bildirilmistir (Hornby ve
Fitt, 1981; Aist, 1983; Stoltzenburg ve ark., 1984; Nicholson ve Hammerschmidt, 1992).
Abiyotik ve biyotik uyaricilarla dayanikliligin uyarildig: bitkilerde, bitki hiicre duvarinda
fenolik bilesiklerden lignin olusumu, hiicre duvarmin mekanik giiclinii arttirmaktadir.
Yapilmis olan bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Messenger®’in bitki savunma sisteminde
etkisi goriilmektedir.

Bastas ve ark. (2010)’larinin yaptigi calismada ates yanikligi hastaligina karsi,
yetistirme sezonu igerisinde korunmanin devamliligi ve siirglin gelisimi bakimindan,
geleneksel iirlinlere, streptomisin, bakir ve maneb+bakir, alternatif olarak konuk¢u
dayanikliligmi tegvik edicilerin, harpin protein, benzothiadiazole, prohexadione-Ca
etkililigi ve uygulama zamanlari, hassas armut cesitlerinde, sera ve arazi kosullarinda
degerlendirilmistir. Harpin proteinin hastaliin onlenmesinde sirasiyla sera ve arazide %
49 ve % 65 oranlarinda dikkate deger etki tespit edilmis olup, ates yaniklig1 hastaliginin
stirgiin yaniklig1 evresi kontroliinde, harpin proteininin yaninda dayaniklilig1 tesvik eden
kimyasallarin kullanimi1 6nerilmektedir. S6z konusu ¢alismada, harpin proteinin siirgiine
etkisi belirlenmis olup harpin proteinine ek olarak dayaniklilig1 tesvik edici kimyasallarin
kullaniminin da etkiyi olumlu yonde arttirdig: tespit edilmistir.

Bunun yaninda Tosun ve ark. (2003)’larinin yaptig1 “The Effect of HarpinEa as
Plant Activator in Control of Bacterial and Fungal Diseases of Tomato” adli bir ¢alismada,
domateste olusan bakteriyal ve fungal hastaliga karst harpin proteininin fungisit ve
bakteriositlerle kombine uygulamalari yapilmis, harpinin fungisit ve bakteriositlerle

kombine uygulamasinin olumlu sonuclar verdigi, bunun yaninda tek basina harpinin de
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birlikte etkiden ziyade tek etkisinin bir¢ok birlikte kullanimdan daha iyi oldugu oldugu
belirlenmistir. Ayrica yine bu ¢alismada pek ¢ok yiiksek bitkide kitinazlar, 3-1,3-glukanaz,
kitosanaz ve peroksidaz bulundugu ve bunlarin ¢ok komponentli savunma sisteminin bir
parcast oldugu ve bitkilerin patojenlere karsi savunma tepkimelerinde rol oynadigi
belirtilmistir. (Peroksidaz, bitki (Lagrimini vd., 1997) yeni hiicre duvar biyosentezinin
indiiksiyonunda yaygin olarak kullanilir (Gasper vd., 1982). Peroksidaz ekspresyon
seviyelerinin, ¢esitli bitki sistemlerinde, stres kimyasallar1 ve enfeksiyon sonucu degistigi
gosterilmistir). Hastalikl bitkiye bitki akvitavorii, fungusit veya bakteriosit uygulandiginda
hiicrede peroksidaz miktarinin arttigi belirtilmistir. Kontrol bitkilerinde peroksidaz
aktivitesi 165 mg/mL/dk iken, tek basina harpin (320 mg/mL/dk) uygulandiginda bu
miktar kontrole gore % 94,0’tiir. En yiiksek etki, kontrolle kiyaslandiginda, % 148 olarak
HarpinEa+ Experimental Aventis (410 mg/mL/dk)’te belirlenmis, en diisiik etki ise
HarpinEa + Quadris uygulamasinda (229 mg/ mL/dk) kontrol grubuna kiyasla % 38,8 daha
fazla arttigr tespit edilmistir. Bu galisma sonucunda harpin proteinin bakteriosit ve
fungusitlerle birlikte uygulanmasinin bitkiye bir zararmin olmadig: tespit edilmis, harpinin
de tek basmna kullaniminin olduk¢a iyi sonuglar verdigi belirtilmistir. Bu calisma baz
almarak harpin proteinin dogal yapida olmasi nedeniyle ¢evreye zarari olmadigi
distintildiigiinde, fungisit ve bakteriositin ¢evreye olan olumsuz etkilerinden dolayr harpin
proteinin tek basina kullaniminin uygun oldugu onerilebilir.

