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Yiiksek Lisans Tezi

Bugday-Kahverengi Pas Etkilesiminde Aday Efektor PTTG 00016 nin Roliiniin Gen
Susturma Yoluyla Belirlenmesi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoteknoloji ve Genetik Anabilim Dali

OZET

Puccinia triticina (Pt), bugday bitkisinde kahverengi pas hastaligina sebep olan
ve 6nemli verim kayiplarina neden olan bir patojendir. Patojenler tarafindan salgilanan
efektor proteinler, bitkinin savunma yanitlarinit baskilar ve hormon sinyal yollarini
manipiile ederek enfeksiyon gelisimini saglar. Patojene ait bu efektorlerin tespiti,
gelisen hastaliklarin enfeksiyon diizeylerini diistirmede ve kontrol altina almada, bitki
savunma sistemlerinin aydinlatilmasinda ve hastaliklara dayanikli bitkiler gelistirmede
onemlidir. Aym1 zamanda tarimda g¢evresel, ekonomik ve biyolojik acidan
stirdiiriilebilir yaklasimlar desteklenmesine olanak saglar. Bu tez ¢calismasinda daha
onceki proteomik calismalarda tespit edilen aday efektorlerden birinin fonksiyonel
analizi yapilarak gercek efektor olup olmadiginin analizi yapilmistir. Analiz i¢in aday
efektor PTTG 00016 kullanilmistir. Aday efektdr geni, HIGS yontemi ile susturularak
enfeksiyon gelisimindeki etkinligi analiz edilmistir. HIGS, patojene ait genlerin konak
aracilig1 ile susturuldugu RNAi tabanli bir islemdir. Ozellikle biyotrofik funguslarin

saldir1 stratejilerinin anlagilmasinda bu yontem sik¢a kullanilmaktadir.

Tez kapsaminda efektor adayr PTTG _00016’y1 hedeflemek iizere eksonlari
icine alan 449 bp uzunlugundaki bir bolge RNAI fragmenti tasarimi i¢in secilmistir.
Tasarlanan RNAi fragmenti Arpa Cizgili Mozaik Viriisi (BSMV) vektoriine
klonlanmig ve ardindan Morocco bugday ¢esidine dsRNA olarak transfer edilmeleri
bu virus araciligiyla gerceklestirilmistir. Viral semptomlarin belirgin olarak gozlendigi

10. giinde BSMV inokulasyonunun ortalama olarak %75 oraninda basar1 ile
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gerceklestigi tespit edilmis ve bitkiler, Pt ikl ile inokiile edilmislerdir. Fungal
inokiilasyonun 3. giiniinde gen ekspresyon diizeyi qRT-PCR ile ve enfeksiyon gelisimi
mikroskobik olarak degerlendirilmistir. Yapilan qRT-PCR analizleri sonucunda
PTTG 00016 geninin ortalama olarak %25 oraninda susturuldugu tespit edilmistir.
Mikroskobik degerlendirmede ise fungusun enfeksiyon yapilarinin gelisiminde
kontrole gbére anlamli bir fark gdzlenmemistir. Pt inokiilasyonunun 12. giiniinde ise
HIGS uygulanmis ve kontrol 6rneklerde enfeksiyon siddeti Cobb skalasina gore
degerlendirilmistir. Buna goére pas yogunlugunun anlamli diizeyde azalmadigi,
enfeksiyon siddetinin kontrole gore sadece %10 diizeyinde geriledigi tespit edilmistir.
Tez calismasi sonucunda PT7TG_00016’nin gercek bir efektor oldugu yoniinde yeterli

bulgu elde edilememistir.

Yil : 2025
Sayfa Sayisi : 84

Anahtar Kelimeler : Fonksiyonel Genomik, RNA1, Efektor, HIGS



Master Thesis

Determination of the Role of Candidate Effector PTTG_ 00016 in Wheat—Leaf Rust
Interaction via Gene Silencing

Trakya University Institute of Natural and Applied Sciences

Biotechnology and Genetics Department

ABSTRACT

Puccinia triticina (Pt) is the causal agent of leaf rust in wheat, leading to
significant yield losses. Effector proteins secreted by pathogens suppress plant defense
responses and manipulate hormone signaling pathways, facilitating the establishment
and progression of infection. ldentification of such pathogen-derived effectors is
crucial for reducing disease severity, elucidating plant immune mechanisms, and
developing disease-resistant cultivars. Furthermore, it supports the implementation of
environmentally, economically, and biologically sustainable approaches in
agriculture. In this thesis, a functional analysis was conducted on one of the candidate
effectors previously identified through proteomic studies to determine whether it acts
as a true effector. The candidate effector gene PTTG_00016 was selected for analysis
and was silenced using the Host-Induced Gene Silencing (HIGS) method. HIGS is an
RNAI-based technique in which pathogen genes are silenced through expression in the

host plant.

It is frequently employed in the study of biotrophic fungal pathogens to
uncover their infection strategies. For this purpose, a 449 bp fragment encompassing
the exonic regions of PTTG_00016 was selected for RNAI construct design. The RNAI
fragment was cloned into the Barley stripe mosaic virus (BSMV) vector, and the
recombinant virus was used to deliver dsRNA into the Morocco wheat cultivar. By
day 10 post-inoculation, distinct viral symptoms were observed, and the success rate

of BSMV inoculation was approximately 75%. Subsequently, plants were inoculated
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with Pt race 1. On the third day after fungal inoculation, the gene expression levels
were quantified using gRT-PCR, and infection progression was examined
microscopically. qRT-PCR analysis revealed that PTTG_00016 expression was
silenced by approximately 25%. However, microscopic evaluation did not show a
significant difference in the development of fungal infection structures compared to
the control. On day 12 post-inoculation with Pt, the severity of infection in HIGS-
treated and control plants was assessed based on the Cobb scale. The results indicated
that rust severity did not decrease significantly; disease severity was reduced by only
about 10% compared to the control. In conclusion, this study did not provide sufficient

evidence to confirm that PTTG_00016 functions as a bona fide effector.

Year : 2025
Number of Pages : 84

Keywords : Functional Genomic, RNAI, Effector, HIGS
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BOLUM 1

GIRIiS

Bugday diinyada genelinde {iretimi en ¢ok yapilan tahil {irliniidiir (Blanco, ve
digerleri, 2002). Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO)’ya ait verilere gore
2012 ve 2016 yillar1 arasinda diinya genelinde 721 milyon ton bugday ile rekor bir
iretim gerceklesmistir (FAO, 2025). Tarim teknolojilerinin gelismesi ile hasatlarda
hastaliklardan dolay1 olusacak verim kayiplarinda azalma goriilmiistiir. Fakat tiretilen
mahsullerin yaklasik %12-15"1 bitki hastaliklarindan dolayr hasat doneminde
verimsizlige sebep olmaktadir (H., A., E.L., T.J., & Hussey, 2006). Verim kayiplarinda
etkisi yiiksek olan biyotrofik Puccinia tiirleri, bugday ve arpada yilda 5 milyar ABD
dolar1 gibi bir kayba sebep olmaktadir (Roelfs, McCallum, McVey, & Groth, 1997).

Bitkiler ve patojenleri arasindaki molekiiler diizeyde ger¢eklesen savunma-
saldir1 mekanizmalarinin aydinlanmasi, hedef genlerin belirlenmesi ve bu genlerin
fonksiyonlarmin tanimlanmasi 6nemlidir. Bu durum, hastaliklar ile miicadelede
stirdiiriilebilir yeni stratejilerin gelismesine olanak saglar. Son yillarda molekiiler
biyoloji alanindaki gelismeler pek ¢ok patojende yeni genlerin kesfedilmesine, gen
islevlerinin belirlenmesine, gen aglarinin ve cevresel faktorlerin gen aktivitesi
iizerindeki etkisinin ortaya konmasina yonelik 6nemli sonuglar ortaya koymustur
(Evelina & Vaidutis, 2017). Omik teknolojileri ile ilgili biyolojik siireclerde aday
genlerin tespiti yapilabilmekte ve RNAI aracili gen susturma gibi yontemler ile bu
genlerin fonksiyonel analizleri yapilarak hangi metabolik yollar1 etkiledigi ve hiicre
icerisindeki islevleri gibi sorularin cevaplarma ulagilmaktadir (Koch & Wassenegger,

2021).



Bitki ve patojenleri arasindaki etkilesimlerin anlasilmasinda, patojen
tarafindan {retilen efektdrlerin anlagilmasi onemlidir. Efektor proteinler, fungal
saldirida ve bitkinin savunma mekanizmasimni baskilamada bagar1 ile kullanilan
patojenin etkin silahlaridir. Evrimsel siiregte fungus yeni efektorlerle yeni saldiri
stratejileri gelistirirken buna karsilik konak bitki de farkli savunma yanitlar1 ile geri

tepki olusturmak tizere evrimlesir (Jones & Dangl, 2006).

