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OZET

Bitki patojen interaksiyonlarinda ekspresyonu degisim gosteren genlerin tanimlanmast,
konukgu direnci ve duyarliliginda gergeklesen fizyolojik degisimler ve mekanizmalar ve
bunlardan sorumlu genetik faktoérler hakkinda onemli bilgiler saglamaktadir. Misir (Zea
mays) ve misir past (Puccinia sorghi) uyumlu interaksiyonunda gergeklestirilen caligmada,
ekspresyonu degisim gosteren 98 transkript derivativi fragment (TDF) c¢aligmada
tanimlanmigtir. Klonlanarak sekans karakterizasyonu yapilan 72 TDF ile gergeklestirilen
GenBankasi1 taramalari, miinferit etiketler i¢in bir veya daha fazla benzer kayit bulundugunu
gostermektedir. Genel olarak, TDF’lerin yaklasik yarisinin fonksiyonu bilinen genlerin
sekanslarma benzer oldugu ve Dbunlarin 6nemli bir bolimiiniin  bitki-patojen
interaksiyonlarinda ekspresyonu degisim gosterenler olduklari tespit edilmistir. Bunlar
arasinda, karbonik anhidraz, Bip2, An2, ARP ve ASR3 proteinlerini kodlayan genlere
benzerlik gosteren TDF’ler bulunmaktadir. TDF’lerin kalan boliimii, diger stres yanitlariyla
ilgili olanlar ve karakterize edilmemig/hipotetik protein kodlayan sekanslara benzerlik
gostermektedir. ZmBip2, ZmCA, ZmcALDH, ZmARP ve ZmARPP3 genleri i¢in RT-gPCR
primerler tasarlanarak kontrol ve infekte materyalde ekspresyon teyitleri yapildi. ZmCA harig
digerlerinin ekspresyon degisimleri dogrulandi. Simirli sayida TDF ¢aligilmakla birlikte,
belirli fonksiyonlarla iligkili olanlarla birlikte fonksiyonu bilinmeyenler, ¢alisilan patosistem

uyumlu interaksiyonunda ekspresyonu degisim gosteren genler olarak tanimlanmistir.

Anahtar kelimeler: Zea mays, Puccinia sorghi, uyumlu interaksiyon, gen ekspresyonu, RT-
gPCR
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ABSTRACT

Differential display analyses of expressional modulations occurring in plant-microbe
interactions provide valuable information about the physiological changes and underlying
genetic factors and mechanisms involved in host resistance and susceptibility to disease. We
carried out a differential display analysis study in the compatible interaction of Z. mays and
P. sorghi and identified 98 Transcript Derived Fragments (TDFs) as expressional modulation
showing tags. 72 TDFs were cloned and sequenced. Sequence database similarity searches
revealed that there is at least one close matching GenBank record for each TDF. Compiled
results showed that approximately a half of the TDFs was derived from genes with known
functions, about a half of which are known to display expressional modulations in plant-
microbe interactions. CA, BiP2, An2, ARP1 and ASR3-like protein encoding sequence
similar TDFs constitute the prominent examples in this group. A large proportion of TDFs
were found to be similar to uncharacterized/hypothetical protein encoding GenBank records.
RT-gPCR primers were designed for Bip2, CA, cALDH, ARP and Arpp3 genes to verify their
observed expressional modulations, which were generally confirmed except for CA.
Although a limited number of TDFs were characterized, overall, the results provide an
overview to the expressional modulation showing genes in the compatible interaction of the

studied pathosystem.

Keywords: Zea mays, Puccinia sorghi, compatible interaction, gene expression, RT-gPCR
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1. GIRIS

Bitkiler patojenlere karsi kendilerini dnceden olusturulan ve sonradan aktive olan
(indiiklenen) direng mekanizmalariyla savunmaktadirlar. Bu savunma basamaklarini
asabilen patojenler konukgusu bitkileri enfekte edebilmektedir. Konuk¢u savunma
sistemleri, patojenle karsilasmadan, penetrasyon ve sonraki asamalara bir dizi
basamakta etkin olabilmektedir. Indiiklenen savunma yanitlarinin iyi karakterize
edilen iki formu, patojen elisitor ve efektorleriyle aktive edilmektedir. Bu savunma
yanitlar1 6zglin ve Ortligen bilesenleriyle, enfeksiyon bolgesinde hiicre 6liimii, patojen
icin toksik bilesiklerin sentezi, hiicre duvari giiclendirmesi gibi bir dizi

modifikasyonlarla lokal ve sistemik koruma saglamaktadirlar [1].

Bu savunma yanitlariin patojen efektorii ve onu tamiyan bitki direng faktorii
interaksiyonuyla olusturulan formu, olduke¢a sepesifik, ancak etkin bir mekanizmadir.
Konukgu-patojen c¢iftlerinde, interaksiyon fenotipinin duyarhilik/direnclilik ve
patojen viriilansi/aviriilans1 seklinde tezahiirinde rol oynayan genetik faktorler,
1950’1 yillarda Flor tarafindan gene-karsi-gen spesifitesiyle tanimlanmistir. Bu
interaksiyon modunda, aviriilans geni iiriiniine 6zgiin konukc¢u direng gen iriini
bulundugu kombinasyonlar da, interaksiyon fenotipi patojen aviriilans1 ve konuk¢u
direncinin ortaya ¢iktigi inkompatibilite tipdir. Bunun disindaki diger tiim
kombinasyonlada konukg¢u duyarliigi ve patojen virlilansinin  gorildigi
kompatibilite tipdir (Sekil 1.1) [1-3].

Konukgu R
Nonhost direnci EMH i
(spesies direnci) | Patojen |

Avrp

avr/avr @

Sekil 1.1. Konuk¢u olmama (nonhost) direnciyle birlikte konukgu/patojen
genotiplerinin dortlii interaksiyon kombinasyonu gdsterimi.

rr

\Z
&




Etmeni, Puccinia sorghi olan misir pasi (common maize rust) hastalig1 yaygin olarak
tropik ve subtropik bolgelerde goriilmekte ve infeksiyon seviyesine gore, %40’lara
varan verim Kkayiplarina neden olmaktadir [4]. Pasin farkli irklarina karsi direng
saglayan ¢ok sayida konukgu direng¢ geni tanimlanmistir [5]. Fakat patojen viriilansi
ve konukgu bitkide meydana gelen olaylar ile ilgili bilgiler sinirlidir. Diger taraftan
bitki-patojen interaksiyonu calismalarinda yaygin olarak inkompatibilte ¢alisiimakta,
kompatibilite durumu daha ender arastirilan olarak kalmaktadir. Kompatibilite tip
interaksiyonda meydana gelen olaylarin  karakterizasyonu, konuk¢u bitki
metabolizmasi ve fizyolojisi, hastalik gelisimi siirecinde gergeklesen olaylar ve rol
oynayan faktorlerin belirlenmesi ve yeni hastalik kontrol noktalar1 tanimlanmasi

acisindan onemli olmaktadir [6].

Mevcut ¢alisma, bitki-patojen interaksiyonlarinin bu boyutuna hitap edecek sonuglar
elde etmek tizere kurgulanmigtir. Misir past T09 izolati ve ona duyarli misir A188
inbredi arasindaki uyumlu (kompatibil) interaksiyonunda ekspresyonu degisim
gosteren mRNA’larn MRNA-DD teknigiyle tanimlanarak, Kkarakterizasyonu ve
orijine olduklar1 genlerin konukgu duyarliligi ve direncinde rollerinin

degerlendirmesi amaciyla gergeklestirilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

Sesil organizmalar olarak bitkiler, sicaklik, kuraklik gibi abiyotik stres faktorleriyle
birlikte bakteriler, viriisler, funguslar gibi mikrobiyal patojenler, bocek, nematod gibi
diger zararlilara ve diger bitkilerden olusan genis bir yelpazede ¢ok sayida biyotik
stres faktoriine karsi direng gosterip varliklarini devam ettirmek zorundadirlar.
Bitkiler, biyotik stres faktorlerinden olan patojenlere karst koyma, enfeksiyon ve
kolonizasyonlar1 engellemede fonksiyonel olan genis spektrumlu ve 6zgiin savunma
sistemlerini, mikrobiyal yelpazeyle birlikte evrimleri (ko-evoliisyonlar1) siirecinde
gelistirmislerdir. Mikrobiyal sistemler ile kolonize ettikleri bitkiler arasinda ceryan
eden olaylarin molekiiler karakterizasyonu ve manipiilasyonunun arastirilip
caligildigr “bitki-mikrop interaksiyonlar1” fitopatoloji alt disiplini de konunun 6nemi

ve saglanan bilgi birikimiyle olusturulmustur [1].

2.1. Bitki-Patojen Interaksiyonlar1 ve Savunma Yanitlar

Memelilerinkine benzer bilinen bir adaptif immiin sisteme sahip olmayan bitkilerin
patojenlere yanit ve savunmada rol oynayan mekanizmalarmin Kkarakterizasyonu,
aktivasyonu/regiilasyonu yogun ¢alisilan alanlar olup, elde edilen bilgiler 1s1ginda bir

dizi pasif (konstitiitif) ve aktif (indiiklenen) savunma katmani ortaya ¢ikarilmistir [7].

Bitki savunma yanitlar1 esas olarak hiicresel diizeyde olup, dogustan gelen (innate)
immiinite olarak fonksiyonel olmaktadir. Onceden olusturulan ve konstitiitif
bulunanlarla birlikte patojen temasi/karsilasmasiyla aktive olan (indiiklenen)
mekanizmalarla lokal ve sistemik olarak bitki savunmasi saglanmaktadir. Sirasiyla
pasif ve indiiklenen direng olarak ta adlandirilan bu mekanizmalardan pasif direng,
hiicre duvarindan vaks ve trikom yiizey Ortiilerine ve antimikrobiyal bilesiklerin
sentezlenip biriktirilmesine genis bir yelpazede yapisal ve biyokimyasal bilesenleri
kapsamaktadir [7, 8]. Bu savunma unsurlarinin bulunmadigi veya zayif oldugu stoma
acikliklar1 gibi yapilar, patojenlerin, 6zellikle paslarin konukgularina giris yaptiklari
ve parazitik/patojenik yasam evrelerinin gergeklestigi dokulara erisim alanlari
olmaktadir. Baz: tiirler/gesitler stomalarin1 sabah geg¢ agarak dahi enfeksiyona direng
gosterebilmektedir. Bu pasif savunmay1 gegen patojenler hastalik olusturabilmekte,

viriilansliklari, asagida Ornekleri tanimlanan bir sonraki savunma katmalarinin



etkinliklerine, konukgu genotipine bagli olarak degisiklik gostermekte, sonug

konukeu direnci veya hastalik gelisimi olabilmektedir [9].

Bir ilk basamak savunma yaniti, ayn1 zamanda bazal direng veya onun bir pargasi
olarakta goriilen ve patojen temasinda, patojen orijinli molekiiler motiflerin (PAMP)
plazma membranindaki &zgiin reseptorlerince (Pattern Recognition Receptors, PRRS)
taninmasiyla aktive olan PAMP ile Tetiklenen Immunite, PTI’dir. Patojen temasiyla
aktive olan PRR’lar iizerinden sinyal iletimiyle PTI yanitlar1 hiicrede ve organizmada
ortaya ¢ikmaktadir [10]. Lokalize kallus birikimi, reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
sentezi, MAPK aktivasyonu ve tek hiicre 6liimii gibi bir dizi savunma yanit1 hizli bir

sekilde bu yanitla indiiklenmektedir[10].