Calistigimiz Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisinin hrpN geni diginda hrpW
harpin geninin arastirildigi belirlenmistir. Jihyun F. Kim ve arkadaglarinin (2001) yaptigi
calismada hrpW’nin glisin ve serin bakimimdan zengin olmasi ve sistein igermemesi
nedeniyle bilinen harpinlere benzer bir proteini kodladigi belirtilmistir. hrpW geninin 1s1l
kararliliginin oldugu ve proteaza duyarli oldugu, prolin ve serin bakimindan zengin oldugu
tespit edilmistir. Hicbir pektat liyaz aktivitesi tespit edilmemesine ragmen, hrpW'nin C-
terminal bolgesi, benzersiz bir sinifin pektat liyazlarina homolog olup, hrpW'nin bitki
hiicre duvarina hedef olabilecegini diisiindiirmektedir. Western blot analiziyle, hrpW'nin
birka¢ Erwinia tiirii arasinda korunmus oldugunu ve hrpW'nin bir hrpN mutantinin HR
(hipersensitive response)-indiikleme kabiliyetini artirdigir gosterilmistir. Bahsi gegen bu
caligma sonucunda hrpW geninin hrpN genine amino asit icerigi olarak benzer oldugu
ayrica C-terminal bolgesinin pektat liyazlarina homolog olmakla birlikte, pektat liyaz
aktivitesi gostermedigi, hrpN geni gibi direkt bitki savunma mekanizmasini etkilemedigi,

hrpN mutantinin HR-indiikleyici kabiliyetini arttirdigi gosterilmistir. hrpWnin bitkilerde
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HR mekanizmasini aktiflestirdigi belirlenmis, fakat bunun hrpW'nin potansiyel PL (pektat
liyaz) aktivitesinden kaynaklanmag: tespit edilmistir. Son olarak, hrpW'nin HR ve
patojenite i¢in gerekli olmadigi, ancak asir1 ekspres edildiginde, bir hrpN mutantinin HR
aktivitesini arttirdigina dair kanitlar sunulmustur.

Eden Bioscience’da ¢alisan bilim adamlar1 harpin genini ¢esitli bakterilerden izole
edip klonlama c¢alismalar1 yapmis, bu proteini preparat haline getirerek patentlemislerdir.
Firmanin yapmis oldugu calismalarda ekpresyon vektorii olarak pET-28a(+) kullanilmustir.
K.T.U. Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuvarinda yapilmis olan bu klonlama
calismasinda, pET-28a(+) vektorii yaninda pET-20b(+) vektorii de kullanilmig olup, harpin
genlerini tastyan bu vektorler BL21(DE3) hiicresine transform edilerek, harpin proteinin
over ekspresyonu yapilmistir. Elde edilen proteinlerin konsantrasyonlar1 Bradford (1976)
yontemine gore hesaplanmistir. SDS-PAGE’e ul’sinde esit nug olacak sekilde yiiklenerek
ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir. pET-20b(+) ekspresyon vektorii kullanilarak elde
edilen HrpN(Ea)E ve HrpN(Ea)E-His drinlerinin protein bantlarinin, pET-28a(+)
ekspresyon vektori kullanilarak elde edilen HrpN(Ea)l ve HrpN(Ea)l-His iirlinlerinin
protein bantlarindan oldukga zay1f oldugu tespit edilmistir.