Bugdayda kahverengi pas hastaligma sebep olan Puccicia triticina (Pt),
govdede gergeklesen siyah pas hastaligina sebep olan Puccinia graminis f. sp. tritici
(Pgt) ve yaprak ylizeyinde serit olarak kendini gdsteren sar1 pas hastaligina sebep olan
Puccinia striiformis f. sp. tritici (Pst), bugday’da yiiksek diizeyde patojenite gosteren
hastaliklardandir (Guan, Zhang, Park, & Ding, 2025). Bu pas patojenleri, biyotrofik
olduklar1 i¢in konak hiicre lizerinde yasamlari i¢in gerekli olan biitiin gereksinimlerini
tedarik ederler. Bunun i¢in appressoria ve haustoria gibi spesifik enfeksiyon yapilar1
olustururlar. Bu sayede konagim hiicreler arasi, hiicre i¢i ve hatta gen ekspresyonuna
etki edecek olan efektor salinimi gergeklestirirler (Selin, Kievit, Belmonte, &
Fernando, 2016). Boylelikle salinan efektor proteinler, patojenin lehine konak
hiicrelerinde savunma genlerinin  baskilanmasi, hormon sinyal yollarmin
manipiilasyonu gibi etkileri ile enfeksiyon gelisimini saglarlar (Hogenhout, Van der

Hoorn, Terauchi, Kamoun, & Hogenhout, 2009).

Biyoteknolojik ¢alismalarin artmasi, patojen kaynakli hastaliklara kars1 direng
saglayan bitkilerin gelistirilmesi veya patojenin kontroliine olanak tanmmustir. Ozellikle
patojen kontroliinde RNA1 aracili gen susturma en etkili stratejilerden biri haline
gelmistir. HIGS olarak ifade edilen konak aracili gen susturma, bitkide ¢ogaltilan veya
iiretilen siRNA ile patojene ait genlerin susturuldugu RNAI tabanl bir islemdir. HIGS
sadece funguslar degil ¢esitli zararli ve patojenler icin RNAi pestisitlerin
gelistirilmesine olanak tanimaktadir ve yakin gelecekte pek c¢ok iiriiniin kullanima
girmesi beklenmektedir (Qi, ve digerleri, 2019). Ayrica HIGS, paslar gibi biyotrofik

funguslarda aday genlerin fonksiyonel analizinde de etkili bicimde kullanilmaktadir.

Bu tez caligmasinda da Puccinia triticina kaynakl enfeksiyon gelisiminde,
efektor aday geninin HIGS yontemi ile susturularak, patojenin viriilensligindeki

etkilerinin anlasilmas1 hedeflenmistir. Hedef aday gen PTTG 00016’ye ait RNAi

2



fragmenti tasarlanmis ve fragment Barley Stripe Mosaic Virus (BSMV) vektoriine
klonlanmistir. Ardindan HIGS metodu ile 6nce bitkiye ve ardindan patojene ulastirilan
PTTG 00016°ya 6zgii dsRNA’larin geni susturma etkinligi tespit edilmis ve
enfeksiyon gelisimindeki degisim ortaya konarak hastalik gelisimi {izerindeki etkileri

gozlemlenmistir.



BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1. Fonksiyonel Genomik

Fonksiyonel genomik, molekiiler biyoloji tekniklerinin gen bazh
yaklagimlarmin aksine, genom ¢apindaki yaklasimlarindan faydalanarak genlerin ve
proteinlerin fonksiyonlarini ve ayni zamanda etkilesimlerini tanimlamay1 hedefler.
DNA dizisi, gen ekspresyonu ve protein fonksiyonu ile ilgili ¢esitli siirecler ile 6rnegin
protein-DNA, protein-RNA, transkripsiyon, protein translasyonu, protein-protein gibi
etkilesimlerle elde edilen bilgileri biitiinlestirir. Bu etkilesimlerden elde edilen bilgiler,
gen ifadesini, hiicre dongiisii ve hiicre farklilagmasi ile farkli organizma ve ¢evresel
faktorlere cevabi diizenleyen etkilesimli ve dinamik aglar1t modellemek i¢in 6nemlidir
(Evelien, Bunnik, & Le, 2013). Fonksiyonel genomik DNA diizeyinde (genomik ve
epigenomik), RNA diizeyinde (transkriptomik), protein diizeyinde (proteomik) ve
metabolit diizeyindeki (metabolik) cesitlige yogunlasir. Ilgili siirecteki rnegin
verilerini, normal kosuldaki 6rnekle karsilagtrmali olarak analiz eder, genlerin,
proteinlerin veya metabolitlerin bir fenotipi olusturmak {lizere nasil calistigini ve

etkilestigini inceler (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Fonksiyonel genomik, genomun, genlerin, proteinlerin ve ayni zamanda
metabolitlerin bir fenotipi olusturmak iizere nasil ortak olarak calistigini inceler
(EMBL, 2025)

Her giin gelisen bu alan, yeni kesfedilen genlerin islevlerinin belirlenmesinde,
gen aglarmin kesfedilmesinde ve cevresel faktorlerin gen aktivitesi iizerindeki
etkisinin arastirilmasinda kritik bir rol oynamaktadir. Bu sebeple fonksiyonel genomik
calismalarda genin fonksiyonu ve karmasik 6zelliklerinin altinda yatan mekanizmalar
hakkinda bilgi saglayarak tip, tarim ve biyoteknoloji gibi alanlardaki ilerlemelere katk1
saglar (Evelina & Vaidutis, 2017). Fonksiyonel genomikte ilk tiim hiicre modeli olarak
Mycoplasma genitalium’dur. Bilgisayar modellemeleri ile elde edilen tiim arastirma
verileri (makale, kitap vb) iliskilendirilerek her bir geninin islevinin ortaya kondugu
ilk modeldir. Bu model, 28 hiicresel siirece ait 28 alt-modelden olusmaktadir ve
toplamda 401 genin islevi, 722 bilesik, 1.857 reaksiyon ve 1.836 parametre islenmistir.
M. genitalium'daki hipotetik proteinlerin biiylik 6l¢ekli etkisiz hale getirilmesi
sonucunda canliligin ve hiicresel fonksiyonlarimn siirdiiriilmesi ig¢in gerekli 317 temel
genin tanimlanmasina olanak saglamistir. Ancak tanimlanmayan ve fonksiyonu

belirsiz bir¢ok protein de bulunmaktadir (J.R., ve digerleri, 2012).

Cesitli organizmalar igin varsayimsal proteinlerin in vitro fonksiyonel
caligmalar1 da yapilmistir. Yapilan c¢aligmalarda goriildiigii {izere, genlerin

fonksiyonlarn1 anlayabilmek fonksiyonel genomik c¢aligmalarmin en Onemli



amaclarindan biridir. Birgok genom dizileme caligmasi sayesinde yeni genlerin
kesfinin hiz1 siirekli artmaktadir. Buna paralel islevi bilinmeyen genlerin sayis1 da
biiyiik bir hizla artmaktadir. Cesitli biyoenformatik araglarla fonksiyonu tahminlenen
aday genlerin dogrulanmasi gerekmektedir ve bunun i¢in de faydali olacak yeni nesil

araglar gelistirilmektedir.

2.2. Aday Genlerin Fonksiyonel Analizi

Fonksiyonel genomik ile aday genler tanimlandiktan sonra bazi yontemler ile
bu aday genlerin hangi biyolojik siireclerde rol aldigi, hangi metabolik yollar1
etkiledigi ve hiicre igerisindeki iglevleri gibi fonksiyonlarina iligskin tahminlerin in vivo
veya in vitro olarak analizleri yapilmaktadir. Bu metotlar arasinda, gen inaktivasyonu
(Knockout) (V. &Y., 2003), gen susturma (silincing), yeast-two hybrid (Y2H) (Fields
& Song, 1989), heterolog ekspresyon sistemleri (Watt, A., Sankaranarayana, Watts, &
R.K., 2021) gibi yontemler yer almaktadir. Ayrica, in silico fonksiyon tahminleri
(homoloji, ortoloji) i¢cin gelistirilen ¢esitli biyoenformatik araglar da bulunmaktadir
(Gabaldon & Koonin, 2013). Bunlar arasinda 6zellikle heterolog sistemler ve gen

susturma metodlar1 siklikla kullanilmaktadir (Wilhelm & Landry, 2009).
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Sekil 2.2. Aday genlerin fonksiyonel karakterizasyonuna yonelik uygulanan
stratejiler (Prasad, Savadi, Bhardwaj, & Gupta, 2019).