Patojenler kodladiklar1 efektor molekiilleriyle bu ilk basamak gozetleme savunma
yanitin1  (PTI’y1) repres ederek asabilmekte ve hastalik olusturabilmektedir.
Efektorlerle olusturulan bu konukcu duyarliligi, Efektorle Tetiklenen Duyarlilik
(sensitivite) ETS (Effector-Triggered Sensitivity) olarak adlandirilmaktadir. ETS ile
bazal seviyeye indirilen konuk¢u savunmasi, zikzak modeliyle [10] ileri siiriildiigi
gibi, efektorii tantyan direng geni (R) proteini ortaya ¢ikisi, bu proteinle efektoriin
tanimasiyla diger bir savunma katmani aktive olmakta, konuk¢u savunmasi
indiiklenmis seviyeye ¢ikmaktadir. Direng geni proteininin, duruma gore direk ya da
dolayli olarak patojenin efektoriinii taniyabildigi bu savunma katmani veya yaniti
Efektorle Tetiklenen Immiinite, ETI, (Effector-Triggered Immunity) olarak
adlandirilmaktadir [10]. Patojen ve konukg¢unun sahip oldugu karsilikli gen ¢iftleriyle
kodlanan bu iriinler arasi interaksiyonlar Flor tarafindan (1942) gene-karsi-gen
(gene-for-gene) interaksiyonu olarak tanimlanmigtir [11]. Efektoriin kaybr veya yeni
efektorlerin evrimiyle ETI kirlmakta, ETS ortaya c¢ikmakta, gerceklesen viriilans
hamlesi ve yeni efektorii taniyan R proteini evrimiyle ortaya ¢ikan karst savunma
hamlesi (move-counter move) seklinde devam eden ko-evoliisyon senaryosu, -
kompatibilite-inkompatibilite osilasyonlari-, modelin zikzak’larini1 olusturmaktadir
(Sekil 2.2) [10].



High PTI ETS ETI ETS ETI

A

Threshold for HR

= "\ e, e® | T

2 Pathogen o °e o

B effectors ®

- Pathogen

8 effectors | Avr-R

= °

£ 00

E

b B LT T T i P el e e e

Threshold for
effective resistance
Low

Sekil 2.2. Bitkilerle (a)viriilent patojenleri arasinda savunma ve viriilans
kabiliyetlerinde osilasyonlarla silahlanma yariginin gergeklestigini
ileri siiren «zikzak modeli» sematik gosterimi [10].

ETI yanit1 aktivasyonuyla, Hipersensitif Reaksiyon (HR) (Sekil 2.3) ile veya HR’s1z
olarak diger bir dizi spesifik ve genis spektrumlu sasavunma yanitt lokal ve sistemik
indiikklenmektedir [2, 3]. ETI, PTI’ya gore ¢ok daha etkili yiikseltilmis spesifik bir
konukgu direnci saglamaktadir [13].
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Sekil 2.3. Hipersensitif reaksiyonda gozlenen apoptosis degisimleri [12].

Lokal savunma yanitlariyla birlikte, sistemik sinyallerle bitki genelinde genis bir
patojen spekturumuna yiikseltilmis diren¢ saglayan “sistemik kazanilmig direng”

(Systemic Acquired Resistance), SAR, indiiklenmektedir.



2.2. Fitopatojenlerin Biyotrof, Nekrotrof ve Hemibiyotrof Enfeksiyon
Stratejileri ve Bitki Savunma Yamtlariyla Ilgileri

Fitopatojenler biyotrof, nekrotrof ve hemibiyotrof olarak farkli yasam tarzlarina
sahip olabilmekte, farkli stratejilerle konukgularini enfekte edebilmektedirler.
Biyotroflar, konukgu hiicrelerini 6ldiirmeden parazite ederek besin ve diger
gereksinimlerini karsilamaktadirlar, bunlarin 6rneklerini fungal, bakteriyal ve viral
sistemlerde gérmek miimkii olmaktadir. Biyotroflar bitki savunmasini supres ederek
veya indiiklemeden  bitkisel dokuda  gelismekte, yasam  dongiilerini
tamamlamaktadirlar [15].

Nekrotroflar, konukg¢u hiicreleri enfeksiyonla oldiirerek besinlerini ve yasam
dongiilerini  6lii materyalden saglayan fitopatojenlerdir. Konukgu hiicrelerinin
oldiiriilmesinde sentezleyip salgiladiklar1 fitotoksik maddeleri (toksinleri) hiicre
duvar1 ve aradaki materyali sindiren enzimleri kullanmaktadirlar [16, 17].
Fitotoksinlerin birgcogu sekonder metabolitlerdir ve diisiitk molekiil agirlikli bilesikler
olarak enfeksiyon bolgesi ve etrafinda veya daha uzak bitki kisimlarina tasinmalari
gerceklesebilmektedir [20, 21].

Hemibiyotroflar, bir baslangi¢ biyotrofik faz sonrasinda nekrotrofik yasam stilini
birlikte kullanan fitopatojenlerdir [20, 13].

2.3. Pas Patojenlerinin Konukcularina Penetrasyonlar1 ve Sonrasinda Duyarh
Genotiplerde Gerceklesen Olaylar

Patojenlerin bitkide hastalik olusturmasi birbirini takip eden olaylar zinciri sonucu
meydana gelir ve bu olaylar zinciri hastalik evreleri ya da hastaligin seyri olarak
isimlendirilir. Bitkide hastalik olusumu inokiilasyon, penetrasyon, infeksiyon,
inkiibasyon, fruktifikasyon (sporulasyon) evreleriyle olmaktadir. Inokulasyon,
patojenin gelip bitki {izerine tutunmasidir. Penetrasyon, konuk¢u bitki dokusunun
i¢cine hastalik etmeninin girmesine verilen isimdir. Patojenin konukgu bitki dokusunu
beslenme ve gelismeye uygun bularak yerlesmesi ve yayilmasma enfeksiyon
denilmekte ve enfeksiyondan itibaren ilk hastalik belirtisinin goriildiigii zamana
kadar gegen siire inkiibasyon olarak adlandirilir. inkiibasyon dénemi bittikten sonra
ise patojen, bitki dokusunda generatif organlari olan sporlar, spor evleri ve spor

tastyicilarini olusturur ve bu dénem sporulasyon olarak isimlendirilir [21].



Daha ¢ok 1liman tropik ve subtropik bolgelerde rastlanan ve genellikle misir ortak
pas1 olarak bilinen Puccinia sorghi obligat biyotrofik bir fungal patojendir [22].
Kompleks (heteroecious) yasam dongiisiine sahip P. sorghi gibi paslarin konuk¢u
bitkisine penetrasyonu stoma agikliklar1 tiizerinden olmaktadir. Pas patojeni
tirediosporlart ¢ig damlalari nemini kullanarak ¢imlenirler ve stoma agikliklari
tizerinde yiiksek turgor basinciyla appresorium yapisini olustururlar. Takiben pas
patojeni konuk¢u bitki stoma-alti kesecikleri tiizerinde infeksiyon hifalar1 ve
haustoryum ana hiicrelerini olusturmaktadir. Haustoryum ana hiicresi {izerinden
konukeu bitki hiicresine girisleri, olusturlan haustoryum (emeg) ile gergeklesmekte,
hiicrei¢i kesecikler gibi gozlenen bu yapilar, aslinda bitki hiicresi sitoplazmasiyla
direk fiziksel temasi olmayan, bitki hiicresi plazma membraniyla ¢evrili fungal
emegclerdir. Konukgu patojen arasinda bir arayiiz olan bu yapiyla fungusa metabolit
transferiyle birlikte konuk¢u metabolizmasi, savunma sistemi manipiilasyonlarini

saglayan sinyal molekiillerinin transfer edilmektedir (Sekil 2.4) [7].
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Sekil 2.4. Pas sporlarinin mezofil dokusuna penetrasyonu [7].

Emegler tiipsii bir boyuna sahip olup, bu kisimda bir boyun bandiyla (neckband) bitki
plazma membrani1 ve fungal yiizey bir arada tutulmakta (yapistirilmakta, kaspari
seridi gibi), bununla apoplasta muhtemel arayiiz metabolit molekiillerinin kagisi
engellenmektedir. Haustoryumlar, sitolojik olarak diiz ve dallanma gdsteren siskin

uzantilar halinde gézlenebilmekte ve izole edilebilmektedir. Pas patojenleri aseksiiel



hayat dongiilerini haustoryumlariyla konukcu bitkilerinden seker ve aminoasit gibi
metabolitleri alarak gergeklestirmektedirler. Sekil 2.5 te transferi gergeklestirilen
metabolitler ve onlarin modifikasyonlarinda rol oynayan aktivitelerin bir boliimiiyle
birlikte haustoryum ve onu g¢evreleyen bitki hiicre yapist modifikasyonlar1 sematize
edilmektedir. Sekil 2.5 (b)’de verildigi gibi muhtemelen bir metabolit gideri (sinki)
haline getirilen ekstra-haustoryal matrikse bitki hiicresinden sukroz, aminoasit gibi
metabolitler salgilanmakta, bunlardan sukroz fungus tarafindan sentezlenip bu alana
salgilanan bir invertaz ile bileseni heksozlara, glukoz ve friiktoza ayrilarak
haustoryuma transport edilmekte, bunlar sorbitol ve mannitol gibi fungus depo
sakkaritlerine doniistiiriilmektedir. Amino asitlerinde haustoryum membraninda
bulunan transport proteinleriyle (AATI, AAT2, AAT3) matriksten alimi
gerceklestirilmektedir. Konuyla ilgili calismalar haustoryumlarin sadece konuk¢udan
metabolit alimin1 gergeklestiren yapilar olmadiklarini, bazi polipeptidlerin fungusa,
aviriilans gen drilinleri gibi polipeptidlerin  bitki hiicresine transferlerinin
gerceklestirildigi, sinyallerin iletildigi, konuk¢u metabolik aktivitelerinin yeniden
programlanip yonlendirildigi, kompatibil interaksiyonda konuk¢u savunmasi

supresyonunda rol oynayan bir yap1 oldugunu gosterir yondedir [23].
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Sekil 2.5. (a) Haustoryum konukgu hiicre arayiizii yapisi ve (b) arayiizde ger¢eklesen
bazi olaylar [7].



2.4. Kompatibil ve iInkompatibil Bitki-Patojen interaksiyonu

Bitki patojen interaksiyonlarinda konukc¢u bitkinin ve patojeninin genetik
materyalinin kodladigi molekiiller ve bu molekiiller arasindaki etkilesimlere gore
kompatibil veya inkompatibil interaksiyon tanimlanmaktadir [2, 12]. Patojenin sahip
oldugu efektor ve elisitor olarak adlandirilan sinyal molekiilleri ile interaksiyon
baslamakta ve bu molekiiller lipit, peptit, oligosakkarit yapida olabilmektedir [24].

Patojen infeksiyonu basarili oldugu durumlarda bitki patojene duyarli olmakta ve
kompatibil interaksiyon olusmaktadir. Inkompatibil interaksiyon ise bitkinin patojen
infeksiyonuna direng gostermesiyle olusmaktadir. Konukgu bitkinin direnci
kompatibil  interaksiyonda  baskilanmakta,  inkompatibil  bitki  patojen
interaksiyonunda ise direncin indiikklenmesiyle gelismektedir [25]. Kompatibil
interaksiyon fenotipinde patojen viriilansi ve konuk¢u duyarliligi, inkompatibil
interaksiyonda ise patojen aviriilanst ve konukgu direnci goriilmektedir. Molekiiler
etkilesimde mutasyon veya fonksiyon kaybi1 durumunda patojen viriilans1 ve konukcu

duyarlilig1 fenotipi olusabilmektedir [7, 25, 26].