HrpN(Ea)E ve HrpN(Ea)E-His proteinlerinin saflastirilmasi sirasinda, kolondan
gecirirken meydana gelen {iriin kaybt nedeniyle HrpN(Ea)E ve HrpN(Ea)E-His
proteinlerinin uygulamasi protein saflastirmasi yapilmadan gergeklestirilmistir. pET-
20b(+) vektoriine (p20hrpN(Ea) ve p20hrpN(Ea)-His) klonlanilarak ekspresyonu
gerceklestirilen harpin proteininin, bu vektdrdeki ekspresyon sartlari iyilestirilememis,
pET-28a(+) vektoriine (p28hrpN(Ea) ve p28hrpN(Ea)) klonlanilarak ekspresyonu
gerceklestirilen harpin proteininin ekspresyonunda olumlu sonu¢ alinmigtir. Yine daha
once Eden Bioscience firmasinin kullanmis oldugu pET-28a(+) vektoriine klonlama His-
Tag’li olarak yapilmig olup, laboratuvarimizda yapilan pET-28a(+) klonlamasinda
p28hrpN(Ea) ve p28hrpN(Ea)-His klonlamalari elde edilmis, elde edilen veriler
degerlendirildiginde p28hrpN(Ea)’nin bitki iizerine etkisinin daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Bunun da His-Tag’in protein konformasyonunu olumsuz yonde etkilemesinden
kaynaklandig: diistintilmektedir.

Yukarida da belirtildigi gibi HrpN(Ea)E-His ve HrpN(Ea)E proteininin
saflagtirilmast sirasindaki, kolondan gegirilirken meydana gelen iiriin kaybi nedeniyle,
harpin proteini uygulamasi protein saflastirmasi yapilmadan gerceklestirilmistir. Klon

icermeyen vektorii tastyan BL21(DE3) hiicresinin bir etkisinin olup olmadigini arastirmak
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amaciyla hiicrenin ekstraseliiller ekstrakti uygulamasi yapilmistir. Yapilan analiz
sonucunda uygulunan bos vektorlii hiicre ekstraktinin kontrolden farkli bir etkisinin
olmadigi belirlenmis ve tek basina vektoriin etkisi olmadigi teyit edilmistir. pET-28a(+)
vektoriiyle rekombinant hale getirilen harpin proteininin ekspresyonu ve saflastirilmasi
sirasinda bir olumsuzluk gézlenmemistir.

Harpin proteinin bitki biiylime ve gelismesi {izerine etkisi {lizerine yapilan
arastirmalar, daha once de belirtildigi gibi kisitlidir. pamuk bitkisi kullanilarak yapilan bir
calismada, bitkiye 13,2 ug/ml olarak uygulanan Messenger®’mn pamuk bitkisinde
cimlenmeden 35 giin sonra bitki boyunu yaklasik 1 cm artirdigr goriilmiis, buna karsilik
bugday bitkisi kullanarak yapmis oldugumuz ¢alismada 15 pg/ml uygulamalarimizda bitki
yaprak boyunda 4 cm’ye kadar artis belirlenmistir.

Yaptigimiz bu galismada harpin proteini, bugday bitkisine besin solusyona ul’sinde
0,015 pg olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda verilmis olup, dncelikle koklerde olumlu
bir artis olmas1 beklenmis, son giin dl¢limleriyle de bu teyit edilmistir.

Yapmis oldugumuz bu ¢alismada, harpin proteinin bitkinin gelisimi tizerine etkileri
Triticum aestivum bitkisi {izerinde arastirilmigtir, fakat litaratiir incelendiginde yapilan
diger caligmalarda bugday bitkisi disinda domates, misir, pamuk, biber, tiitiin, ahududu,
hiyar, armut, elma vb. bitkilerle de harpin proteini denemeleri yapildig1 belirlenmis olup,
harpinin farkli bitki tiirlerinde de etkisinin oldugu tespit edilmistir. Bu da gosteriyor ki
harpin proteini, farkli bitki tiirleri tizerine bitki verimliligini ve tiriin kalitesini artirmak igin
kullanilabilinmektedir.

Eden Bioscience’da ¢alisan bilim adamlarinin yaptigi bir calismada, iiretilen
Messenger®’1n sadece hastalik yapan bakteriyal organizmalar {izerine degil viral ve fungal
organizmalar tizerine de etkisi saptanmustir. Bu da preperat (ekstrakt) hale getirmeyi
diisiindiigiimiiz harpin proteininin ¢ok amaclh kullaniminin saglanacagini gostermektedir.
Bu iiriliniin basaril1 bir sekilde iiretilmesi halinde yurtdisina bagimlilik ortadan kalkacak ve
iilkemiz ekonomisine ciddi katkilar saglayacaktir. Yurtdisindan bagimsiz olarak bir¢ok
bitkide hem ates yaniklig1 lizerine hem de bitki biiyiime ve gelismesine yonelik kullanimi
saglanabilecektir.