2.2.1. Heterolog Ekspresyon Sistemleri

Aday genlerin fonksiyonlarmi belirlemek igin yapilan ¢alismalarda onemli
metotlardan biri heterolog ekspresyondur. Heterolog ifade, ilgili aday genin kodlayic1
DNA dizisinin orijinal kaynaktan, bu geni icermeyen baska bir organizmaya transfer
edilmesidir. Bu siirecte hedef gen dizisi, secilen konak organizmanin kodon
kullannmina gore optimize edilir. Daha sonra uygun bir ekspresyon vektoriine
yerlestirilerek konak hiicreye transformasyonu gerceklestirilir. Boylece transfer
edildigi organizmanin hiicrelerinde transfer edilen yabanci proteinlerin ifadesi
gerceklesir. Bu ifade sonucu organizmada nasil bir biyolojik degisim gerceklestigi
analiz edilerek genin fonksiyonu hakkinda bilgi elde edilir. Ornegin bugday bitkisinde
bir silisyum (S1) tastyic1 geni olan 7alLsil ve bu genin celtikte ortologu olan OsLsil
geni, diisiik Si alim kapasitesine sahip Arabidopsis’e transfer edilerek bir heterolog
sistem gelistirilmistir. Bu iki ortolog gen, bor tastyici geni (4tNIP5;1) promotori
kontrolii ile ifade edildigi zaman Arabidopsis’te Si emiliminin artig1 gézlemlenmistir.
Bu ¢alisma ile heterolog ifade sistemlerinin etkili bir sekilde calistig1 gdsterilmistir
(Montpetit, ve digerleri, 2012). Bir baska ornekte Fusarium solani'den PKS3 igeren
biyosentetik gen kiimesi, kademeli olarak yeniden olusturulup, Saccharomyces
cerevisiae'ya aktarilarak ekspresyonlar1 gercgeklestirilmistir. Bu ekspresyonla S.
cerevisiae'da kirmizi bir aza-antrakinon pigmenti olan bostrycoidinin iiretmek

miimkiin olmustur (Pedersen, Hansen, Furlan, Serensen, & Mortensen, 2020).

Patojen aday genlerinin fonksiyonunu belirlemek amaciyla yapilan heterolog
ekspresyon ¢alismalarinda genellikle Agro infiltrasyon yontemi ile aday patojen genin
bitkilerde gecici ekspresyonu saglanarak enfeksiyon etkileri izlenmektedir. Bu
kapsamda siklikla Nicotinia bentamia ve Nicotinia tabaccum bitkisi kullanilmakta,
ozellikle bitki dayaniklilik (R) genleri ve aday efektor (Avr) genlerinin etkilesimi
konusunda aragtirmalar yiiriitiilmekte, kisa slirede ¢ok sayida aday genin fonksiyonel
taramasi yapilabilmektedir. Ornegin domates R geni I-2'nin aday Avr2 genleriyle
birlikte ekspresyonu, avirulent aleli tanimlamak i¢in kullanilmistir. Ayrica,
agroinfiltrasyon, I-2'nin (a) Is1t Soku Proteini 90, (b) yardimci saperonu Protein
Fosfataz 5 ve (c) kiiglik Is1 Soku Proteini RSI2 gibi bitki proteinleriyle fiziksel

etkilesimlerini gostermeyede olanak saglamistir. Ayrica yapi/islev analizlerinde de bu



yontem, islev kayb1 veya yapisal aktivite agisindan hizli bir sekilde test edilmesine
olanak saglamaktadir. Son olarak, floresan etiket ile isaretlenerek aday genin
ekspresyonu sonucu iretilen proteinin, bitkide hiicre alt1 lokalizasyonunun

belirlenmesine de olanak vermektedir (Ma, Dong, Stavrinides, & Guttman, 2012).

Heterolog sistemler ayrica rekombinant protein iiretimi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir ve Escherichia coli rekombinant protein iiretiminde siklikla tercih
edilen bir organizmadir (Rosano & Ceccarelli, 2014). Transfer sonras1 heterolog ifade
bazen konak hiicrelerde diisiik protein ifadesine neden olabilir. Optimize bir heterolog
gen ifadesi i¢in, alic1 tiirlin kodon kullanim1 , guanin ve sitozin (GC) bilesimi, Shine-
Dalgarno dizisi, mRNA kararlilig1 ve genin ekleme deseni gibi ¢ok sayida faktoriin
incelenmesi gerekmektedir (Watt, Subramanian, Watts, & Raipuria, 2021). Heterolog
bir genin ifade edilmesi i¢in transfer edildigi konak hiicresinde etkili olarak transkribe
edilmesi (Genuth & Barna, 2018), mRNA ve proteinin konak hiicre i¢cinde erken
yikima ugramamasi gerekmektedir (Desai, Shrivastova, & Padh, 2010).

2.2.2. Hedef Geninin ifadesini Baskilama: Gen inaktivasyonu ve Gen Susturma
2.2.2.1. Gen Inaktivasyonu (Knockout)

Hedef genin fonksiyonunun anlasilmasma yonelik kullanilan ydntemler
arasinda one ¢ikan knock-out, genomik bir lokusun heterolog DNA ile yer degistirmesi
ya da genlerin degisimi ile elde edilen mutantlarin fenotipik olarak incelendigi bir
yontemdir (Marshall & A., 1989). Hedeflenen genin fonksiyonunun anlasilmasi i¢in
birkac tip inaktivasyon yontemi kullanilmaktadir. Bunlara 6rnek olarak, hedef genin
inaktive edilmesi yerine ifadesinin degistirilmesi, genin kodlayici dizisinin insersiyon
veya delesyonla bozulmasi, geninin yanlis ifadesi ve bu yaklagimlar1 birlestiren gen
replasman1 (Bhadauria, Banniza, Wei, & Peng, 2009). Magnaporthe grisea, mantar-
bitki etkilesimlerinin altinda yatan mekanizmalarin anlagilmasinda dncii bir modeldir.
Hedef genin bozulmasi ile M. grisea mantarmin patojenite iizerinde etkili bazi
genlerinin (6rnegin MPG1 geni) fonksiyonlar1 tanimlanmistir (Talbot, Ebbole, &
Hamer, 1993). Gen inaktivasyonunda avantajlardan biri belirli bir bdlgenin
hedeflenmesidir. Fakat bu yontemin uygulanmasinda bazi zorluklar 6ne ¢ikmaktadir.

Bunlar, insert DNA’nin hedef bolge yerine genomda rastgele bir bolgeye entegrasyonu


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-expression
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/codon-usage
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/codon-usage
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cytosine

ve knock-out i¢in gerekli dizileri i¢eren vektorlerinin hazirlanmasmin zaman almasi
ve her fungus i¢in uygun olmamasidir. Bu zorluklar dogrultusunda genetik
modifikasyon verimliligi distiktiir. Verimlilik bitki ve patojen tiirleri arasinda

degisiklik gostermektedir (Bhadauria, Banniza, Wei, & Peng, 2009).

2.2.2.2. Gen Susturma (Silencing)

Gen susturma, hedef geninin ekspresyonunun gegici olarak azaltilmasi ya da
gen ifadesinin tamamen baskilanmasidir. Son 20 yilda, fonksiyonel genomik
arastirmalarinda gen susturma icin farkli yontemlerin gelistirilmesi ile Onemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Bunlar arasinda RNA interference (RNA1), uygulamada
kolaylig1 ve etkinligi ile one ¢ikmakta ve bir¢cok farkli alanlarda yaygin olarak

uygulanmaktadir. RN A1, bir gen susturma yontemidir.

RNA temelli susturma, ¢ogu oOkaryotik canlida etkili ve korunmus bir
yontemdir. RNA interferansin kesfi ¢alismalar1 ile 6nemli derecede katkilar sunan
Andrew Fire ve Craig Mello 2006 yilinda Nobel Fizyoloji ve Tip Odiiliinii

kazanmiglardir (Jorgensen, 2006).

Transkripsiyonel gen susturulmasi (TGS) ve Post-transkripsiyonel gen
susturulmas1 RNA’ya bagli susturma mekanizmalari olarak ikiye ayrilir. TGS, spesifik
genlerin promotor bolgesinde RNA aracilt DNA metilasyonu ile ilgili genin ifadesini
baskilar. Diger tarafta PTGS ise sitoplazmada mRNA’larin tanmnmasi ile ilgilidir,
RNAI baskilanmasidir (Réssner, Lotz, & Becker, 2022).