2.5. Bitki-Patojen  Interaksiyonlarinmn  Transkriptom  Analizleriyle

Karakterizasyonu

Bitki-patojen interaksiyonlarinda sinyal iletim yollariin karakterizasyonunu,
konukgu bitki savunma yanitini, patojen viriilansinda veya aviriilansinda rol alan
faktorleri ve interaksiyondaki gen ekspresyon degisimlerini analiz etmek igin
cogunlukla transkriptom analiz teknikleri kullanilmaktadir [27]. Ekspresyonel
modiilasyonda transkriptom analiz teknikleri kullanilmasi gen ekspresyonun
diizenlenmesinin Oncelikle transkripsiyon seviyesinde gerceklesmesi esasina

dayanmaktadir [28].

Transkriptom analiz tekniklerini jel esash, sekans esasli ve hibridizasyon esash
teknikler olarak {i¢ genel gruba ayirabiliriz. Jel esash tekniklere 6rnek olarak DDRT-
PCR [29], cDNA-AFLP [30], HIiCEP [31] vb. verilebilir ve bu teknikler tiim
genomlara uygulanabilmesinin yanisira 6n sekans bilgisi gerektirmemektedir [27].
DDRT-PCR, mRNA’larin oligo-dT primerlerle revers transkripsiyonu ile baglar.

Takiben yapilan PCR amplifikasyonunda ayn1 primer ve ek olarak bir rastgele primer



kullanilir. Amplifikasyon sonrasi jel seperasyonu ile kontrol ve uygulama gruplari

arasindaki ekspresyon degisimi degerlendirilerek sonuglandirilir [32].

cDNA-AFLP (Complementer DNA-Amplified Fragment Length Polymorphism),
klasik AFLP tekniginin transkriptom analizi i¢in modifiye edilmis bir yontemidir
[32]. Genomik DNA'nin bir iki veya daha fazla restriksiyon enzimiyle kesilmesiyle
aci8a cikan fragmentlerde polimofizmlerin alt setler halinde PCR amplifikasyonuyla
degerlendirildigi AFLP’den farkli olarak, cONA-AFLP ve HICEP gibi tekniklerde
ds-cDNA molekiilleri, tek veya ikili kombinasyonlarda dort kesen restriksiyon
enzimleriyle  kesilip  adaptorlenerck  preselektif ~ ve  selektif  PCR
ampplifikasyonlarinda kalip olarak kullanilmaktadir. Sekans esasli grup icin SAGE
ve derin transkriptom sekans analizleri 6rnek olmakta iken mikroarray analizleri ve
cikarimsal ve karsilastirmali hibridizasyon teknikleri ise hibridizasyon esash
tekniklerin 6rneklerini olusturmaktadir [27]. SAGE (Serial Analysis of Gene
Expression), Fok | gibi tip IS restriksiyon enzimi cDNA etiketlerinin toplanip
klonlanarak  sekanslanmasini,  etiket  frekanslariyla ~ gen  ekspresyonu
degerlendirmelerini  saglayan bir tekniktir. Mikroarrayler, cDNA veya
oligoniikleotitlerin cam yiizeye baglanmasiyla hazirlanmakta, kontrol ve uygulama
problariyla array hibridizasyonuyla ekspresyon degisimlerinin  tespiti  ve

degerlendirmeleri yapilmaktadir [33, 34].

Tez ¢aligmasiyla misir-misir past kompatibil interaksiyonunda ekspresyonu degisim
gosteren mMRNA’larin mRNA-DD teknigi ile tanimlanarak sekanslanmasi ve
interaksiyonla meydana gelen ekspresyonel modiilasyonun RT-qPCR ile ¢alisilip
delta-delta Ct metodu kullanilarak ekspresyonel degisimin belirlenmesi, kisaca
interaksiyonda gerceklesen olaylarin molekiiler detaylariyla ilgili bilgi elde etmek

amaclanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT

Calismada daha once bir proje yan c¢alismasi, B-plan1 olarak gergeklestirilen DDRT-
PCR calismasinda hazirlanan jeller ve bunlarda tanimlanan diferensil ekspresyon
bandlar1 kullanildi. 100 bandin bu jellerden eliit edilip klonlanmasi ve sekans
karakterizasyonu yapildi. Elde edilen verilerden secilen bes gen i¢in RT-gPCR
caligmas1 yapildi. Bunlar i¢in materyal hazirlama ve PCR c¢alismalari, DDRT
materyalinde olugu gibi gerceklestirildi.

3.1. Secilen DDRT-PCR Etiketlerinin Toplanmasi, Re-amplifikasyonu ve

Piirifikasyonu

Ekspresyonel modiilasyon gosteren mesaj bandlarinin jelden kesilmeleri, yakin band
karismasi olmayacak bir sekilde band iizerine ~4 ul ddH20 damlatilip, 1-2 dakika
jelin hidrasyonunu takiben, ayni 10 pl’lik mikropipet ucuyla band 6rneginin cam
tizerinden soyularak 0.5 ml eppendorf tiipteki 75 pl ddHO ig¢ine transferiyle
gerceklestirildi. Ornekler 15 dakika 100 °C’de kaynatmay: takiben 4 °C’de bir gece
bekletilerek 3 ul’si 25 pl reamplifikasyon PCR reaksiyonlarinda kalip olarak
kullanildi. Re-amplifikasyon PCR’lar1 toplanan her bir 6rnek i¢in 15 pl hacimde 5.4
ul ddH,0, 1.5 pl 10X PCR tampon, 1.5 pl 2.5 mM MgCI2, 1.5 ul 0.2 mM dNTP
karisimi, 0.12 pl Tag DNA polimeraz, 15 uM 1 ul AP oligo-(dT) (3’A/G/C uzantili)
ve 3 ul kalip olarak hazirlandi. PCR programi 94 °C’de 3’ baslangi¢ denatiirasyonunu
takiben her biri 94 °C’de 30” denatiirasyon, 40 °C’de 30” primer baglanmasi, 72
°C’de 1’ zincir uzatim 35 dongii PCR olarak ve 72°C’de 5° son ug¢ doldurma
seklinde gergeklestirildi. PCR’dan c¢ikan reaksiyonlarm 5 pl’si 6X agaroz jel
yikleme boyasiyla (%50 gliserol, 6 mM EDTA, %0.1 Brom Phenol Blue (BPB),
%0.1 Xylene Cyanol (XC), pH 8) karistirilarak %2’lik 0.5X TrisBoratEDTA (TBE)
agaroz jellerinde 10 V/cm voltajla yiiriitildi. 0.4 ug/ml etidyum bromid igeren bu
jellerde bandlar (312 nm) UV transilliiminator lizerinde degerlendirilip fotograflandi.
Beklenen band biiyiikliiklerine sahip temiz PCR orneklerinin 3 ul’si ligasyon
reaksiyonlarinda kullanilirken, kirlilik ve ekstra bandlar durumunda jelden band

purifikasyonlar1 yapilarak ligasyon reaksiyonlarinda kullanildi.



3.2. Etiketlerin T-vektore Ligasyonu

Direk PCR iiriinleri veya piirifikasyonu yapilan etiketlerin T/A klonlanmalari, linear
pTZ57 veya pUC18 T-vektorleri igine ligasyonlar1 yapilarak gerceklestirildi.
Ligasyon reaksiyonlar1 3.8 ul ddH,O igine sirasiyla 2 ul 5X DNA ligaz tamponu
(Fermentas), 1 ul Linear T-vektor, (0.18 pmol ug, pTZ57 veya pUC18) ve 0.3 ul (1
U), T4 DNA ligaz (Fermentas) eklenmek suretiyle hazirlanan 7 pl ortak karigima 3
ul PCR iirlinii (~0.18 pmol ug) eklenerek hazirlandi. Reaksiyonlar takiben 22 °C’de 1
saat veya 4 °C’de bir gece inkiibe edilerek ligasyonlar gergeklestirilip, 2 pL’si

transformasyonda kullanild1.

3.3. Kompetant Hiicrelere Plazmid Transformasyonu

E. coli JM107 hiicrelerinin kullanildigi transformasyon isleminde, 70 ul kompetant
hiicre preparasyonu iizerine 3 pl ligasyon karisimindan eklenerek tiip tabanina
hafifce vurarak karigmasi saglanip, buz iizerinde 30’ bekletilerek kompetant hiicre
yiizeylerine DNA-Ca*" komplekslerinin baglanmasi, 90 sn 42°C ’de sicaklik soku
uygulanarak hiicre i¢ine pDNA transferi gerceklestirildi. Buz lizerinde 2 dakika
bekletildikten sonra iizerlerine 500 ul antibiyotiksiz LB (Muller) eklenerek, 30 dk,
37°C’de calkalanarak inkiibe edilip hiicrelerin normal biiyiime rutinine donmeleri
saglandi. Hiicrelerin tamami, daha 6nceden 37°C’ye 1sitilip LB amp+IPTG+X-gal
petrilere yayilarak 37°C’de inkiibe edildi. Ertesi sabah petrilerde biiyliyen beyaz
koloniler (insertli vektor tasiyan transformant hiicreler) plazmid izolasyonu ve

koloni-PCR deneylerinde kullanildi.

3.4. Koloni PCR

Klonlanan insertlerin kontrolii ve sekanslama i¢in hazirlanmalari, klonlama
bolgesinde karsilikli pozisyonlanan M13F/R primerleri ve bakteri hiicreleriyle
hazirlanan koloni PCR ile gerceklestirildi. PCR reaksiyonlari, 4.64 ul ddH,O iginde
sirastyla 1 pl - 10X PCR tamponu, 1 pl (200 uM) 2 mM dNTP karigimi, 0.8 pl (2
mM) 25 mM MgCl,, 0.06 ul (0.3 U) Taq DNA polimeraz (Fermentas, 5U/ul), 0.25
ul (2.5 pmol,) M13 F-primeri (10 uM), 0.25 ul (2,5 pmol) M13 R-primeri (10 uM),

en son olarak 2 pl sivi kiiltiir veya 2 ul ddH20 ig¢inde siispansiyon haline getirilip
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(koloniden alinan) bakteri kitlesi son hacim 10 ul olacak sekilde kombine edilerek

hazirlandi.

3.5. Sekans Karakterizasyonu, Gen Bankasi Veritabanlarinda Sekans Benzerligi

Taramasi

Sekanslama i¢in 6rnek hazirlanmasi basarili oldugu durumlarda koloni PCR, basarili
olmadigi durumlarda ise plazmid izolasyonu ve plazmid kalibi ile 30 ul reaksiyon
hacimlerinde gerceklestirildi. Bu reaksiyonlardan iiriin piirifikasyonlart ve miktar
ayarlamalar1 yapilarak sekans hizmeti saglayan firmalara gonderildi. Etiket sekans
bilgileri tarafimiza e-posta ile iletilip, sekans verileri genbankasi veritabanlarinda
(NCBI, maizeGDB, vb.) taranarak en yakin sekans benzerleri belirlenip ve ilgili
olduklar1 fonksiyonlar, bunlarin bitki-patojen interaksiyonlarindaki rolleriyle ilgili

literatiir olusturulan klasorlerde toplandi.