Son yillarda ticari olarak kullanilan enzimlerin biiyiik bir kisminin mikroorganizma
kaynakli enzimler oldugu goriilmektedir. Yine son yillarda yapilan ¢alismalar, sistemik
dayaniklilik kazanma (SAR) mekanizmasini tetikleyen farkli maddelerin gelistirilmesi

yoniinde hiz kazanmistir. Gelistirilenler ise, gerek Diinya gerekse Tiirkiye piyasasinda kisa
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stirede yer almistir. Bunlarin i¢inde, Harpin Proteini (Messenger®) Diinya’da oldugu gibi
tilkemizde de yaygin olarak kullanilmaya baglanmistir.

Tirkiye’ye, iiretilecek olan {iriinlin muadili olan harpin proteini igerigine sahip
Messenger® markali iiriiniin ciddi miktarlarda ithalati tapilmaktadir. Uretilecek olan
tirtiniin muadili olan harpin proteini igerigine sahip Messenger® markali iiriin kullanilarak
tilkemizde Ziraat Fakiiltelerinde bir¢ok akademik calisma yapilmaktadir. Ayrica 6zellikle
seraciligin yogun oldugu Akdeniz Bolgesi gibi tarimin yogun oldugu yerlerde bu iiriin
yogun olarak kullanilmaktadir.

Yaptigimiz bu c¢alisma ile harpin geni klonlanmis, ekspresyonu yapilmis ve bugday
fideleri tizerinde uygulamalar1 yapilarak basarili sonuglara ulasilmistir. Bu proteinin
etkinliginin arttirllmasi, iretim maliyetinin disliriilmesi, ticari boyutlarda iiretimi ve
ticarilestirilmesi yoniinde calismalarin yapilmasi, lilkemiz ekonomisine onemli katkilar

saglayacaktir.



5. SONUCLAR

Yapilan bu c¢alismada Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisinin yerel bir
izolatindan hrpN geni PCR yardimiyla elde edildi. PCR araciligiyla ¢ogaltilan ve geni
iceren fragmentin uzunlugunun 1200 bp oldugu tespit edildi. hrpN geni pGEM-T Easy
klonlama vektoriine klonlanarak sekans ettirildi ve elde edilen fragmentin ilgili gen oldugu
tespit edildi. Bu gen pET-20b(+) ve pET-28a(+) vektorlerine histidin kuyruksuz ve
kuyruklu olacak sekilde klonlanarak E. coli BL21(DE3) hiicresinde ekspres edildi. Farkli
sicaklik (18 °C ve 37 °C), farkli besiyeri (Luria-Bertani broth, Teriffic besiyeri), farkli
zaman aralig1 (4 saatten 36 saate kadar) denenerek en iyi ekspresyon seviyesi belirlendi.
HrpN(Ea)E-His ve HrpN(Ea)l-His proteinleri, Ni-affinite kolon kromotografisi
kullanilarak saflastirildi. HrpN(Ea)E ve HrpN(Ea)l proteinlerinin ise, iyon degisim kolon
kromotografisi  kullanilarak saflastirilmasi  yapildi.  Saflastirilan  HrpN(Ea)E-His,
HrpN(Ea)l-His, HrpN(Ea)E ve HrpN(Ea)l proteinleri SDS-PAGE’de yiiriitildii ve
molekiiler agirliklar1 yaklagik 40 kDa olarak tespit edildi. Farkli vektorlere klonlama
sonucu BL21(DEJ) hiicresine aktarilarak, harpin proteinin over ekspresyonu yapilmistir.
Elde edilen proteinlerin konsantrasyonlari Bradford (1976) yontemine gore hesaplanmistir.
SDS-PAGE’e pul’sinde esit pg olacak sekilde yiiklenerek ekspresyon seviyeleri
karsilastirilmistir.