RNAI gen susturmada funguslar dahil tiim 6karyotlarda gen ekspresyonunun
regiilasyonunda ve savunmada isleyen dogal bir mekanizmadir. Dogal siiregte bitkiler
ve hayvanlarda hedeflenen genler i¢in ¢ift sarmalli RNA’y1 (dsRNA) kodlayan genler
bulunur ve bu genlerin transkripsiyonu ile dsSRNA’lar olusur (Motorina, 2024). RNAi
mekanizmasinda, hiicre i¢inde eksprese olan veya in vitro hazirlanan dsRNA’lar hiicre
icinde, DICER ailesine ait riboniikleaz enzimi ile yaklasitk 21-22 niikleotit
uzunlugunda olacak sekilde kesilip kiiciik dsRNA’lara (siRNA) doniistiiriiliir
(Voinnet, 2014). Doniisiimii tamamlanan siRNA’lar, ARGONAUTE (AGO) protein
ailesine ait bir protein ile kompleks olusturur. Olusan bu komplekse RNA-indiiklenen

susturma kompleksi (RISC) adi verilir. RISC de yer alan siRNA’nin bir zinciri ayrilir
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ve kalan zincir kompleks ile birlikte, tamamlayici baz eslesmesi yoluyla susturulacak
hedef genin transkriptine mRNA’ya baglanir. Ardindan kompleksde yer alan
nukleazlar tarafindan mRNA kesilerek hedef genin translasyonu engellenir (Fang &
Qi, 2016). Kesilmis mRNA parcalari, RNA-bagimli RNA polimeraz (RdRP)
araciligiryla yeni dsRNA sentezinde kalip olarak kullanilir. Boylece RN Ai’nin ikinci
dongiisiinii baslatarak ikincil siRNA’lar iiretilir. RNAi, mRNA degradasyonu ve
siRNA iiretiminin tekrarlanmasi ile giiclenen bir dongli seklinde devam eder. Bu
stirecte transkripsiyon sonrasi gen susturulmasi gercekleserek ilgili proteinin sentez

diizeyi diismektedir (Slotkin & Keith, 2021).

2.3. Fitopatojenik Mantarlar

Fitopatojenik mantarlar, tarim sektoriinde cok fazla verim kayiplarina
sebebiyet veren patojenlerdir. Bu mantar patojenleri, farklilik gosteren ¢ogu kosulda
hayatlarin1  siirdiirebilirler ve bu durumlar igin 0zel olarak gelistirdikleri
mekanizmalar1 vardir (Zhang, Wang, Jiang, & Xu, 2021). Bitki-patojen arasindaki
etkilesimin nasil sonuc¢lanacagi, patojenin saldirisi, yayilma yollar1 ve bitkinin
savunma mekanizmasi arasindaki ¢ok ince bir denge ile yonetilmektedir Bitkilerde
onemli verim kayiplarina sebep olan fungal patojenler, toksinler {ireterek veya cesitli
yikict enzim ve molekiillerle konakda tutunma, yayilma ve nihayetinde hastalik
gelismesine sebep olurlar. 11k adim olan tanima ve tutunma igin baz tiirler enzimatik
saldiriyla ya da mekanik basing uygulayarak dogrudan yiizeyden giris yaparken, bagska
tiirler stoma, lentisel, vb dogal agikliklardan konak dokularina sizar, bir baska grup ise
yalnizca konak dokularindaki yaralanmalarin neden oldugu acikliklardan giris yapar
(Zeilinger, ve digerleri, 2016). Bu asamay1 takiben, mantarlarin enfeksiyon dongiisii,
spor ¢imlenmesi ve hiicre alt1 enfeksiyon yapilarini olusturmak {izere hif gelisimi ile
devam eder. Bu siire¢, tam bir yeniden hiicre programlamasi ve 6zel diizenleyici
molekiiler aglar gerektirir. Spor ¢imlenmesinin ardindan, ilk hifler polarize hiicre
biiytimesi ile konak bitki ylizeyinde ilerler, hiicre alt1 katmanlara dogru ilerler. Basaril
olan patojenler alt doku katmanlar1 ve hiicrelerinde ara karargah olarak gorev alacak
enfeksiyon yapilar1 gelistirirler. Bu ara karargah yapilar ayn1 zamanda bitki-patojen
arasinda ciddi bir molekiiler alig-veris sahasidir. Bitki savunma protein/molekiillerini

patojene iletirken patojen de savunmay1 baskilayacak ve hatta bitkinin metabolizma
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ve gen ekspresyonunu kontrol edecek molekiil ve proteinleri konak hiicrelerine iletir.
Ardindan tam bir istila baglar ve daha hizli bigimde konak hiicresi ele gegirilerek,
patojen yararina yeniden metabolizmalar1 diizenlenir veya 6liimleri gerceklesir (Peng,
ve digerleri, 2021). Bitki hiicrelerinde kloroplast, hiicre zar1 gibi bdlgelere etki eden
patojenler bitkinin islevini bozmaya c¢alisir. Ayn1 zamanda protein ve niikleik asit
sentezini baskilayarak hiicre 6limiinden konagin 6liimiine kadar bir seri giicli etki
yaratir (Zeilinger, ve digerleri, 2016). Bitki-patojen etkilesimi son derece karmasik,
her katmanda c¢ok sayida gen ve molekiiliin yer aldig1 metabolik aglarla
yonetilmektedir. Bu etkilesimi aydinlatmak patojen kontrolii icin Onemlidir ve

fonksiyonel genomik ¢alismalar bu agidan ¢ok yararl bilgiler ortaya koymustur.

Fitopatojenik mantarlarin sahip oldugu kompleks mekanizmalarin arastirilmasi
ve molekiiler diizeyde anlasilmasi yapilan proteomik, genomik ve transkriptomik
calismalari ile kolaylasmistir. Proteomik ¢alismalar ile patojenin saldir1 proteinlerini,
konak ile arasindaki protein-protein etkilesimlerini ve stres tepki mekanizmalarini
belirlemek daha miimkiin hale gelmistir (Nathalia, Correa, Ritter, & Brandelli, 2025).
Proteomik teknolojileri, mantarin bitki ile olan etkilesiminde ortaya ¢ikan proteinlerin
ekspresyonunu tespit etmektedir (Zhou & Chen, 2011). Patojen ve konak etkilesimleri
iizerinde yapilan calismalar ile konak¢inin bagisiklik tepkisini baskilamak ve mantarin
patojenitesini  arttrmada efektor proteinlerin  belirlenmesine iliskin  bilgiler

saglanmustir (Ludwig, ve digerleri, 2021).

Genomik ve transkriptomik caligmalar ile bir¢ok bakteri, mantar ve oomist
sistemlerinde patojenite ve viriilansla ilgili ¢ok sayida patojen geni tespit edilmistir.
Bu kesifler dogrultusunda bir¢ok bitki hastaliginin molekiiler tarafi aydmlanmistir
(Winnenburg, ve digerleri, PHI-base: A new database for pathogen host interactions,
2006). Genom projeleri ile elde edilen bilgiler dogrultusunda Bitki-Konak Etkilesimi
Veri tabam1 (PHI-Base) olusturulmustur (Winnenburg, ve digerleri, 2006). Veri
tabanindan elde edilen bilgiler ile fonksiyonel genomik teknikleri kullanilarak gen
ifadesinin incelenmesi ve RNA interferans ile gen ifadesinin baskilanmasi,
patojenlerin hedeflenen genlerinin veya viriilans homologlarinin incelenmesinde

kolaylik saglamistir (Bakkeren, ve digerleri, 2012).
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2.4. Bitki-Fungal Patojen Etkilesimi ve Efektorler
2.4.1. Bitki-Fungus Etkilesimi

Patojen tarafindan iiretilen efektorler, konak savunmasini baskilayan, konak
hiicrenin yapisim1 ya da fonksiyonunu kendi yarari i¢in kullanmasmi saglayan
molekiillerdir. Bu nedenle efektor proteinler, bitki ve patojenleri arasindaki
etkilesimlerin anlasilmasinda ve patojen kontrolii icin 6nemli bir yere sahiptir. Fungal
patojenler bitki ile karsilastigi zaman, bitkinin savunma mekanizmasini baskilamak
icin ¢esitli yontemler kullanir. Bu etkiler karsisinda bitki farkli savunma yanatlari ile
tepki verir. Karsilikli bu etkilesim sonucu bitki-patojen arasinda iki asamali bagisiklik

tepkisi ortaya ¢ikar;

Bir patojen konak bitkiye bulastiginda ilk olarak Patojen Iliskili Molekiiler
Desenler (PAMPs) olarak adlandirilan patojene ait kitin, filogellin veya
lipopolisakkarit gibi molekiiller konak tarafindan algilanir. Bu molekiiller konagin
patojeni tanimasinda etkindir. Dolayistyla PAMP’lar konake1 hiicrenin yiizeyindeki
Desen Taniyan Reseptorler (PRRs) tarafindan taninir. Bu tanima PAMP ile tetiklenen,
savunma sinyal yollarinin aktivasyonunu ve gen ekspresyon degisimlerin iceren
bagisiklik yanit1 aktive eder (PTI) (Jones & Dangl, 2006). Patojen, bu bagisiklik
tepkisinden kagmmak ve enfeksiyonunu miimkiin kilmak i¢in efektor olarak
adlandirilan proteinleri salgilar (Hogenhout, Van der Hoorn, Terauchi, Kamoun, &
Hogenhout, 2009). Efektorlerin bir kismi konak savunmasini engelleyen proteinlerdir
ve konak hiicrelerinde savunma genlerinin baskilanmasi, hormon sinyal yollarmin

manipiilasyonu gibi etkileri sayesinde enfeksiyon gelisimini saglarlar.