3.6. RT-qPCR Deneyleriyle Secilen Genlerde Ekspresyonel Modiilasyonun

Calisilmasi

3.6.1. Bitkisel Materyalin Yetistirilmesi ve Total RNA izolasyonu

Iki set halinde yetistirilen A188 fideleri 7 giinliik olunca kontrol ve uygulama
gruplar1 olarak tasnif edildi ve aksam saatlerinde uygulama gruplari yeni hasat
edilmis pas sporlariyla inokiile edilirken, kontrollerine sadece steril saf su
uygulamasi yapildi. Her iki grup birlikte bir gecelik soguk nem ¢emberinde (%90<
nem, ~24 °C) inkiibasyonla sporlarin ¢imlenerek enfeksiyonun baslatilmasinin
ardindan bitkiler ~27 °C ve ~16h/8h giindiiz/gece fotoperiyodunda biiyiimeye
birakildi. Belirlenen zaman araliklarinda (6., 12., 24., 48., 72., 96. saatte) kontrol ve
uygulama grup bitkilerinden iki tanesinin 2. yaprak 7 cm u¢ kisimlart %70’lik

etanolle silinmis makasla kesilerek 6rneklendi.

Orneklenen yaprak uc kisimlar: (~100 mg), en kisa siirede ezmeden rulo haline
getirilip ve niikleaz-free eppendorf tiipler igine yerlestirilerek sivi azot iginde
donduruldu. Takiben bitkisel materyal yine siv1 azot i¢inde sogutulup konik uclu bir
tornavida yardimiyla tiip i¢inde toz haline getirilip, ¢Oziilmeden iizerine 1 ml

RNAzol (MRC) eklenerek tiipiin tabanina hafif¢e vurarak karismasi saglanip, hafifce
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vorteks edilerek homojenatlar hazirlandi. Proses edilmediginde homojenatlar -20°
C’de uzun siireli saklanabilir, hemen proses edildiklerinde ise, 10-15 dakika oda
sicakliginda ara-sira g¢alkalanip alt {ist edilerek bekletilen homojenatlara 400 ul.
ddH,0 veya DEPC suyu eklenerek etkili bir sekilde 15-20 sn. galkalandi. 15 dakika
oda sicakliginda bekletilmeyi takiben homojenat DNA, protein ve karbohidrat
bilesenleri 12.000xg’de oda sicakliginda santrifiijle presipite edildi. Ustte olusan
siipernatant fazi niikleaz-free yeni bir eppendorf tiipe transfer edilerek 1 ml DEPC ile
hazirlanmis 400 ul %75’lik etanol eklenip birka¢ defa alt iist etmek suretiyle
karigmasi saglandi. 5-10 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra bu karigim 7-8
dakika 12.000xg’de santrifiij edilerek RNA’nin presipite olmasit saglanip,
stipernatant fazi dokiildii. Elde edilen RNA pelleti, iki defa 400 ul DEPC suyuyla
hazirlanmis %75’lik etanol eklenerek yikanip ve her seferinde siipernatant pellet
kaybedilmeden dokiildii. Son yikamanmn ardindan tip kurutularak RNA pelleti
biiyiikliigiine bagli olarak 50-100 ul DEPC suyu ic¢inde ¢oziinmesi beklendi. Oda
sicakliginda 1-2 saat ¢oziinmeyi takiben konsantrasyon Ol¢timii spektrofotometrik
olarak 260 nm’de yapildi(1 ODs= 40 ug/ml RNA). Izolasyonlarda, 200 nt< RNA
fraksiyonu miktar1 60-80 ug/100mg (260/230=2.2-2.3 ve 260/280=1.8-2.0) arasinda
degisiklik gostermektedir.

3.6.2. cDNA Sentezi

RNA o6rneklerinden cDNA sentezleri, 18,5 ul DEPC muameleli-ddH,O iginde 10 pl
total RNA (~4 pg.) ve 1.5 pl oligo-dT11 primeri kombine edilerek olusturulan
bilesimin 5 dakika 65°C’de tutularak 10 dakika 37 °C’ye sogutulmasiyla hazirlanan
30 ul karisgimlara, 10 ul 5X Fermentas RT-H" tamponu, 2.5 pl (200 U) Ribolock
(Fermentas 40 U/ul), 5 ul (0.2 uM) dANTP karisimi (Fermentas, 2 mM) ve 2.5 pl
(200U/ul) Fermentas RT-H bilesiminde hazirlanan 20 pl ortak karigim eklenerek
olusturulan 50 pl hacimde 60 dakika 42 °C’de inkiibasyonla gergeklestirildi.
Takiben, karigimlar 5 dakika 95 °C’ye 1sitilarak enzim inaktive edilip ve sentez

iriinleri -20 °C’de saklandi. Hazirlanan bu cDNA’lar seyreltme yapilarak hazirlanip

RT-qPCR deneylerinde kalip olarak kullanildu.
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3.6.3 Primer Tasarimi

RT-qPCR primer tasarimi geleneksel PCR’dan farklidir uygun primer sekans bilgisi
saglandiktan sonra tasarlandi. SYBR Green boyasi kullandigimiz i¢in sonuglarin
giivenilir olmas1 agisindan en uygun primer c¢iftleri tasarlandi. RT-gPCR i¢in uygun
primer uzunlugu genelde 18-24 bp olarak kabul edilmektedir. Primerlerin Tm degeri
igin optimum aralik 59 °C ve 66 °C’ dir. Ayn1 zamanda primer ¢ifti (ileri-geri yani F-
R) arasindaki fark 1 °C olmalidir. ideal kalip DNA uzunlugu 80-200 bp arasinda
olmalhidir.  Primerlerde  niikleotit  tekrar1  (6megin  ATTTTTTTT  veya
GCGCGCGCGC) olmamalidir. Boyle bir durum engellenemezse maksimum tekrar
sayist dort olmalidir. Primer 3’ stabilitesi primer verimini etkilemektedir. Primer 5’
ucu ise GC kelepgesi icermelidir bu sayede primer DNA ipligine giiclii bir sekilde
baglanir. Ancak GC kelepgesi i¢eriginin ikiden fazla olmamasi gereklidir [35]. Biitiin
bu sartlari igeren primer tasarimi web tabanl Primer3plus
(sourceforge.net/projects/primer3)  programi  ve  NCBI  primer  blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)  kullanilarak  gen  spesifik
primerler tasarlandi (Tablo 3.1). Tasarlanan primer sekanslar1 sentezletilerek RT-

gPCR deneyleri bu gen spesifik primerler ile gerceklestirildi.

Tablo 3.1. RT-qPCR ¢alismalarinda kullanilan primer sekanslari ve 6zellikleri.

Genler Primer sekanslari, 5°—3’ Uriin (bg) Kullanilan
(sirasiyla, ileri / Geri primer) primer baglanma
sicakhigr (°C)
ZmARP AATCGCCAATAAGCAACAAC 184 59
GCCCAAACTAGGATGGAAAT
ZmCA AGTTCCTCACATGGAAAAAGTGAAA 195 59
TGGGCGATTGTTGATCCGGT
ZmBip2 TGTTTAGGAGGGAGGGTGGT 135 59
CACTGCAATGCGAATCCTCT
ZmArpp3 CAATGATGGTGAGCGGAGGT 219 59
AGGTTCACAGACAGGACAGC
ZmcALDH TACAAGATGAGCGGGTTCGG 120 59
ACAGGATGAGGTCGGTCAGA

3.6.4. RT-gPCR Deneyleri

Bozok Universitesi merkez laboratuvarinda gerceklestirilen bu deneylerde, igine
kalip ve primer ekleyerek ¢alistigimiz AMPLIQON Real Q-Plus/WO ROX 2x Green
kiti kullanildi. Her biri 20 pl hacimde hazirlanan reaksiyon igerigi 6 pl ddH,0, 10 pl
Real Q karisimi, 1 pul 10 pmol F/R gen spesifik primerler ve 3 ul cDNA kalip (50X
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seyreltme) seklinde optimize edildi. Ilk olarak yapilan deneyde primer validasyonu,
ZmAktinl (J01238.1) geninin referans uygunlugu belirlendi. Takiben segilen 5
mRNA etiketi i¢in (CA, ARP, Bip2, ArpP3 ve cALDH) i¢in iki biyolojik iki teknik
tekrar seklinde hazirlanan reaksiyonlar Qiagen Rotor-Gene Q, Real-Time termal
dongiileyicide 95°C’de 15° HotStart DNA polimeraz, TEMPase aktivasyonunun
ardindan, her biri, 94°C’de 20” denatiirasyon, 59 °C’de 20” primer baglanmasi ve 72
°C’de 30” zincir uzatimi olmak iizere 40 déngiiden olusan RT-qPCR programi ile
calisildi. Kit bilesimindeki (SYBR) Green boyasiyla reaksiyonlarin olgiilen Ct
degerleri kontrol ve uygulama gruplar1 biyolojik ve teknik tekrarlar i¢in ortalamalar

alip 2"**“'[36] metoduyla ekspresyonel degisim diizeyi belirlendi.

Bu ¢aligmada, diger bir proje B-plani olarak gergeklestirilen DDRT-PCR ¢alismasi
materyali jellerde tespit edilen diferensil ekspresyon bandlart ¢alisilmistir. Uyumlu
(kompatibil) interaksiyon materyalinin, kontrol grubu olarak 0-120 saat birlestirilmis
ornegi (K) ve iki farkli zaman dilimi pas uygulamasi 6rnekleri, 12-48h birlestirilmis
orneklerinden (T1) ve 72-120 h (T2) izole edilen total RNA’dan oligo dT
primerleriyle sentezlenen cDNA kaliplarindan amplifikasyonlarla bu iirlinler elde
edilmistir. Toplam 100 band bu jellerden toplanarak amplifiye edilip klonlanmis ve
sekanslanmistir. Caligilan interaksiyonda rol oynadigi diisiiniilen bes gen bu
caligmalardan elde edilen sonuglar ¢ergevesinde se¢ilmis ve ekspresyon degisimleri
kuantatif real-time PCR (QRT-PCR) ile relatif kuantifikasyon yapilarak ¢aligiimustir.
Tanimlanan ve sekansi bilinen bu genler CA (karbonik anhidraz), cALDH
(sitoplazmik aldehit dehidrogenaz), Bip2 (binding protein), ARP(auksinle repres
edilen protein), ArpP3 (asidik ribozamal protein P3)’tiir. S6z konusu genler igin web
tabanli Primer3plus (sourceforge.net/projects/primer3) programi ve NCBI primer
blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanilarak gen spesifik
primerler tasarlanip sentezletildi ve RT-QPCR deneyleri saglanan bu primerler ile
gerceklestirildi. RT-gPCR deneyleri sonuglarina gore olgiilen Ct degerleri ile gen
ekspresyon degisimleri delta-deltaCt metodu kullanilarak tespit edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Etiket Sekanslarinin Gen Bankalarinda Benzerlik Taramalari

Daha once bir proje kapsaminda gerceklestirilmis misir-misir past kompatibil
interaksiyonunda ekspresyonu degisim gosteren genlerin tanimlanmasi i¢in DDRT-
PCR c¢alismasindan elde edilen jel dokiimantasyonlarindan belirli bir prosediirle
toplanan yaklagik 100 mRNA etiketi tanimlanip klonlandi. Bunlardan 72 etiketten
elde edilen sekans bilgisi ile GenBankas1 veri tabani taramasi yapilarak fonksiyonu
bilinen veya bilinmeyen gen sekanslarina benzerlik gosterdigi tespit edildi. Tespit
edilen bu etiket bilgileri tablo halinde diizenlendi. Her bir etiketin aksesyon
numarasi, baz cifti (base pair) sayisi, benzer oldugu gen adi, benzerlik degeri ve
diferensil ekspresyon sonuglari tabloda verilmistir (Tablo 4.1). GenBankas1 veri
taban1 taramalar1 sonucunda bu 72 etiketten 32 tanesinin belirli bir fonksiyona sahip
olan ve fonksiyonu bilinen gen sekanslarina benzer oldugu tespit edildi. Bu
etiketlerden 31 tanesinin hipotetik protein kodlayan sekanslara benzer oldugu
goriildi. Bunlar digindaki 9 etiket ise bir P. graminis Cullin 1 mRNA, bir misir
ctDNA, iki misir mtDNA sekanslarina benzer oldugu tanimlanirken digerlerinin

farkl sistem sekanslarina benzer oldugu tespit edildi.