HrpN(Ea)E-His ve HrpN(Ea)E proteininin saflastirilmasi sirasindaki, kolondan
gecirilirken meydana gelen iirlin kaybi nedeniyle harpin proteini uygulamasi protein
saflagtirmas1 yapilmadan gergeklestirildi. Bu sebeple klon igermeyen vektorii tasiyan
BL21(DE3) hiicre ekstraktinin bir etkisinin olup olmadigini arastirmak icin hiicrenin
ekstraseliiler ekstrakti uygulamasi1 yapildi. Yapilan analiz sonucunda uygulunan bos
vektoriin kontrolden farkli bir etkisinin olmadig belirlendi ve tek basina vektoriin etkisi
olmadig teyit edildi. pET-28a(+) vektoriiyle rekombinant hale getirilen harpin proteininin
ekspresyonu ve saflastirilmasi sirasinda bir olumsuzluk goézlenmedi.

Daha sonra ekpresyonu gergeklestirilen harpin proteinleri Triticum aestivum
(Altindane Ekmeklik Bugday) bitkisi {izerinde, bitkinin fidesine farkli kombinasyonlarla
uygulanarak bitkinin biiytime ve gelismesi {izerine etkileri arastirildi. Sonug olarak; pET-
28a(+) vektoriine klonlanarak ekspresyonu gerceklestiren harpin proteininin, pET-20b(+)

klonlanarak ekspresyonu gerceklestiren harpin proteininden daha etkili oldugu belirlendi.
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Yapilan HrpN(Ea)E-His, HrpN(Ea)l-His, HrpN(Ea)E ve HrpN(Ea)l protein
uygulamalarindan, Triticum aestivum iizerinde en yiiksek etki HrpN(Ea)l uygulamasinda
belirlenmistir. Yapilan kok boyu, yaprak boyu, kuru agirlik ve yas agirlik oOlgiimleri
sonucunda 300 pl (4,5 pg) uygulamasinin en iyi biiylime degerlerini olusturdugu saptandi.



6. ONERILER

Son yillarda ticari olarak kullanilan enzimlerin biiyiik bir kisminin mikroorganizma
kaynakli enzimler oldugu goriilmektedir. Yine son yillarda yapilan g¢alismalar, sistemik
dayaniklilik kazanma (SAR) mekanizmasimi tetikleyen farkli maddelerin gelistirilmesi
yoniinde hiz kazanmistir. Gelistirilenler ise, gerek Diinya gerekse Tiirkiye piyasasinda kisa
stirede yer almustir. Tiirkiye’de hala piyasada bulunan ve tarim firmalari tarafindan
pazarlanan iriinlerden bazilari; Actigard (Novartis), Messenger® (Eden Bioscience),
Acibenzolar-S—Methyl, Crop-Set (Improcrop) ve ISR 2000 (Improcrop) sayilabilir (Yiicer,
2007). Bunlarin iginde, Harpin Proteini (Messenger®) Diinya’da oldugu gibi iilkemizde de
yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.

Yapilan calismalarda harpin proteinin etkisi incelendiginde; dogal dayanim
mekanizmasini tetikledigi anlasilmaktadir ve bitkilerde hastaliklara karsi direng arttirict bir
etkiye sahip olabilecegi diislinlilmektedir. Pratikte kullanim kolaylig1 ve en 6nemlisi insan
sagligina bilinen olumsuz bir etki yapmamasi da tercih edilebilirligini arttirmaktadir.
Ancak harpinin bitki {izerindeki etkisinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in degisik hastalik
etmenlerine karsi ticari kosullarda gerek ortii altinda gerekse agikta farkli tiir ve ¢esitler
kullanilarak yapilacak ¢ok sayida ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. Ayrica bu olumlu etkinin hasat
sonrasinda devam edip etmediginin belirlenmesi de iiretici agisindan olduk¢a dnemlidir.
Yapilan uygulamalarin maliyeti de {irliniin kullanilabilirligini etkileyeceginden bu konuda
da ayrintili raporlara ihtiyag vardir.

Yapilan arastirmalara bakildiginda harpin proteininin, bitkiye uygulandiginda, bitki
reseptOrlerine baglanarak etki mekanizmasinin basladigi goriilmiis olup, reseptorlere daha
iyi baglanan harpin mutantlar: tasarlanabilir.