Efektorler patojen rkina 6zgiidiir, yiiksek cesitlilige sahip virulans faktorlerdir
aslinda. Dolayisiyla patojene 6zgii efektorleri tanimak basarili bir savunma i¢in
onemlidir ve konak hiicrelerinde bulunan 6zgiin reseptorler niikleotid baglayici 16since
zengin tekrarlar igeren reseptor (NLR’ler) tarafindan algilanarak taninirlar. Bu tanima
daha giiclii bir savunma cevabi olan “Efektor ile tetiklenen bagisiklik (ETI)” yanitini
aktive eder. ETI yaniti, reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) patlamasi, savunma

genlerinin aktivasyonu gibi reaksiyonlar1 igeren giiclii, kompleks bir bagisiklik
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yanitidir ve asir1 duyarlilik tepkisi olan programli hiicre 6liimii ile enfekte hiicreleri

feda ederek patojeni sinirlar (Zhang, Dodds, & Bernoux, 2017).

PATOJEN
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Sekil 2.3. Bitki ve patojen etkilesiminde PTI (PAMP-Triggered Immunity) ve ETI
(Effector-Triggered Immunity) savunma cevabi (Ramirez-Zavaleta, Gorcia-Barrera,
Rodriguez-Verastequi, Arrieta-Flores, & Gregoria-Jorge, 2022).

Patojen saldirisima miiteakip salinan efektorler, konakdaki lokalizasyonuna
gore 3’ e ayrilirlar. Bunlar apoplastik efektorler, sitoplazmik efektorler ve niikleer
efektorlerdir. Apoplastik efektorler, etkilesimin ilk adiminda rol alir ve patoje-konak
hiicreleri aras1 bosluklara salinip konakg1 proteazlari ve peroksidazlari inhibe ederler.
Patojen ilerleyip konak hiicrelerinin igine dogru gelisir ve sitoplazmik efektorleri
iiretip gonderir. Sitoplasmik efektorler, konak hiicrenin sitoplazmik bdlgesinde patojen
enfeksiyonunun yayilimi i¢in uygun kosullar1 olusturur ve savunmanin gergeklestigi
sinyal yolaklarinda gorev alan proteinleri hedefler. Boylece konak hiicrenin savunma
mekanizmasini etkisiz hale getirir. Son olarak niikleer efektorler konak hiicrelerinde
cekirdege girer ve konak¢mmm RNA polimerazi ile dogrudan etkilesime girerek
transkripsiyonun regiilasyonunu ele gecirir. Sonucunda konak hiicrenin gen

ekspresyonunu kendi lehine gevirir (Sekil 2.3) (Li, ve digerleri, 2024).
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Sekil 2.4. Bitki-fungus etkilesiminde efektorlerin konukcu hiicrelere dagilimi ve
islevlerinin sematik gosterimi

2.4.2. Pas Funguslan ve Tarimsal Onemi

Pas funguslar1 8000’den fazla tanimlanmis tiirleri ile en biiyiilk mantar
takimlarindandir ve ¢ok cesitli konak organizmalar1 etkilemektedir (Aime, Bell, &
Wilson, 2018). Diinya genelinde tarimsal {iriinleri ve biyoenerji i¢in kullanilan tarim
irinlerinde de onemli kayiplara sebebiyet vermistir. Pas mantarlar1 ilk atalarindan
itibaren bitkinin verdigi savunma tepkisine karsi adaptasyonlar gelistirmistirler
(Lorrain, Gongalves dos Santos, Germain, Hecker, & Duplessis, Advances in
understanding obligate biotrophy in rust fungi, 2018). Ozellikle pas mantarlarmin
etkisinin goriildiigii bugdayda diinya capinda yaklasik 4-5 milyar dolarlik kayiplarin
oldugu bilinmektedir (Figueroa M, Hammond-Kosack KE, & PS, 2017). Pas mantar1
Phakopsora pachyrhizi, Gliney Amerika’da yasanan salginlardan sonra yayilan ve o
donem yaklasik 2 milyar dolar kadar zarara sebep olmustur (Goellner K, ve digerleri,
2010). Yapilan genom c¢aligmalarinda, pas mantarlarmin baska bitki patojen
mantarlarina gore daha biiytlik boyutta olduklar1 goriilmiistiir. 2.4 Gb boyuta sahip olan
Uromyces bidentis, en biiylik genoma sahip pas mantaridir (Guan, Zhang, Park, &
Ding, 2025).

Ulkemiz diinyada capmnda 10. Biiyiik bugday iireticisidir ve 6zellikle bugday

bitkisinde enfeksiyona sebep olan pas mantarlarinin anlagilmas: tilkemiz agisindan
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onemlidir. Bugdayda etkili i¢ pas mantar1 vardir; i) kahverengi pas hastaligina sebep
olan Puccicia triticina (Pt), i1) govde de gergeklesen siyah pas hastaligia sebep olan
Puccinia graminis f. Sp. tritici (Pgt) ve iii) yaprak ylizeyinde serit olarak kendini
gosteren sar1 pas hastaligina sebep olan Puccinia striiformis f. Sp. tritici (Pst). Bu 3
pas hastaligi diinyada bugday iiretimi yapialan hemen her yerde goriilmekte ve goz
ard1 edilemeyecek verim kayiplarma sebep olur (Figuerda, Hammond-Kosack, &
Solomon, 2018). Ulkemizde de yaygm olarak gdzlenen bu hastaliklarin yayilimi
bolgelere gore degisiklik gosterir (Guan, Zhang, Park, & Ding, 2025). Trakya Bolgesi
iilkemiz bugday iretiminin %12 sini gergeklestirmektedir ve bu bdlgede Pt

enfeksiyonlarin diger pas tiirlerine gore daha yaygin oldugu gozlenmektedir.

2.4.3. Pas Funguslarinda Efektorler

Pas funguslar1 diger organizmalara gore farkli bir yasam siireci
benimsemislerdir. Pas patojenleri, biyotrofik olduklar1 i¢in konak hiicreye
bagimhdirlar ve yasamlar1 i¢cin gerekli olan biitiin gereksinimlerini konak bitkiden
tedarik ederler. Bunun sonucu olarak konak hiicrede olusturacagi enfeksiyon i¢in farkl
iletim sistemleri olusturmuslardir. Biotrofik dogalar1 geregi konak bitki ile ortak bir
evrimsel gelisim siirdiirmiisler ve bu nedenle oldukca kompleks bir etkilesim agina
sahiptirler. Bu etkilesimin 6nemli bir boliimiinli, enfeksiyon gelisimi sirasinda
olusturduklar1 haustoria ya da appressoria gibi spesifik enfeksiyon yapilar1 ile
gergeklestirirler (Selin, Kievit, Belmonte, & Fernando, 2016). Bu yapilar sadece besin
akis1 i¢in degil, patojenin saldirida en etkin silahlar1 olan ve konagin apoplastina ya da
sitoplazmasima etki edecek olan efektorlerin ifadesinin gerceklestigi ve salgilandigi
dokulardir (Lorrain, Gongalves dos Santos, Germain, Hecker, & Duplessis, Advances
in understanding obligate biotrophy in rust fungi, 2018). Efektorler, enfeksiyon
gelisimi i¢in konak hiicrelerinde hem transkripsiyonu ve hem de metabolik siireci
yeniden diizenlemektedir. Bunun i¢in de konak hiicrenin bircok molekiilii ile
etkilesime girmektedir. Dolayisi ile efektdr protein ve genlerini tanimak, patojenin
enfeksiyon gelistirmedeki molekiiler mekanizmalarini daha 1yi anlamak, bitki-patojen
etkilesim siirecindeki bilesenleri kesfetmek adma 6nemli bilgiler saglar (Kanja &