Fonksiyonu bilinen genlerle iligkilendirilen etiketlerin bir boliimiiniin bitki-patojen
interaksiyonlarinda islevsel oldugu ya da bu interaksiyonlarda rol aldigi bilinen
mesajlardan olduklart sonucu elde edildi. Bitki savunma yanitinda biyotrofik
patojenlere karst SABP3 olarak rol oynadigi bilinen ve bir kloroplast enzimi olan
karbonik anhidraz, ER seperonu olan Bip2 proteini, absisik asit stres olgunlasma
proteini ve auksinle repres olan protein bitki patojen interaksiyonlarinda rol alan
mesajlar olup tanimlanan etiketlerdendir (Tablo 4.1). Ek olarak interaksiyonda rolii
olan tetratrikopeptid, sitoplazmik aldehit dehidrogenaz (RF2C), biiyiime
diizenleyicisi faktor (GRF1) ve ent-kaurene sentaz 2 (gibberellik asit (GA) sentez
yolu enzimi) benzeri olan genler tanimlanan etiketlerin diger 6rnekleri olmaktadir
(Tablo 4.1). Asidik ribozomal protein P3, gamma yanitt [ protein, SRC2,
nikotinanamid sentaz 3, kinesin ve axillin gibi diger streslerle iligkili genler olup bu

genlere benzer etiketler de tanimlanan sekanslar arasindadir (Tablo 4.1). Etiketlerden



misir-misir past  kompatibil interaksiyonunda rolii oldugu disiiniilen genler

belirlenerek gen

spesifik primerler tasarlanip interaksiyondaki

ekspresyonel

degisimleri RT-qPCR ile c¢alisilarak bitki savunma sistemindeki rolleri molekiiler

acidan degerlendirildi.

Tablo 4.1. Sekans karakterizasyonu yapilan mRNA etiketlerinin en yakin sekans
benzerleri, ekspresyon profilleri ve diger ilgili bilgiler.

Etiket Uzunluk (b¢) Aksesyon no En yakin sekans benzeri E-degeri Ekspresyon
Stres, savunma, sinyal iletimi, bilyiime-diizenleme iliskili etiketler: 20/72=%28 K T1 T2
DD1 97  XM_008647554.1  Z.m. ABA stres-olgunlagsma protein 3-benzeri mMRNA 8e-99 * | R
DD2 52  XM_008657861.1  Z.m. Loricrin-benzeri transkript var. X2, mRNA 6e-16 + R R
DD3 138 EU954250.1 Z.m. SRC2 mRNA le-58 * | R
DD4 216 XM_008659761.1  Z.m. Filamentasyon temperatiir-sensitif H2A 3e-123 + R |
DD5 147  EU964946.1 Z.m. Auksinle repres edilen protein mRNA 00 * | |
DD6 45  EU973052.1 Z.m. Bilytime diizenleyici faktér mRNA 3e-18 * * *
DD7 114 XM_008653311.1  Z.m. Gamma yanit1 I protein mRNA varyant1 X8 330 + R R
DD8 199 XM_008650278.1  Z.m. Kauren sentaz 2 (An2) mRNA varyanti X1 %-21 * | R
DD9 71  XM_008669566.1  Z.m. Tetratrikopeptid tekrar motifli protein transkript varyant1 X1 5e-23 + R R
DD10 83  XM_008662088.1  Z.m. TPR tekrar igeren karakterize edilmemis protein, mMRNA 4e-13 + R |
DD11 140 NM_001152569.1  Z.m. Tetratrikopeptid tekrar protein mMRNA le-d5 - | R
DD12 76  EU966630.1 Z.m. Tetratrikopeptid tekrar protein mMRNA 3e32 - | R
DD13 169 XM_008675810.1  Z.m. Auxilin-related protein 1-benzeri mMRNA 6e-09 + R R
DD14 123 NM_001112424.1  Z.m. Bip2 (ER seperonu) mRNA 4e-30 + | |
DD15 176  NM_001157006.1  Z.m. Ribozom tekrar kullanim (recycling) faktorii (RRF) mMRNA  3e-11 + R R
DD16 75 NM_001111919.1  Z.m. Asidik ribozomal protein P3 (arpp3) mMRNA le-63 * * *
DD17 120 EU968527.1 Z.m. 17.5 kDa sif I HSP mRNA 3e-13 * * *
DD18 146 XM_008646106.2  Z.m. U5 kiiciik niiklear riboniikleoprotein mRNA le-48 + | R
DD19 96 DQA417753.1 Z.m. B73 serin/treonin kinaz protein vd., igeren gDNA sekansi 8-36 + R R
DD20 102 NM_001111704.2  Z.m. Metil binding domain protein mRNA 9e-46 * * *
Fotosentez, metabolizma ve transport iliskili etiketler: 13/72=%18,05

DD21 136 EU969568.1 Z.m. Rubisco kiigiik alt birim (rbcS-m3) geni 4e-:32 + R R
DD22 294 EU965446.1 Z.m. Fotosistem Il 22 kDa protein mRNA 4e-74 + R R
DD23 270 NM_001111758.2  Z.m. Fotosistem Il alt birim PshS1 mRNA 5¢-99 + R R
DD24 95  AF467541.1 Z.m. Treonin dehidrataz mRNA (kloroplast formu) 00 + + R
DD25 100 NM_001154374.1  Z.m. Karbonik anhidraz (CA) mRNA sekansi le56 * | R
DD26 66 XM_008666956.1  Z.m. Nikotinanamid sentaz 3-benzeri mRNA sekansi 2e-34 * | |
DD27 59  AF348412.2 Z.m. Sitosolik aldehit dehidrogenaz, cALD (RFC2) mRNA 9e-39 + | |
DD28 81  X15642.1 Z.m. Fosfoenol piirivat (PEP) karboksilaz mRNA 2e-39 + R R
DD29 146 XM_008679140.3  Z.m. Siklik niikleotid kontrollii iyon kanalt mRNA 2¢-60 + R R
DD30 136 EU954542.1 Z.m. ATP sentaz C zinciri mRNA’s1 6e-47 - - |
DD31 171  GU075813.1 Z.m. ATP sentaz FO subunit 6 (atp6) mMRNA le-72 + |+
DD32 96  X80820.1 Z.m. ABP1 mRNA (aktin-depolimerizasyon faktorii) 7e-07 + R R
DD33 407 EU971052.1 Z.m. Sucrose synthase | mRNA varyant1 X1 2¢-87 + R R
Hipotetik, karakterize edilmemis ve bir fonksiyonla iliskilendirilemeyen etiketler: 30/72=%41,6

DD34 115 XM_002462795.1  S. bicolor hipotetik protein, mMRNA 4e-20 * I R
DD35 99  EU957821.1 Z.m. hipotetik protein mMRNA le-36 * | |
DD36 73 NM_001149742.2  Z.m. hipotetik protein mMRNA 1le-39 * | |
DD37 130 XM_008678695.3  Z.m. hipotetik protein transkript varyant1 X3 2e-62 + + R
DD38 267 EU972793.1 Z.m. hipotetik protein mMRNA 5¢e-32 + R R
DD39 188 NM_001137722.1  Z.m. hipotetik protein mRNA le-170 * | |
DD40 EU957361.1 Z.m. hipotetik protein mMRNA 8-15 + R R
DD41 102 XM_002462795.1  S. bicolor hipotetik protein mRNA 3e-25 * - |
DD42 251 XM_008649425.1  Z.m. karakterize edilmemis protein mMRNA varyant X2 2e-31 * | |
DD43 108 XM_008658634.1  Z.m. karakterize edilmemis mRNA sekansi 3e-62 * | |
DD44 212  NM_001151612.2  Z.m. karakterize edilmemis protein mRNA 532 + R R
DD45 224  NM_001368938.1  Z.m. karakterize edilmemis mRNA le-84 - | R
DD46 185 NM_001153541.1  Z.m. karakterize edilmemis protein mRNA sekansi 4e-94 + | R
DD47 144  XM_008674447.1  Z.m. karakterize edilmemis protein transkript varyant1 X1 3e-07 * * *
DD48 147  XM_020540443.2  Z.m. karakterize edilmemis protein transkript varyant: X6 016 + R R
DD49 44  BT038584.1 Z.m. BFb0295C08 mRNA sekansi de-44 + R R
DD50 89  AY107706.2 Z.m. PCO080730 mRNA sekanst 012 - - |
DD51 194 BT061413.1 Z.m.BFb0143H02 mRNA sekansi 2-11 + R R
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DD52 255 BT041450.1 Z.m. BFc0036E14 mRNA sekanst le-30 + R R
DD53 115 BTO018843.1 Z.m. ELOINO0553G03.d mRNA sekanst (yan kok olusumu) 2e-145 - | |
DD54 148 BT018699.1 Z.m. ELOIN0514H05.d mRNA sekans le-35 - | |
DD55 144 EU940898.1 Z.m. 1167995 mRNA sekans1 3e-18 * | |
DD56 69  XR_556486.1 Z.m. karakterize edilmemis NCRNA le-27 * | |
DD57 345 EU940829.1 Z.m. klon 1157575 mRNA sekansi 3e-16 * | -
DD58 76  BT041486.1 Z.m. BFc0033G04 mRNA sekansi 4e-35 * | |
DD59 101 EU946764.1 Z.m. 323461 mRNA sekansi 3e-25 * * *
DD60 100 EU940898.1 Z.m. 1167995 mRNA sekans1 3e-18 * | |
DD61 101  EU950803.1 Z.m. 623087 mRNA sekansi le-136 * | R
DD62 84  EU941821.1 Z.m. 1470241 mRNA sekansi (sukroz sentazl) 2¢-87 + R R
DD63 392 KMO057483.1 Z.m. ZmShl UGA 088 chr 9 gDNA sekansi 7e-06 - | |
Organel, Puccinia ve diger sistem sekanslarina benzer etiketler: 9/72=%12,5

DD64 144  XM_003335301.2  P. graminis f. sp. tritici Cullin 1 mRNA sekans1 0.007 - - |
DD65 238 DQ645537.1 Zea luxurians mt genom sekansi le-123 * | |
DD66 50 DQ645539.1 Z.m. subsp. parviglumis mt genom sekansi le-125 * | |
DD67 42 KF241980.1 Z.m. subsp. mays A188 ctDNA sekanst 2e-102 + R |
DD68 100 XM_003718426.1 M. oryzae hipotetik protein mMRNA 00 - - |
DD69 108  Kcb510278.1 Isaria fariosa strain STH3, rRNA le-36 + R |
DD70 276  HE662629.1 Kiiltiiri yapilmayan bakteri kismi 16S rRNA 3e-15 - - |
DD71 86  AM940970.1 Kiiltiiri yapilmayan bakteri kismi 16S rRNA 2e-17 + R |
DD72 107 XM_625702.1 C. parvum lowa Il hipotetik protein mRNA 34 * | |

K; kontrol, T1; uygulama 1, T2; uygulama 2, R; Represyon, I; indiiksiyon “+”/-*; band
“var” / “yok”, “*”; kaydedilmemis bilgi

4.2. Pas Inokiilasyonu ve Savunma Sinyal Molekiili Uygulamalariyla Secilen

Genlerde Ekspresyonel Degisimin RT-sqPCR Degerlendirmesi

Misir-musir pasi patosisteminde islevsel oldugu diisiiniilen ZmCA, ZmARP, ZmBip2,
ZmArpp3 ve ZmcALDH genleri i¢in primer validasyonu ve ekspresyonel degisim 6n
calisma olarak RT-sqPCR ile degerlendirildi. Bu deney K, Kontrol 0-120 saat
enfekte olmamis materyal; T1, 12-48 saat 6rnekleri pool edilerek hazirlanmig enfekte
materyal; T2, 72-120 saat 6rnekleri pool edilerek hazirlanmis enfekte materyaller ile
gerceklestirildi (Sekil 4.6).