Yapilan birgok zirai amagli ¢alismada Messenger®’in siklikla kullanimi
goriilmektedir. Bu nedenle harpin proteinin {iretimi ve preperat haline getirilmesi bu
proteinin bu alanda da kullanimin1 saglayacaktir. Ayrica yapilan ¢alismalara bakildiginda,
harpinle ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogunlugunun tarimsal arastirmalar yoniinde oldugu,
tirlinlin dogrudan satin alinarak bitki iizerine etkisinin arastirildigir goriilmiis, molekiiler
alanda ciddi derecede eksiklikler oldugu belirlenmistir. Bu yonde yapilacak molekiiler
caligmalarin devami getirilebilir. Ayrica literatiirde harpinin yapisi ve etki mekanizmasiyla
ilgili bilgiler kisith olup, harpinin etki mekanizmasi aydinlatilarak, diger biyoaktivatorlerle

ilgili galismalar arttirilabilir.
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Bir ¢aligma alani olusturulup, hasat oncesi ve sonrasi gesitli konsantrasyonlarda
uygulamalar yapilip sonuglar degerlendirilebilir. Hasat Oncesi ve sonrasi uygulamalari
arasindaki etki arastirilabilir. Ayrica yapilan ¢alismalarda harpin proteininin ates yanikligi
hastalig1 ve bitkinin biliylime ve gelismesi lizerine etkisinin yaninda, fotosenteze etkisi de
belirlenmis olup, ilerideki ¢alismalarda fotosenteze etki mekanizmasi da detayli olarak
caligilabilir.

Bulundugumuz Karadeniz Bolgesi’nde findik yetistiriciligi yogun olarak
yapilmaktadir. Uretimi yapilacak olan harpin proteininin bu amagla da kullanimi saglanip,
tiriin kaybimi O6nlemeye yonelik calismalar yapilabilir. Bu da bu boélgedeki iireticilere
oldukga fayda saglayabilir.

Yapilan bu tez calismasinda elma, armut gibi meyvelerde Ates Yanikligr hastaligina
neden olan Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisinden hrpN geni klonlanmis, harpin
proteini ekspres edilmis ve bitki iizerine etkisi arastinlmistir. Oncelikle klonlama
calismalar1 tamamlanmis olup, ekspresyon seviyelerini iyilestirme iizerine caligmalar
yapilmistir. Bu ¢alisma ileriye doniik oncii bir ¢alisma olup, harpin geni bulunduran farkli
bakterilere ait harpin genleri ekspresyon vektorlerine klonlanip, ekspresyonlari
saglanabilinecektir. Ardindan bu proteinler farkli konsantrasyon denemeleri yapilarak
misir, domates vb. bitkilerin tohum, yaprak ve meyvelerine uygulanarak bitkilerdeki
meyve verimi, bitki biyokiitlesi, iirlin miktari, bitki biiyiime ve gelismesi {lizerine etkileri
arastirilabilecektir. Uygulamanin ardindan bitki verimi iizerine etkisi daha iyi olan harpin
proteininin ekspres edildigi bakteri secilip, o bakteriye ait harpin proteini ¢ok miktarda
uretilip ekstrakt haline getirilebilecektir. Bunun disinda ates yaniklig1 hastalig tizerine de
etkisi oldugundan bu amagla da kullanim1 saglanabilir.

Ayrica, yapilan bu ¢aligmada yiiksek konsantrasyonda uygulanan harpin proteininin
bitki ilizerine etkisinin, diisiik uygulanan konsantrasyona gore az goriildiigii saptanmigtir
(900 pl (13,5 ng) ve sonrasindaki etkinin en iyi deger olarak belirlenen 300 ul (4,5 png)’den
daha az oldugu tespit edilmistir). Bu etkinin nedeninin belirlenmesi ic¢in bitkideki etki
mekanizmasi arastirilabilir.