Hammond-Kosack, 2020).
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Efektorleri belirlemek ilizere ¢ok sayida omik ¢aligma yliriitiilmiis ve sonug
olarak pas efektorlerinin korunmus bir dizi veya motif icermedigi belirlenmistir.
Biyoinformatik temelli tahminleri, bir salg1 sinyalinin varligi, kiigiik boyut (< 300
amino asit), sistein acisindan zengin bir icerik veya taksonomik 6zgiilliik gibi genel
kriterlere dayanir (Prasad, Savadi, Bhardwaj, & Gupta, 2019); (Lorrain, Gongalves dos
Santos, Germain, Hecker, & Duplessis, 2019); (Lorrain, Petre, & Duplessis, 2018).
Ancak fungal efektorler(paslar dahil) ayni tiir i¢inde bile yiiksek dizi farklilig1 gsterir
ve bir kismi salinim sinyalleri olarak agik¢a korunmus motifleri de yoktur. Cesitli
veritabanlar1 sadece bu kriterlere dayanarak incelendiginde pas patojenlerinde binlerce
efektdr adayr tahmini yapilmistir. Ornegin Pt rk1°nin USA ve Ingiltere’den 4 varyant1
icin genom temelli tahmin edilen efektér adayr sayist 2999’dur (Prasad, Savadi,
Bhardwaj, & Gupta, 2019). Efektor adaylarmin belirlenmesine yonelik bir diger genel
yaklagim, patojenin salgi proteinlerinin (sekretom) tanimlanmasidir (Sekil 2a).
Salgilanan proteinler genellikle basarili bir enfeksiyonun olusmasinda anahtar rol
oynayan proteinleri igerir. Bu nedenle bilgisayar temelli tahminlere gore aday
tespitinde daha basarilidir (Prasad, Savadi, Bhardwaj, & Gupta, 2019); (Aime M. C.,
2017); (Presti, ve digerleri, 2015). Bununla birlikte, hangi yol izlenirse izlensin tahmin
edilen efektorlerden hangisinin enfeksiyonun baslama ve gelisimdeki gercek
efektorler oldugu ve sayisi bilinmemektedir. Bu sebeple, adaylarin dogrulama i¢in
islevsel olarak karakterize edilmesi ve bitki-patojen etkilesimindeki rollerinin agikliga
kavusturulmasi gerekmektedir (Kanja & Hammond-Kosack, 2020); (Prasad, Savadi,
Bhardwaj, & Gupta, 2019); (Xia, ve digerleri, 2017).

2.5. Konak Aracili Gen Susturma (HIGS)- Pas Efektorlerinin Fonksiyonel Analizi

Son yillarda giderek artan aday genlerin sayis1 ve fonksiyonel dogrulama
gereksinimi yeni metodlarin gelistirilmesine olanak saglamistir. Konak aracili gen
susturma (HIGS) bu stratejilerden biridir ve bitki tarafindan patojene ait genlerin
susturulmasini saglayan RNAi tabanl bir tekniktir (Koch & Wassenegger, 2021). Bu
yontem 2 sekilde uygulanabilmektedir; a) bitki, patojene ait genleri hedefleyecek
dsRNA’lar1 tiretecek sekilde genetik modifikasyona ugratilir ve ardindan patojenle
enfekte edilerek hedef genlerin susturulmasmna sebep olur b) patojene ait genleri

hedefleyecek dsRNA’lar in vitro iretilerek bitkiye aktarili ve ardindan patojenle
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enfekte edilerek hedef genlerin susturulmasina sebep olur (Sekil 2.5) (Koeppe,
Kawchuk, & Kalischuk, 2023). Tez calismasi kapsaminda virus aracili HIGS
uygulanmistir. Virus aracili ile uygulanan HIGS’de, hedef patojen genine spesifik
dsRNA, rekombinant virlis araciligiyla konak hiicreye aktarilir veya kodlayici dizi
genomuna entegre edilerek hedef gen susturulur (Qi, ve digerleri, 2019). HIGS, hangi
yolla olursa olsun konak hiicrelerinde dolasan siRNA’lar ile patojene ait olan genlerin

susturuldugu RNA1 tabanli bir islemdir (Q1, ve digerleri, 2019).

Pas mantarlar1 gibi biyotrofik olarak yasamlarini devam ettiren patojenler,
ylizlerce bitki tiirlinde 6nemli Olglide hastaliga sebep olan bir gruptur (Zhang, ve
digerleri, 2005). Bu biyotrofik canlilarin, cogalma ve gelisme gibi hayatsal dongiilerini
gerceklestirebilmek i¢in bir konak canliya ihtiyaglar1 vardir. Bu yiizden laboratuvar
sartlarinda in vitro uygulamalara uygun degillerdir. Bu canlilarda gen fonksiyonlarini
ve gelistirecekleri saldiri stratejilerini incelemek i¢in HIGS basari ile kullanilmaktadir
(Q1, ve digerleri, 2019). HIGS, biyotrof patojenlerin anlagilmasi i¢in 6nemli bir aragtir
(Panwar, Jordan, McCallum, & Bakkeren, 2018). Ornegin Puccinia striiformis f. sp.
tritici gelerini baskilamak i¢in yapilan bir calismada Arpa ¢izgili mozaik viriisii
(BSMV) ile gen susturma gerceklestirilmistir. BSMV bir RNA virtisiidiir. HIGS ile
BSMV, RNAI yoluyla patojene ait genleri susturarak onu etkisiz hale getirmeyi
hedefler (Yin, Jurgenson, & Hulbert, 2011).

Konak Kaynakli Gen Susturma (HIGS)
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Sekil 2.5. HIGS mekanizmasi
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Bu tez ¢alismasinda bugday kahverengi pas hastalik etmeni P#’de, proteomik
yaklagimla tanimlanan bir efektdr adaymnm gen susturma yoluyla enfeksiyondaki
etkinligi belirlenmistir. Bir bagka deyisle efektor adayt PTTG_00016’nin gergek bir
efektor olup olmadigi sorgulanmistir. Bunun i¢in HIGS uygulamasi ile RNAi aracili
gen susturma yontemi kullanilmistir. Yontemde PT7TG 00016 genine 6zgii tasarlanan
RNAi fragmenti BSMV vektoriine klonlanarak viral enfeksiyon ile konaga
bulastirilmistir. Bitkiye aktarillan ve viral genomun replikasyonu sonu dsRNA’lara
doniisen RNAi fragmentinin DICER enzimleri ile kesilerek siRNA’ya doniigimii
amaclanmistir. Ardindan ayni bitkiler Pt ile enfekte edilerek, bitki metabolizmasinda
dolasan siRNA’larin patojene aktarimi saglanmistir. Patojene aktarilan siRNA’larin
RNAi1 mekanizmasini baglatarak PT7G 00016 mRNA’sm etkisiz hale getirip genin
ekpresyonunu baskilamasi amacglanmistir. Gen ekspresyonundaki baskilanma diizeyi
ve bunun Pt enfeksiyonunu ne diizeyde etkiledigi analiz edilerek aday efektor

PTTG 00016’nin  gergek bir efektor olup olmadigi incelenmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METODLAR

3.1. Materyal
3.1.1. Kullamlan Bitki materyali

Calismada Morocco bugday c¢esidi kullanilmistir. Uygulanan HIGS yontemi
sonucunda efektor adayinm, enfeksiyon gelisimindeki etkisinin gézlemlenebilmesi
icin hassas ¢eside gereksinim vardir. Morocco ¢esidi, Puccinia tritina’ya kars1 hassas
ozellik tagimas1 nedeniyle secilmistir. Tez kapsaminda kullanilan Morocco tohumlar1

Ahi Evran Universitesinden temin edilmistir.

3.1.2. Kullanilan Patojen

Patojen olarak kullanilan fungus, bugdayda kahverengi pas hastaligi etmeni
Puccinia triticina 1 (Pt wkl)’ dir. Bu patojen Kanada’dan Agriculture and Agrifood
Canada, Cereal Research Center’dan Dr. Christoph RAMPITCH’ in ekibinden

alinmustir.

3.1.3. Efektor aday:

Kullanilan efektér adayi, daha once Ahi Evran Universitesi tarafindan
gerceklestirilen AEU-PYO-FEN.4003/2.13.009 nolu proje sonucunda tanilanmustir.
S6z konusu proje kapsaminda Pt k1 de enfeksiyon sirasinda etkin olan proteinleri
belirlemek iizere bir proteomiks calismasi yapilmis ve ¢alisma sonucunda pek cok
proteinin yam sira Ozellikle patojenin virulans faktorii olabilecek 7 efektor adayi
tanimlanmistir. Bunlardan biri olan PTTG 000167, tez ¢alismasinda RNAi aracili

fonksiyonel analiz yapilmak {izere aday gen olarak secilmistir.
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3.2. Metotlar
3.2.1. RNAi Fragmenti Tasarimi ve Alt Klonlamasi

Calismada kullanilan efektér adayma spesifik olan RNAi fragmentinin
tasarlanmasi i¢in EssemblFungi Database’den efektore ait olan DNA dizisi ve amino
asit (aa) dizisi alimmustir. PTTG_00016 geninin 7 eksonu ve 1485 b¢’lik kodlama dizisi
vardir. RNAi fragmanmim tasarmmi i¢in AEU-PYO-FEN.4003/2.13.009 nolu projede
bu genin iiriinii olarak 3 peptid tanimlanmis ve alternatif splicing olasiligina kars1 bu
peptidlerin  kodlandig1 diziler RNAi1 i¢in hedef olarak seg¢ilmistir. Belirlenen
peptidlerin 3’i de PTTG 00016 geninin 250-750 bg araligindaki kodlayict dizisi ile
eslesmis ve bu nedenle ilk 3 eksonu igeren bu bdlge hedef olarak secilmistir.
Tasarlanan bolge icin RN Aigoo16 fragmentinin ¢ogaltimi, dizilenmesi ve kontrollerinde
kullanilmak tizere Prime3Plus programi kullanilarak primer tasarimi yapilmistir.
Ayrica tasarlanan primerlerin 5’ ucuna BSMV vektoriine klonlamak i¢in Pacl ve Notl
enzimlerinin tanima dizileri eklenmistir. Tasarlanan primerler ve RN Aigoo16 fragmenti
Ozel bir firmadan hizmet alimi1 yoluyla dsDNA seklinde sentetik olarak temin

edilmistir. RN Aiooo16 fragmentine ait dizi bilgisi asagida (Cizelge 3.1) verilmistir.