ZMARP, ZmArpP3, ZmBip2 genlerinde T1 ve T2 inokiilasyon o&rneklerinde
indiiksiyon gozlemlenirken, ZMCALDH T1 enfekte 6rneginde represyon T2’de ise
ekspresyonu indiiklenmis olarak gozlemlendi. ZmCA ekspresyonu T1 Orneginde
kontrol bandina gore represyon, T2’de ise kontrole gore indiiksiyon seklinde

gbzlemlendi (Sekil 4.6).

Ek olarak savunma sinyal molekiilleri (10 mM Salisilik Asit, 10 mM Hidrojen
Peroksit ve S5Smg/ml kitin) ile muamele edilen kontrol, muamele 4 ve 24 saat sonrasi
A188 yapraklarinda ZmCA ve ZmcALDH genlerinin ekspresyonu RT-sgPCR ile
degerlendirildi (Sekil 4.7).
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ZmARP1
ZmArpP3

ZmcALDH

ZmBiP2
ZmCA
XX ZmAkfinl

Sekil 4.6. P. sorghi inokiilasyonuyla A188 yapraklarinda ZmCA, ZmBip2, ZmARP,
ZmArpP3, ZmcALDH ekspresyonunun RT-sqPCR degerlendirmesi.

Salisilik asit (SA) uygulanmis yapraklarda CA ekspresyonunda 24 saat sonrasinda
indiiksiyon gézlemlenirken, hidrojen peroksit (HP) ile her iki zaman diliminde de
indiiksiyon tespit edildi. Kitin (Chi) muamelesi ise CA ekspresyonunda represyon
olusturdugu gozlendi. ALDH ekspresyonu ise kontrol bantlarina gére SA ve HP
muamelesi ile indiiklenirken, Chi muamelesi sonrasi represyon seklinde tespit edildi

(Sekil 4. 7).

LT Yne zmca

Sekil 4.7. Savunma sinyal molekiilleri sprey edilmis A188 yapraklarinda ZmCA ve
ZmcALDH ekspresyonunun RT-sqPCR degerlendirmesi.
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4.3. Secilen Genlerin RT-qPCR Teyitleri

Misir-misir pasit kompatibil interaksiyonunda rolii oldugu diisiiniilen ve RT-gPCR ile
calistlan bes gen (ZMCA, ZmARP, ZmBip2, ZmArpp3 ve ZmcALDH) igin
GenBankas1 veri tabani taramast mRNA etiket benzerlik sonuglari ayr1 bir tablo
olarak hazirlandi (Tablo 4.2). Bu genler igin tasarlanan primerler ve uygun
prosediirlerle gergeklestirilen RT-gPCR deneyleri, iki biyolojik tekrar ve bunlarin her
birinin iki teknik tekrar1 olarak Merkez laboratuvarinda bulunan Rotor gene Q, RT-
PCR cihaziyla gergeklestirildi (Tablo 3.1). Referans gen olarak ZmAktinl
(GenBankasi aksesyon no: J01238.1) kullanilan analizde ZmAktinl ekspresyonuyla
normalize edilerek galisilan deneyin sonuglarindan elde edilen dort Ct degerinin
ortalamalar1 alinip delta delta Ct methodu (Livak) ile relatif ekspresyon degisimleri
belirlendi. Hesaplanan relatif mRNA seviyesi degerlerinin uygulama saatleriyle ¢izgi

grafikleri hazirlandi.

DDRT-PCR tarama jelinden alinan 6rneklerde gozlenen ekspresyonel degisim elde
edilen sonuglarda genelde dogrulanmistir. Karbonik anhidraz (ZmCA) i¢in tarama
jelinde gozlenen indiiksiyon ve represyon durumu pas uygulamasi 6-96 saat zaman
dilimlerinde genel olarak represyon seklinde gozlemlendi. ZmALDH ve ZmBip2
genlerinde genel olarak indiiksiyon gozlemlendi. ZmArpp3 gen ekspresyonu dar bir
aralikta indiiksiyon olmakta iken, ZmARP1 gen ekspresyonu ise ardisik olarak

indiiksiyon ve represyon seklinde tespit edildi.

Tablo 4.2. RT-gPCR ile gen ekspresyon teyidi ¢alisilan genler

Etiket Uzunluk  Aksesyon no En yakin sekans benzeri E degeri

DD25 100 NM_001154374.1  Z.m. Karbonik anhidraz (CA) mRNA sekansi le-56

DD27 59 AF348412.2 Z.m. Sitosolik aldehit dehidrogenaz, 9e-39
CALDH(RFC2) mRNA

DD14 123 NM_001112424.1  Z.m. Bip2 (ER seperonu) mRNA 4e-30

DD5 147 EU964946.1 Z.m. Auksinle repres edilen protein mRNA 0.0

DD16 75 NM_001111919.1  Z.m. Asidik ribozomal protein P3 (ArpP3) 1le-63
mRNA
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5. TARTISMA ve SONUC

Bitki-patojen interaksiyonlarinda fizyolojik mekanizmalar, aktive ya da inaktive olan
biyokimyasal yollar, konuk¢u bitki duyarlilig1 veya direncinde islevsel olan faktorler
yapilan calismalarla ortaya ¢ikarilmaktadir. Bu caligmalar bitki patojen
interaksiyonunda rolii olup ekspresyonu degisim gosteren genlerin molekiiler
karakterizasyonu yapilip genlerin tanimlanmasi ile gergeklestirilmektedir. Bu
caligmalar ile patosistemlerde rol oynayan ve ekspresyonu degisim gosteren genler

bir dizi teknik kullanilarak tanimlanmaktadir [37-42].

Misir-Puccinia sisteminde simirli sayida gerceklestirilen arastirmalar ile misir musir
past interaksiyonu  belirlenmeye  ¢alisilmistir.  Misir-Puccinia  polysora
interaksiyonunun Affimetrix misir GeneChip ile degerlendirildigi bir ¢alismada
ekspresyonu degisim goOsteren 532 prob tanimlanmistir. Bir biyotik stres olarak
degerlendirilen patojen saldirisi esnasinda bitkinin yanitinda rol oynayan problarin
indiiksiyon gdosterdigi, abiyotik stres yanitlarinda rolii olanlarin ise represyon
gosterdigi ¢alisma sonucu olarak verilmektedir [43]. Misir-P. sorghi patosisteminin
calisildigt kompatibil ve inkompatibil interaksiyonlarin her iki interaksiyon
durumunun degerlendirildigi baska bir ¢alismada ise 310 TDF’nin cDNA-AFLP
teknigi ile sekans karakterizasyonu yapildigi rapor edilmektedir. TDF’lerin biiyiik
cogunlugunun fonksiyonu bilinen genlere benzerlik gosterdigi ve bitki patojen
interaksiyonlarinda fonksiyonel olan genler oldugu caligmada tespit edilmistir. Diger
TDF’lerin ise bitki stres ve savunma sistemleri veya biki metabolizmasinda bunlara

benzer iglevleri oldugu belirlenmistir [44].

Tez c¢alismasiyla A188 misir inbredi ve P. sorghi TO09 izolatt uyumlu
interaksiyonunda ekspresyonu degisim gosteren mRNA etiketleri kullanilarak sekans
karakterizasyonu yapilan 72 TDF’nin genbankasi veri tabani taramasi yapildi. Bu
taramada TDF’lerin benzerlik gosterdigi gen sekanslari belirlendi. TDF’lerin 32
tanesinin belirli bir fonksiyonla iligkilendirilebilen, fonksiyonu bilinen gen
sekanslarina benzerlik gosterdigi tespit edildi (Sekil 5. 8). Bu TDF’lerden 31 etiket
sekans1 karakterize edilmemis/hipotetik protein kodlayan sekanslara benzerlik

gosterirken, ek olarak biri P. graminis Cullin 1 mRNA sekansina benzer, ikisi misir



mtDNA, biri misir ctDNA sekansia benzerlik gosteren ve besi farkli sistem

sekanslarina benzer olmak tizere toplam 9 etiket tanimlanmustir (Sekil 5. 8).
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Sekil 5. 8. Calismada tanimlanan genlerin fonksiyonlarina gére gruplandirilmasi

Bitki-patojen interaksiyonlarinda g¢ogunlukla calisilan genleri igeren TDF’lerin
fonksiyonu bilinen genlere benzerlik gosterdigi tespit edilmekle birlikte dnemli bir
kisminin stres ve bitki savunma yanitiyla iligkili oldugu sonucu elde edildi. Daha
once yapilan ¢aligmalarda ekspresyon degisimi gbzlemlenen bu genlerden bes tanesi
icin RT-gPCR c¢alismas1 ile relatif kuantifikasyon yapilarak misir-misir pasi
kompatibil interaksiyonunda gen ekspresyon seviyeleri ve sz konusu patosistemdeki

fonksiyonlari degerlendirildi.

5.1. Tammlanan Karbonik Anhidrazin (CA) Bitki-Patojen Interaksiyonlarinda

ve Calisilan Patosistemde Muhtemel Rolii

Bitkisel dokularda en ¢ok yapraklarda bulunan karbonik anhidrazin (CA) yapilan
arastirmalarla iki formunun bulundugu bildirilmistir. Bu formlar ¢6ziiniir-CA ve
bagli-CA olarak adlandirilmaktadir. Bitki bagli-CA formu kloroplast tilakoitlerinde
lokalize olmusken ¢oziinlir-CA formu ise bitki hiicresi sitoplazmasinda az miktarda,

kloroplast granalarinda ¢ok miktarda bulunmaktadir [45-47].
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CA’lar solunum, lipid biyosentezi, fotosentez ve stoma hareketlerinde gorev
yapmaktadirlar [48]. Tiitlin kloroplastlarinda salisilik asit (SA) baglayan protein 3
(SABP3- Salicylic Acid Binding Protein 3) olarak B karbonik anhidraz (BCA) tespit
edilmistir [49]. Bu enzimin SABP3 olarak bitki savunmasinda da fonksiyonel oldugu
yapilan calismalarla gosterilmistir. Calisma A. thaliana bitkisinde SA analogu bir
kimyasal olan  benzotiadiazol = uygulamasindan  sonra Pseudomonas
syringae inokiilasyonu Yyapilarak gerceklestirilmistir. Calisma sonucu CA gen

ekspresyon seviyesinin represyonu seklinde rapor edilmistir [50].

Fungal hastalik olarak tanimlanan mildiy6 (ge¢ yaniklik) etmeni olan Phytophthora
infestans i etkisi Nicotiana benthamiana bitkisinde c¢alisilmigtir. Bitki patojen
interaksiyonu baslangicinda diren¢ geni Pto’ya karsilik patojen aviriilans geni olan
AvrPto ile karsilasmast HR’yi tetikler. N. benthamiana yapraklarinda CA (SABP3)
gen ekspresyonunun susturulmasi (VIGS-Viriis Induced Gene Silencing) ile sz
konusu patojenin biiyiidigii ve HR gelisiminin inhibisyonu gézlemlenmistir [49].
Bagka bir ¢alismada patates-Phytophthora infestans kompatibil interaksiyonunda
incelenen CA ekspresyonunun patojen uygulamasindan sonra repres oldugu tespit
edilmistir [51]. Phytophthora infestans patojeninin kompatibil interaksiyon
gosterdigi domates bitkisinde patojenin transkripsiyon dinamiginin incelendigi bir
caligmada ise bitki savunma sistemi agisindan CA gen ekspresyonunun hem bitki

hem patojen agisindan incelenmesinin 6nemli olacagi rapor edilmistir [52].