Daha o6nce yapilan bir ¢alismada ekpresyon vektorii olarak pET-28a(+) vektdriine
klonlama His-Tag’l1 olarak yapilmistir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismada pET-28a(+) ve
PET-20b(+) vektorlerine klonlama yapilmis, Klonlara p28hrpN(Ea), p28hrpN(Ea)-His
p20hrpN(Ea), p20hrpN(Ea)-His adlari verilmis olup, His-Tag’s1z protein olan HrpN(Ea)l

uygulamalarinda daha iyi sonu¢ alinmistir. Gelecekte yapilacak olan calismalarda farkl
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ekspresyon vektorleri kullanilarak ekspresyon seviyeleri karsilastirilabilir ve daha iyi bir
sonug elde edilirse bulunan o vektdriin ekspresyon vektorii olarak kullanimi saglanilabilir.

Yapilmis olan bu ¢alismanin protein saflastirma asamasinda 1s1 soku uygulamasi
yapilmamis olup, yapilacak diger saflastirmalarda 1s1 soku yapilarak proteinin daha saf
halde elde edilmesi saglanabilir.

Litaratiire bakildiginda, hrpN genini klonladigimiz Erwinia amylovora EAKKB29
bakterisi disinda harpin geni bulunduran Erwinia pyrifoliae, Pectobacterium atrosepticum,
Pectobacterium carotovorum, Pseudomonas syringae vb. bakteriler oldugu tespit
edilmistir. Klonlama ¢aligmalarinda kullandigimiz Erwinia amylovora EAKKB29 bakterisi
disinda, harpin geni bulunduran diger bakterilerin harpin genleri kullanilabilir.

Yapmis oldugumuz calismada harpin proteini besin solusyonuna eklenerek bugday
bitkisine verilmis olup, yapilan farkli ¢alismalarda Messenger® adli harpin igerikli tiriiniin
bitki yapraklarma piiskiirtme seklinde uygulandig tespit edilmistir. Calismamizin devami
niteliginde olan diger calismalarda bu uygulamalar da denenebilecektir. Yine bu ¢alismada
sadece bitki gelisimi degerlendirilmis olup, ileride farkli bitkilere uygulanarak meyve
gelisimi ve meyve verimine etkileri arastirilabilir.

Messenger® satin alinarak, tiretmis oldugumuz proteinin etkileri ticari {riinin
etkileriyle karsilastirilabilir.

Diger bitki aktivatorleri de ayrintili arastirilarak elde ettigimiz proteinin {riine
doniistiiriilmesi konusunda bu aktivatorlerin igeriginden yararlanilabilir.

Kullanmis oldugumuz Triticum aestivum bitkisi litaratiirde ekmeklik bugday olarak
gegmektedir. Yapilan bu calismadaki olumlu etkiler g6z Oniine alindiginda Triticum
aestivum bitkisinin arazi kosullarinda yetistirilip, harpin uygulamasi yapilarak, iiriin
verimliligine etkisi arastirilabilir. ilerde yapilacak olan bu calismada olumlu sonuglar
alinmasyla, giinliik tiiketimimizin ana maddesi olan ekmek iiretimi i¢in bugday verimliligi
ve erken gelisimi konusunda olumlu sonug alinmasi olduk¢a 6nemli olacaktir.

2007 yilinda Messenger® iireticisi olan Eden Bioscience, Plant Healty Care, Inc
firmasi tarafindan satin alinmig, Messenger® ile ilgili tiim {irlin, bilgi ve haklar, Plant
Healty Care, Inc’e devredilmistir. Messenger® hakkinda ¢alisma yapacak olan

aragtiricilarin, bu firmanin web sitesini ziyaret etmelerini tavsiye ederiz.


http://www.planthealthcare.com/
http://www.planthealthcare.com/
http://www.planthealthcare.com/
http://www.planthealthcare.com/
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8. EKLER