Cizelge 3.1. PTTG 00016 igin tasarimi yapilan RNA1 fragmentine 6zgii primerler

RNAI Baslangi¢ Dizi (5°- 3’)
Frag. Pozi
Efektor rag ozisyonu (Pacl ve Notl i¢cin tamima dizisi
Boyutu | _ |
Primerler
PTTGO00016-|254 bg ATATTTAATTAAAGGTCCAC
F
PTTG 00016449 bg CAACTGTGGAAG

PTTGO00016-| 686 be TATGCGGCCGCTCGTGCTCG

R ATATTCACACC

3.2.1.1. RNAIoo016 Fragmentinin Eldesi ve Cogaltim

RNAiooo16 fragmenti, 6zel bir firmadan sentez yoluyla temin edilmistir.

Liyofilize olarak teslim alinan iiriin niikleazlardan armmus su ile (NF) 20 ng/pL olacak
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sekilde sulandirilmistir. dSDNA’lar uygun RE kesim uglarini olusturmak i¢cin BSMV

vektoriinden once pJET1/2. Blunt (Thermo Scientific, Cat: KI1231) vektoriine

klonlanmistir ve E. coli’ye transfer edilmistir. Transfer i¢in ilk olarak ligasyon iirlinii

hazirlanmistir. Bunun i¢in 100ng RNAipis fragment DNA’s1 ve 50 ng pJET1/2

vektorli, 1X Buffer ve 10U T4 ligaz enzimi olacak sekilde total 10 pl hacimde

reaksiyon karigimi hazirlanmistir. 10 dk oda sicakliginda inkiibasyon sonrasi olusan

ligasyon triiniiniin (pJET.00016), 5 ul’si transformasyon igin ayrilmistir.

E. coli’ye transformasyon i¢in CaCl; metodu (Chung, Niemela, & Miller, 1989)

kullanilmistir. Metodun ayrintilar1 agagida sunulmustur;

1-

10-

Transformasyon islemine baslamadan 1 gece once E. coli DH5a susu 5 mL 1X
LB s1v1 besiyerine ekilerek gece boyu 120 rpm’de 37°C ‘de birakilmustir.
Gece boyu iireyen bakteriler ertesi giin taze 1XLB besiyerine ekilerek
yukaridaki kosullarda oldugu gibi 4 saat tekrar iiremeye birakilmistir.

4 saat sonunda ekilen bakteriler 2 mL Eppendorf tiiplere koyularak 8 dk
boyunca 6000 rpm’de santrifiij edilmislerdir ve tiipiin dibine ¢okmeleri
saglanmustir.

Santrifiij sonras1 Ustte kalan besiyeri kismi dokiilerek 800 uL 50 Mm CaCl,
eklendi ve hiicreler resuspanse edilerek CaCly igerisinde homojen hale
getirilerek 20 dk buz icerisinde inkiibasyona birakilmaistir.

Inkiibasyon sonras1 +4°C de 6000 rpm’de 8 dk santrifiij yapilmustir.

Santriflij sonras1 siv1 dokiiliip altta kalan bakterilere 125 pL 100Mm CaCl;
eklenip tekrar resuspanse edilmistir.

Resuspanse edilmis olan hiicrelere 6nceden hazirlanan pJET.00016 plazmidine
ait ligasyon iriinii eklenmistir. Homojen hale getirildikten sonra 30 dk buz
icerisinde inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonrasi 1 dk 42°C de 1s1 soku uygulamas1 yapilmustir.

700 pL oda sicakligma getirilen 2X LB sivi besiyeri hiicrelerin {izerine
eklenerek 37°C’de 100 rpm’de 45 dk liremeleri i¢in inkiibasyona birakilmaistir.
5000 rpm’de 5 dk santrifiij yapilarak hiicrelerin tiipiin dibine ¢oktlirme islemi
yapilmstir.
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11- Santriflij sonras1 besiyerinden 50 pl kalacak sekilde iist sivi atilmis, hiicreler
kalan besiyerinde homojen hale getirilmistir
12- Ardindan LB+100 mg/L ampisilin eklenmis kat1 besiyerine ekilerek 37°C ‘de

gece boyu liremeleri i¢in birakilmigtir.
3.2.1.2. Transformasyon Islemi Sonrasi Transformatlarin Dogrulanmasi

Gece boyu iiremeye birakilan bakterilerden 5 adet secilerek koloni PCR ile
dogrulamasi yapilmistir. Segilen kolonilerin ilerideki calismalarda kullanilabilmesi
icin 100 mg/L ampisilin igeren sivi ve kat1 LB besiyerlerine de ekimi yapilmistir.
Koloni PCR i¢in 6ncelikle reaksiyon karigimi hazirlanmis ve olasi transformant
koloniler kurdan yardimi alinip PCR karisimma daldirilarak yapilmistir. Reaksiyon
karigiminda 1X konsantrasyonlu PCR Master Mix, 0.5 uM F ve R RNAigoo16 primeri
kullanilmisti.  Uygun PCR  kosullar1  uygulanarak (Cizelge 3.2) PCR
gergeklestirilmistir. PCR karigimina daldirilan kiirdanlar hemen ardindan sirasi ile
once sivi LB+100 mg/L ampisilin besiyerine daha sonra da kat1 LB+100 mg/L
ampisilin besiyerine ekim i¢in kullanilmistir. Bu besiyerleri 37° C de gece boyu
iiremeye birakilmistir. Koloni PCR ile pJET.00016 igerdigi dogrulanan kolonilerden
stok hazirlanmistir. Bunun igin s1vi besiyerinde ¢ogaltilan bakterilere %50°lik steril

gliserol eklenerek -20 °C’ derin dondurucuya kaldirilmistir.

Cizelge 3.2. Koloni PCR ig¢in sicaklik kosullar1

PCR Kosullar1 | Zaman Dongii
94°C 3 dk 1
94°C 40 sn

60°C 40 sn 35
72°C 40 sn

+4°C © 1
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3.2.2. RNAigo016 Fragmentinin BSMV Vektoriine Klonlanmasi

3.2.2.1. pJET.00016 ve pY.PDS Plazmidlerinin izolasyonu

Koloni PCR yapilarak dogrulugu kesinlestirilen pJET.0016 iceren bakteriler ve
pY.PDS.s, pY.PDS.as vektorlerini iceren bakteriler 5 mL LB+100 ng/L ampisilin siv1

besiyerinde 37°C’de gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Gece sonunda liremesi

gerceklesen bakterilerden plazmid izolasyon kiti (Qiagen, Cat. No: 27104) ile plazmid

izolasyonu gergeklestirilmistir. zlenilen adimlar sunlardr:

1-

10-
11-

Uremesi gerceklesen bakteriler 2 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilarak 8000
rpm’de 3 dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonras1 iistte kalan besiyeri uzaklastirilip hiicrelerin {izerine 250uL
Buffer P1 eklenip homojen hale getirilmistir.

Resuspanse yapilarak homojen hale gelen karisimin iistiine 250 pL Buffer P2
eklenerek tilip birkag defa alt iist edilmistir.

Mevcut karisima 350 pL Buffer N3 eklenerek tekrar tiip alt {ist edilip, 10 dk
13000 rpm’de santrifiij yapilmstir.

Plazmid DNA’smin bulundugu iist sividan 800 pL alinarak spin kolona
aktarilmustir.

Kolon 1 dk santrifiij yapildiktan sonra altta bulunan toplama tiipiinde toplanan
s1v1 atilmuastir.

Kolona 750uL yikama soliisyonu eklenerek tekrar kisa bir santrifiij yapilmistir.
Yikama soliisyonunda bulunan alkolden kurtulmak amaciyla kolonlar tekrar
13000 rpm’de santrifiij yapilmistir.