Yapilan ¢aligmada literatiirde verilen sonuglara benzerlik gostermis olarak ZmCA
(GenBankasi aksesyon no: NM_001154374.1) geninin patojen inokiilasyonundan 6.
saat ve sonrasi calisilan zaman dilimlerinde mRNA seviyesinin azaldigi

(transkripsiyonel represyonunun gerceklestigi) tespit edilmistir.
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Sekil 5. 9. Ps inokiilasyonuyla ZmCA mRNA seviyesinde degisim grafigi. Iki
biyolojik tekrarin iki teknik tekrar halinde c¢alisildigi RT-gqPCR
deneylerinde, Olgiilen Ct degerleri ortalamalari, referans gen,
ZmActinl, ekspresyonuyla normalize edilerek kontrole gore
hesaplanan relatif (kat) ekspresyon degerleri, sekilde verilmektedir.

Uygulama saatlerine (6-96 saat) genel bir yorum olarak kontrole gére patojen
inokiilasyonuyla bu genin ekspresyonunun represyon gosterdigi tespit edildi (Sekil 5.
9). ZmCA ckspresyonunun patojen inokiilasyonuyla repres olmasi ve kodladigi
proteinin muhtemel bir SABP3 olmasi, bitki-fungus interaksiyonlarinda bu kloroplast
formu CA’nin fonksiyonel oldugunu gostermektedir. Konuk¢u duyarliliginin
olusturulmasinda gozlenen transkripsiyonel represyon muhtemelen 6nemli olup,
diger boyutuyla, ekspresyonu konukc¢u fungus direncinde aktif rol oynadigimi

gostermektedir.

5.2.  Tammlanan Aldehit Dehidrogenazin  (CALDH)  Bitki-Patojen
interaksiyonlarlnda ve Calisilan Patosistemde Muhtemel Rolii

Aldehit dehidrogenazlar, bitkilerde genellikle biyotik ve abiyotik streslere kars1 tepki
gosteren, bitki biiylime ve gelismesinde farkli rollere sahip olan ¢esitli protein
ailelerinden olusurlar [53, 54]. Bitkiler, dzellikle Zea mays (24 ALDH geni) ve Vitis
vinifera (23 ALDH geni) gibi yiiksek yapili bitkiler olmak {izere hayvanlar ve
mantarlardan daha fazla sayida ALDH geni igermektedir [55].
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Aldehitlerin  karboksilik  asitlere  oksidasyonunu  Kkataliz  eden aldehit
dehidrogenazlarin (ALDH) sitoplazmik (sinif I ALDH) ve organel (smif II ALDH)
formlar1 bulunmaktadir. ALDH’lerin bazilar1 spesifik substratlar1 okside ederken
(NAD+ veya NADP+ rediiksiyonuyla) digerleri genis bir substrat yelpazesini
modifiye edebilmektedir. Diger metabolitler ve metabolik olaylarla birlikte alkol
metabolizmast ve lipid peroksidasyonuyla agiga c¢ikan aldehitler kimyasal
reaktiflikleri nedeniyle ortadan kaldirilmalari, detoksifiye edilmeleri gerekmektedir,
aldehit dehidrogenazlar bu asamada fonksiyonel olmaktadirlar. S6z konusu bilesikler
biyotik ve abiyotik stresorlere maruz kalma durumunda da sentezlenebilmekte,
bunlarin detoksifikasyonu stres toleransit veya direncinde Onemli olabilmektedir.
Bitkilerde bazi ALDH lerin ekspresyonu konstitiif gerceklesirken digerleri biyotik ve
abiyotik stres faktorlerince indiiklenebilmektedir. Konuyla ilgili c¢alismalardan
yapilan genel bir degerlendirme, ALDH ekspresyonunun bitki stres yanit1 yollarinda,
ozellikle de oksidatif stres olusturanlarda, dnemli oldugu yoniindedir. Misirda anter
gelisimi ve erkek fertilitesinde rol oynayan (RF2A, RF2C) ALDH enzimleri,

ozmotik, kuraklik, tuz stresleri ve oksidatif streste de rol oynamaktadir [56].

Bitki-mikrop interaksiyonlarinda ALDH enzimlerinin rolleri son yillarda yapilan
caligmalarla belirginlesmektedir. Cin iiziimiinde (Vitis pseudoreticulata) yapilan
MRNA-DD c¢aligmasinda, kiilleme fungusu Uncinula necator infeksiyonunu takiben
indiiklenen ALDH genlerinden orijine olan mRNA etiketleri tanimlanmistir [57].
Biber bitkilerinin aviriilent (AvrBsT kodlayan) Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xcv) Dsl inokiilasyonuyla hizli ve giiglii bir sekilde CaALDHI
ekspresyonu indiiklenmektedir. Tiitiinde (N. benthamiana) CaALDH1 ve avrBsT
genlerinin birlikte ekspresyonu avrBsT ile tetiklenen programli hiicre oliimiinde
dramatic artisa neden olmustur. S6z konusu genin biberde susturulmasi hidrojen
peroksit birikimine, hiicre Oliimii yanit1 ve Xcv ya direncin azalmasima neden
olmaktadir [58]. Benzer sekilde, s6z konusu enzimlerin programli hiicre 6liimiinde
rollerine bir kanit ta, piring hastalik lezyonu mimik mutantinda (cdr2) da yiiksek
seviye de ALDH proteini birikiminden gelmistir [59]. Arabidopsis te artirilmis
CaALDH1 ekspresyonu Pseudomonas syringae pv. tomato ve Hyaloperonospora

arabidopsidis Noco2 infeksiyonlarina duyarliligi azaltmaktadir [58].
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Sekil 5.10. Ps inokiilasyonuyla ZmcALDH mRNA seviyesinde degisim grafigi. Iki
biyolojik tekrarin iki teknik tekrar halinde c¢alisildigt RT-qPCR
deneylerinde, dlgiilen Ct degerleri ortalamalari, referans gen, ZmActinl,
ekspresyonuyla normalize edilerek kontrole gore hesaplanan relatif (kat)
ekspresyon degerleri, sekilde verilmektedir.

Bu c¢alismada da literatiirde verilen c¢alismalara paralel olarak ZmcALDH
(GenBankasi aksesyon no: AF348412.2, RF2C) pas inokiilasyonunun ardindan ilk 6
saat zaman diliminden itibaren gen ekspresyonunun kontrole gore indiiksiyon
gosterdigi tespit edildi (Sekil 5. 10). ZmALDH ekspresyonu pas inokiilasyonu
sonrasinda yaklagik yirmibes kat indiiksiyon olarak gozlemlendi. Gézlemlenen bu
relatif ekspresyon degisimi genin bitki savunma yanitinda ve misir-misir past

patosisteminde islevsel oldugunu kanitlar niteliktedir.

5.3. Tamimlanan Binding Proteinin (BIP2) Bitki-Patojen Interaksiyonlarinda ve
Calisilan Patosistemde Muhtemel Rolii

Farkli abiyotik (yiiksek 151k, yiliksek sicaklik, kuraklik, tuz, ozmotik ve agir metal
stresi) ve biyotik (bakteriyel ve fungal patojenler, viriisler) stresler, endoplazmik
retikulumda (ER) katlanmig ve yanlis katlanmis proteinlerin birikmesine neden olur
ve bu da ER stresini indiikleyebilir [ 60-64]. Bir HSP70 molekiiler saperonu olan
baglanma proteini (BiP), hiicrelerin stres yanitinda yer alan 6nemli ve en iyi
calisilmig bir ER proteinidir. Bitkilerde, BiP'nin ¢esitli streslere karsit savunmada rol

oynadigi rapor edilmektedir [65, 66].
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BiP proteinleri ER liimeninde yanlis katlanmis proteinlerin baglanarak proteazom
araciligtyla ER ile assosiye degredasyonunda (ERAD) rol oynamaktadir. Yanlis
katlanmis proteinlerin ER’da birikimi, ER stresine, katlanmamis protein yanitinin
(unfolded protein response, UPR) tetiklenmesine neden olmaktadir. Ileri diizeyli ER
stresi durumlarinda UPR ile aktive edilen koruyucu mekanizmalar yeterli olmayip
apoptozisle hiicre oliimii ger¢eklesmektedir. BiP, bu anlamda ER stresi ve iliskili
apoptozis sinyali regiilasyonunda fonksiyonel bir molekiil gibi goziikkmektedir.
Bitkilerde yapilan ¢alismalar ER stres atteniiasyonu yaninda, BiP’in transgenik soya
(Glycine max) ve tiitiinde (Nicotiana tabacum) kuraklik toleransi sagladigini, ER
stresi ve ozmotik stresle indiiklenen apoptozis attenuasyonuna neden oldugunu ve

patojenlere immunite de rol oynadigin1 gostermektedir [65, 67, 70, 71].

ER, diger proteinlerle birlikte, bitki savunma yanitlarinda rol oynayan molekiillerin
sentezlendigi, katlanmasi ve modifikasyonunun gergeklestigi, belirli diizeyde
olgunlagtirildigi bir organeldir. Yapilan ¢alismalar, patojen infeksiyonlarinda,
savunmada rol oynayan molekiillerin sentezi ve salgilanmasmin biiylik 6lcekli
artigini, so6z konusu sentez yolu ve fonksiyonel olan elemanlarinin savunma
yanitlarinda 6nemli oldugunu gostermektedir [62]. BiP’ler bu alanda rolleri ilk fark
edilenlerden biri olup, Bip2, SAR kurulumunda rol oynamaktadir, bip2
ekspresyonunun susturulmasi, SAR markir1 PR1 sekresyonunu ve patojen direncini

attenue etmektedir [70].

Pringte artirllmis BiP3 ekspresyonu, immiino reseptoriin proses edilmesi ve
stabilitesini diizenleyerek Xa21 ile saglanan direncte rol oynadigi ileri siiriilmektedir
[72]. Soya da artirilmig BiP ekspresyonunun, Pseudomonas syringae pv. tomato
DC3000 ile indiiklenen non-host HR’mi hizlandirdigi tespit edilmistir [73]. Bu
tespitler gercevesinde, BiP’in PCD pozitif regiilatorii oldugu ileri siiriilmektedir. BiP
ile birlikte diger bir ER proteini, CRT3, N. benthamiana da direng geni proteini Cf
ile indiikklenen HR’da rol oynamaktadir. Her iki proteinin Cf proteiniyle
interaksiyona girdigi ve bu proteinlerin direng proteini katlanmasi ve
stabilizasyonunda rol oynadigi degerlendirmesi yapilmaktadir. Bu yoniiyle PAMP
reseptorlerinde tespit edilen duruma benzemektedir [68]. N. benthamiana diger bir

calismada, TMV ile indiiklenen HR’da, BiP ve diger ER seperonlarinin seviyesinde
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artis tespit edilmis, CRT2 ve CRT3’lin susturulmasi ise, HR’da azalmaya neden
olmus ve hiicreler arasi viral iletime izin vermistir [69]. PAMP reseptorleri, direng
geni proteinleri, antimikrobiyal proteinler gibi bir dizi diren¢ faktorleri, ER
tizerinden sentezlenerek islenip hedeflenmekte ve salgilanmaktadir. Konuyla ilgili
caligmalar, ER ve protein sentezi ve isleme kapasitesinin regiilasyonunun bitki
savunma yanitlarinda 6nemli bir yere sahip oldugunu gostermekte, bu yolun bir
elemani olan BiP, UPR ve PCD regiilasyonunda rol oynayan 6nemli bir proteindir
[70]. Calisilan patosistem de ekspresyonu ve fonksiyonunun ¢alisilmasi, bitki-mikrop
interaksiyonlartyla ilgili bilgilerimize ve bu sistemlerin manipiilasyonuna 6nemli

katkilar saglayabilir.
25
20
15

10

Normalize relatif mMRNAseviyesi

Kontrol 6 12 24 48 72 96

Uygulama Saatleri

Sekil 5.11. Ps inokiilasyonuyla ZmBIP2 mRNA seviyesi degisim grafigi. Iki
biyolojik tekrarin iki teknik tekrar halinde c¢alisildigi RT-qPCR
deneylerinde, Olciilen Ct degerleri ortalamalari, referans gen,
ZmActinl, ekspresyonuyla normalize edilerek kontrole gore
hesaplanan relatif (kat) ekspresyon degerleri, sekilde verilmektedir