Ek 1. Erwinia amylovora EAKKB29 hrpN Geninin Baz Dizilimi

5’-atgagtctgaatacaagtgggctgggagcgtcaacgATGCAAATTTCTATCGGCGGTGC
GGGCGGAAATAACGGGTTGCTGGGTACCAGTCGCCAGAATGCTGGGTTGGGTGGCAATTCT
GCACTGGGGCTGGGCGGCGGTAATCAGAATGATACCGTCAATCAGCTGGCTGGCTTGCTCA
CCGGCATGATGATGATGATGAGCATGATGGGCGGTGGTGGTTTAATGGGGCTGATGGGCGG
TGGCTTAGGCGGTGGCTTAGGTAATGGCTTAGGTGGCCTGGGCGAAGGACTATCGAACGCG
CTGAACGATATGTTCGGCGGTTCGCAGAACACGCTGGGATCGAAAGGCGGCAACAATACCA
CTTCAACAACAAATTCCCCGCTGGACCAGGCGCTGGGTATTAACTCAACGTCCCAAAACGA
CGATTCCACCTCCGGCACAGATTCCACCTCAGACTCCAGCGACCCGATGCAGCAGCTGCTG
AAGATGTTCAGCGAGATAATGCAAAGCCTGTTTGGTGATGGGCAAGATGGCACGCAGGGCA
GTTCCTCTGGGGGCAAGCAGCCGACCGAAGGCGAGCAAAACGCCTATAAAAAAGGAGTCAC
TGATGCGCTGTCGGGCCTGATGGGTAATGGTCTGAGCCAGCTCCTTGGCAACGGTGGGCTG
GGAGGTGGTCAGGGCGGTAATGCTGGCACGGGTCTTGACGGTTCGTCGCTGGGCGGCAAAG
GGCTGCAAAACCTGAGCGGGCCGGTGGACTACCAGCAGTTAGGTAACGCCGTGGGTACCGG
TATCGGTATGAAAGCGGGCATTCAGGCGCTGAATGATATCGGCACGCACAGCGACAGTTCA
ACCCGTTCTTTCGTCAATAAAGGCGATCGGGCGATGGCGAAGGAAATCGGTCAGTTCATGG
ACCAGTATCCTGAGGTGTTTGGCAAGCCGCAGTACCAGAAAGGCCCGGGTCAGGAGGTGAA
AACCGATGACAAATCATGGGCAAAAGCACTGAGCAAGCCAGATGACGACGGAATGACACCA
GCCAGTATGGAGCAGTTCAACAAAGCCAAGGGCATGATCAAAAGCGCCATGGCGGGTGATA
CCGGCAACGGCAACCTGCAGGCACGCGGTGCCGGTGGTTCTTCGCTGGGTATTGATGCCAT
GATGGCCGGTGATGCCATTAACAATATGGCACTTGGCAAGCTGGGCGCGGCTTAA-3’

Ek 2. Harpin Proteininin Aminoasit Dizilimi

MSLNTSGLGASTMQISIGGAGGNNGLLGTSRONAGLGGNSALGLGGGNONDTVNQLAGLLT
GMMMMMSMMGGGGLMGLMGGGLGGGLGNGLGGLGEGLSNALNDMEGGSONTLGSKGGNNTT
STTNSPLDOQALGINSTSQNDDSTSGTDSTSDSSDPMQOQQLLKMESEIMQSLEGDGODGTQGS
SSGGKOPTEGEQNAYKKGVTDALSGLMGNGLSQLLGNGGLGGGQGGNAGTGLDGSSLGGKG
LONLSGPVDYQQLGNAVGTGIGMKAGIQALNDIGTHSDSSTRSFVNKGDRAMAKEIGQEFMD
QYPEVFGKPQYQKGPGOQEVKTDDKSWAKALSKPDDDGMTPASMEQFNKAKGMIKSAMAGDT
GNGNLQARGAGGSSLGIDAMMAGDAINNMALGKLGAA



OZGECMIS

Merve BEKTAS, 1 Temmuz 1990°da Gilimiishane’nin Torul ilgesinde dogdu.
Ilkokulu 2. smifa kadar Torul Namik Kemal Ilkdgretim Okulu’nda okudu. Daha sonra
Ankara’da Fatih [lkogretim Okulu'nda ilk ve ortaokulu egitimini tamamladi. Lise
egitimini, Ankara Halide Edip Lisesi’nde tamamladi. 2013 Haziran ayinda Ankara
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji B&liimii lisans egitimini Onur Ogrencisi olarak
tamamlad1. Bu arada Anadolu Universitesi insan Kaynaklar1 Y6netimi Boliimii’nde okudu.
Daha sonra 2013 Eyliil ayinda Karadeniz Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Boliimii Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’nda Yiiksek Lisans egitimine bagladi.
Aym zamanda Anadolu Universitesi Isletme Fakiiltesi Isletme Boliimii 6grenciligi devam

etmektedir.
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