Yapilan c¢alismada da musir-misir past kompatibil interaksiyonunda ZmBip2
(GenBankasi aksesyon no: NM_001112424.1), gen ekspresyonunun literatiir
bilgilerine paralel olarak indiiksiyon gosterdigi tespit edildi. RT-qPCR ile analizi
yapilan musir Bip2 gen ekspresyonu yirmi kata kadar ¢ikabilen indiiksiyon olarak
gdzlemlendi (Sekil 5.11). BIP geninin bitki savunma yanitinda islevsel oldugu

literatiirde de verilmis olmakla birlikte bu analiz ile literatiire B/P2 relatif ekspresyon
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degisimi indiiksiyon olmasi ve kompatibil bitki-patojen interaksiyonunda galisilmasi

yoniiyle katki saglamaktadir.

5.4. Tammmlanan Auksinle Repres Edilen Proteinin (ARP) Bitki-Patojen

Interaksiyonlarinda ve Cahsilan Patosistemde Muhtemel Rolii

Auksin bitki biiylime gelismesini ve ¢evreyle interaksiyonu diizenleyen bir
fitohormondur. Bitki patojen interaksiyonlarindaki rolleri heniiz tam olarak
aydinlatilmamistir. Bununla birlikte diger hormonlarla veya bagimsiz bir sekilde

aktif rol oynadigin1 gésteren bulgular literatiirde goriilmektedir [74, 75].

Fungal veya bakteriyel patojenler auksini sentezleyip ya da sentezletip patogenezde
direk kullanabilmektedirler. Bununla beraber veya bitki hormonal regiilasyon
aglarmi bundan bagimsiz olarak bozup bitki kontroliinii degistirerek, atlatarak bitki

savunma yanitlarin1 baskilayabilmektedirler [76].

Auksin sinyal iletimi ile algilanmasi, transportu, inaktivasyonu, sentezi ve
konjugasyonu gibi boyutlar1 bitki patojen interaksiyonlarinda kullanilabilmektedir
[74]. indolden ve triptofandan ¢oklu metabolik yollarla auksin sentezlenebilmektedir.
Auksin salisilik asit (SA), jasmonik asit (JA), absisik asit (ABA), reaktif oksijen

tirleri (ROS) ve sitokinin sinyallerinin modiilasyonunda islevsel olmaktadir [75].

SCF ubikuitin kompleksinde F-box proteini olarak gorev alan Transport Inhibitor
Response 1 (TIR1) veya Auxin Signaling F-Box (AFB) reseptor proteinleri ile auksin
sinyali algilanmaktadir. Auksin Response Factor (ARF) olarak adlandirilan
transkripsiyon faktorleri ise auksine yanit genlerin ekspresyonunu saglamaktadirlar.
Auksinle gen ekspresyonunun regiilasyonu Auxin/Indole 3-Acetic Acid (Aux/IAA)
reseptor protein-ARF olarak ve ARF-ARF dimerizasyonu, ARF’larin DNA
baglanma yetenegini kontrol etmesiyle saglamaktadir. ARF’lar farkl bitki tiirlerinde
10-43 iiyeye sahip olup auksinle indiiklenen ve repres olan genlerin ekspresyonunda
islevsel olmaktadirlar. Aux/IAA, Small Auksin up RNA (SAUR) ve Gretchen Hagen
3 (GH3) gen aileleri auksinle indiiklenen genleri olusturmaktadir. Bunlardan farkli
bir gen ailesi olan Auxin Repress Protein (ARP) genleri auksinle repres edilenleri

olusturmaktadir [77].
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ARP genlerinden ARPI in tiitiin bitkisi ve onun mutantinda yapilan bir ¢alismayla
bitki savunma yanitinda rolii oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismada ARPI1 in
vejetatif biiylimeyle bitki direnci veya savunma yanitinda her iki durumda da ARP1
fonksiyonu karakterize edilerek bitki savunma yanitinda rolii oldugu ortaya
konmustur. ARP1 gen ekspresyonu olmadigi durumda bitki direnci pozitif vejetatif
bliylime regiilatorii olmakta iken, eksprese edildiginde negatif bir regiilatér olarak
islevsel oldugu tanimlanmistir. Ek olarak PTI aktivasyonunda ARP1’in flg22 ve kitin
gibi PAMP’lara (elisitor) benzer sekilde bitki savunma yanitinda rol aldig1 tespit
edilmistir. Bu sonu¢ ARP1 geninin susturuldugu genotiplerde PTI yanitinin bloke
oldugunun goézlenmesiyle elde edilmistir. ARP1 ekspresyonunun arttirildigi
durumlarda hastalik direncinin arttift ve vejetatif biiylimenin zayifladig
goriilmiistiir. Elde edilen bu verilerle ARP’larin bir iiyesi olan ARP1 i¢in biiylimede
ve hastalik direncinde antagonist calisan integral bir regiilator olarak fonksiyonel

oldugu ileri siiriilmiistiir [78].
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Sekil 5.12. Ps inokiilasyonuyla ZmMARP1 mRNA seviyesi degisimi grafigi. Iki
biyolojik tekrarin iki teknik tekrar halinde c¢alisildigi RT-qPCR
deneylerinde, oOlciilen Ct degerleri ortalamalari, referans gen,
ZmActinl, ekspresyonuyla normalize edilerek kontrole gore
hesaplanan relatif (kat) ekspresyon degerleri, sekilde verilmektedir.

Yapilan ¢alismada ZmARP1 (GenBankasi aksesyon no: EU964946.1) geninin pas
inokiilasyonuyla ekspresyonunun indiiksiyon gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢alisma

ile kontrole gére ZmARP1 gen ekspresyonu yaklasik dort kat indiiksiyon olarak
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gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonug ile bitki-patojen interaksiyonlarinda ARP1
geninin fonksiyonel oldugu sdylenebilir (Sekil 5.12). Misir-misir pasi kompatibil
interaksiyonunda ¢alisilan ZmARP1 ekspresyonunda kontrole gore dort kat
indiiksiyon gozlemlenmesi bitki-patojen interaksiyonunda rolii oldugunu destekleyen

bir sonugtur.

5.5. Tammlanan Asidik Ribozomal Protein P3’iin (ArpP3) Bitki-Patojen

Interaksiyonlarinda ve Cahsilan Patosistemde Muhtemel Rolii

Okaryotik ribozomlarda bulunan P protein kompleksi olarak adlandirilan bir grup
protein biiylik ribozomal alt birim aktif bolgesinde yanal bir sap yapisi
olusturmaktadir. Bununla birlikte elongasyon evresinde islevi oldugu diisiiniilen bir
protein kompleksidir. Cogunlugu bazik olan bu ribozomal proteinlerin pH 3-5
araliginda izoelektrik noktalara sahip olup fosforile edilmis bir grubu asidik
ribozomal proteinlerdir. Asidik ribozomal proteinler PO, P1 ve P2’den olusmakta ve
yalnizca monokotil ve dikotiledonlu bitkilerde bu ii¢ gruptan farkli olarak P3 proteini

bulunmaktadir [79].

Arabidopsis bitkisinde yapilan bir ¢alismada AtP3B gen ekspresyonunda yiiksek ve
diisiik sicakliklarda indiiksiyon gdézlemlenmistir. Bu ¢alismayla AtP3B’nin sicak ve
soguk stresinde bitkiyi korumasinin yanisira bir RNA seperon aktivitesi gosterdigi de
tespit edilmistir. Sicaklik stresi durumunda protein agregasyonunu dnlemekte iken,
soguk stresi durumunda RNA isleme, stabilite ve translasyon kontrolii gibi
posttranskripsiyonel RNA metabolizmasinda islevsel olmaktadir [80]. Transgenik
tatli patateste (Ipomoea batatas L.) yine AtP3B geniyle yapilan bir ¢alismayla RT-
PCR yontemi kullanilarak c¢alisilan genin diisiik sicaklikta ekspresyonunun

indiiklendigi ve bitkinin diisiik sicakliga toleransinin arttig1 tespit edilmistir [81].
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Sekil 5.13. Ps inokiilasyonuyla ZmArpP3 mRNA seviyesinde degisim grafigi. ki
biyolojik tekrarin iki teknik tekrar halinde c¢alisildigi RT-gqPCR
deneylerinde, oOlgiilen Ct degerleri ortalamalari, referans gen,
ZmActinl, ekspresyonuyla normalize edilerek kontrole gore hesaplanan
relatif (kat) ekspresyon degerleri, sekilde verilmektedir.

Calismada musir bitkisi asidik ribozomal proteini P3 (ZmArpP3) (GenBankasi
aksesyon no: NM_001111919.1) geninin pas inokiilasyonu sonrasi, 6. saat ve sonrasi
takip edilen zamman diliminde ekspresyonunda genel bir indiiksiyon gozlendi.
Ekspresyon indiiksiyonunun genelde bir iki kat oldugu goézlemlenen ZmArpP3
geninde ekspresyon seviyesinin diger zaman dilimlerine goére 96. saat zaman
diliminde daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 5.13). Misir-misir past kompatibil
interaksiyonunda calisilan asidik ribozomal protein P3’iin bitki patojen interaksiyonu
ve bitki savunma yanitlarinda rolii oldugunu tespit edilen gen ekspresyon degisimi

gostermektedir.

Bitki patojen interaksiyonlarinda modiilasyon gosteren diger bir dizi etiket de Tablo
4.1°de listelenmistir. Bunlar arasinda tetratricopeptide tekrar domein igeren protein,
SRC2, bulunmaktadir. Sinirli sayida etiket ¢alisilmis olmakla birlikte, bitki patojen
interaksiyonlarinda siklikla tanimlanan gen etiketlerinin g¢alismada tanimlanmig
olmasi c¢alisilan transkriptomun amac¢ agisindan kapsandigini gdstermektedir. Bu
yoniiyle ve tanimlanan genlerin bitki patojen interaksiyonlarinin biyoteknolojik

manipiilasyonlarinda kullanilabilir nitelikte olmasi ¢alismanin amacina ulastigini
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gostermektedir. Ek olarak mevcut ¢alisma, sinirli sayida ¢alisilmig bir interaksiyon
formu olan bitki patojen kompatibil interaksiyonunun molekiiler mekanizmasini
kapsamasi yoniiyle ilgili literatiire katki saglayabilecektir. Belirli fonksiyonlarla
assosiye olan genlerle birlikte fonksiyonu bilinmeyenlerin  bitki patojen
interaksiyonlarinda, Ozellikle de misir-misir pasi interaksiyonunda ger¢eklesen
olaylarin molekiiler detaylar1 ve manipiilasyonlarina, 6nemleri oOlgiisiinde katki

saglayacagi disiiniilmektedir.
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