Santrifiijiin ardindan kolonlar steril 1.5 mL’lik tiiplere yerlestirilip, 50 pL
Elution Buffer eklenmis ve 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

Ardmdan 1 dk 13000 rpm’de santrifiij yapilarak pDNA’lar1 geri kazanilmigtir.
[zolasyon sonrasi elde edilen plazmidlerin micro hacim spektrofotometre’de

konsantrasyonlar1 dl¢iilmiistiir. Olgiim sonrasi1 rnekler -20 ‘e kaldirilmustir.
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3.2.2.2. Plazmidlerin Uygun RE Uc¢larinin Olusturulmasi

Pacl ve Notl restriksiyon enzimleri ile kesilerek pJET.00016’dan RN Aigoo16
fragmentinin ¢ikarilmasi, pY vektoriine dogru pozisyonda yerlesimi i¢in gereklidir.
Diger yandan pY.PDSs ve pY.PDSas vektorleri de ayni enzimlerle kesilerek PDS
insertu cikarilip sense ve antisense yonlii klonlamaya uygun pY vektori elde
edilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda izolasyonu tamamlanan p.JET.00016, pY.PDS.as
ve pY.PDS.s plazmidleri Notl ve Pacl RE ile kesilmistir. Cift enzim kesimi i¢in
kullanilacak uygun buffer iiretici firmanin Double Digest Calculator uygulamasi
kullanilarak se¢ilmistir. Bu se¢im sonucunda en uygun Buffern EcoRI olduguna karar
verilmistir. Kullanilan protokol Cizelge 3.3’te verilmistir. Hazirlanan reaksiyon
37°C’de 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Kesim sonrasi plazmidler %1’lik agaroz

jelde elektroforezi ile goriintiilenmistir.

Cizelge 3.3. RE kesim i¢in hazirlanan reaksiyon karigimi

Konsantrasyon Hacim
EcoRI Buffer 10x Su
Pacl s5U 1 ul
Notl s5U 1 ul
Plazmid DNA 2000 ng 16 pul
NF - 27 ul

Total hacim 50 n

3.2.2.3. RNAloo16 Fragmentinin Saflastiriimasi

Kesim sonucunda uygun RE kesim ug¢larma sahip RNAioo16 fragmenti p.JET
vektoriinden ayrilmistir. Ayn1 zamanda kesimi gerceklestirilen pY.PDS.as ve
pY.PDS.s vektorleri de PDS insertunu kaybederek klonlamaya elverisli pYas ve pYs
hale getirilmiglerdir. Klonlama sonras1 agoraz jele yiiklenilen vektorler dogrulandiktan
sonra jelden kesilerek Gel Extraction Kit (PureLink, K310001) ile saflagtirilmigtir.
Jelden kesilen parcalar tartilarak iizerine kitte belirtildigi kadar Binding Buffer
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eklenmistir. Su banyosunda bekletilerek homojen hale getirilmistir. Olusan karigim
spin kolona yiiklenerek 10.000 rpm’de santrifiij yapilmistir. 650 pL yikama soliisyonu
eklenerek tekrar santrifiij yapilmistir. Yikama soliisyonunun i¢inde bulunan alkolden
kurtulmak icin tekrar bos bir santrifiij islemi yapilmigtir. Santrifiij sonrasi kolon yeni
steril 1.5 mL’lik eppendorf tiipe alinarak ilizerine 50 pL Elution Buffer eklenerek
RN Aigoo16 fragmenti, pYas ve pYs geri kazanilmistir.

3.2.2.4. RNAIi016 Fragmentinin pYas ve PYs Vektoriine Klonlanmasi

Elde edilen vektorler ve RNAi fragmenti, kesim igslemi sonucunda ayn1 RE
uclarina sahip olduklar1 i¢in T4 ligaz enzimi kullanilarak hem antisens hem de sens
yonlii klonlama bolim 3.2.3.1° de detaylar1 verildigi gibi yapilmistir. Ligasyon
sonrasinda pY.00016as ve PY.00016s vektorleri elde edilmistir. Elde edilen vektorler
bolim 3.2.3’te detaylandirilan CaCl, metodu ile E. coli DH50 susuna transfer
edilmistir. Transfer sonucu kati LB+100 mg/L ampisilin besiyerine ekilen bakteriler
gece boyu cogalmaya brrakilmistir. Ertesi giin olasi transformant kolonilerden 5’er
tane secilerek, dogrulamalarini gergeklestirebilmek i¢cin boliim 3.2.3.1°de agiklandig1
bicimde koloni PCR yapilmisti. PCR fdriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezi

yapilarak degerlendirilmistir.
3.2.2.5. Dizi Analizi ve Dogrulama

Jel elektroforezi sonucu PCR iiriinlerinin, RNAiooo16 fragmenti i¢in beklenen
449 b¢ araliginda oldugu goézlenmis ve bu sekilde dogrulanan ornekler, jelden
kesilerek boliim saflastirilmistir. Saflagtrma 3.2.4.3’te anlatildig1 sekilde Gel
Extraction Kit (Purelink, K310001) ile yapilmistir. Saflastirma sonunda elde edilen
ornekler ¢ift yonlii Sanger dizileme i¢in 6zel bir firmaya gonderilmistir. Elde edilen 5°
ve 3’ yonlii dizi bilgileri BioEdit programinda birlikte degerlendirilerek PT7G 00016

geninin hedef dizisi ile hizalamas1 yapilmistir.
3.2.3. HIGS Uygulamasi

Bu tez caligmasinda P¢ wrkl i¢in virlilans etki gosterdigi ongoriilen efektor

adayr PTTG 00016 geninin RNAI aracili susturulmasi ve ardindan infeksiyondaki
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etkisinin ortaya konmasi hedeflenmistir. Bu yontemde RNAi igin tasarlanan
dsRNA’nin oncelikle bitki hiicrelerine aktarimi gerekmektedir. Ardindan Pt
enfeksiyonu sirasinda dsRNA’larin patojene taginmasi gerceklesmektedir. Bu
calismada RNAipoo1s fragmentinin bitkiye tasmmimi bir RNA viriisii olan BSMV
araciligiyla gerceklestirilmistir. Bu asama icin ilk olarak viral genomu olusturmak
iizere in vitro transkripsiyon yapilmistir. Boylece BSMV’yi olusturan a,  ve Y olmak
iizere 3 parcali RNA genomu olusturulmustur. Bu sirada pY vektore klonlanan
RNAiooo16 fragmenti de Y genomunun bir parcas: olarak RNA’ya cevrilip BSMV
inokulasyonu ile bitkiye tasmmustir. {1k viral semptomlarin gézlendigi 10. giinde ayn1
bitkiler Pt urediniosporlar1 ile enfekte edilmistir. Bitki-fungus etkilesimi sirasinda
RNAig016 fragmenti dsRNA olarak patojene tasinmakta ve patojende hedef genin
RNAI aracili susturulmasi beklenmektedir. Tez kapsaminda HIGS uygulamasi i¢in 3

biyolojik tekrar yapilmaistir.
3.2.3.1. pDNA’larinin In Vitro Transkripsiyon I¢in izolasyonu

BSMV a genomunu tasiyan pa, B genomunu tagiyan ppAap plazmidleri, Y
genomunu temsilen pY.00016s ve pY.00016as, pozitif kontrol olarak da pY.PDSs ve
pY.PDSas ile herhangi bir insert igermeyen pY plazmidleri in vitro transkripsiyon i¢in
kalip olarak kullanilmistir. Bunun i¢in ilk olarak bu plazmidleri tasiyan bakteriler 5
mL sivi LB+100mg/L ampisilin besiyerine ekilerek 37°C de 120 rpm’de gece boyu
iiremeye birakilmistir. Uremesi tamamlanan bakterilerden plazmid izolasyonu igin
3.2.4.1 bolimiinde ayrintili anlatildigi gibi plasmid DNA extraction kit
(Qiagen,27104) ile gerceklestirilmistir. Boliim 3.2.4.1°de yapilan izolasyondan farkli
olarak RNaz enzimi kullanilmanustir. Izole edilen plasmidlerin konsantrasyonu mikro

hacim spektrofotometrede dlglilerek belirlenmistir.
3.2.3.2. Plazmid DNA’larin Linerizasyonu

Transkripsiyon ile RNA’ya ¢evrilecek BSMV genom dizileri, plasmidlerde T7
promotor ve linerizasyon dizisi arasina yerlestirilmistir. Bu nedenle izolasyonu
gerceklestirilen pDNA’larin (pa, pB, pY), in vitro transkripsiyon dncesi terminasyon

bdlgelerinde bulunan RE dizisinden kesilip lineer hale getirilmesi gerekmektedir.
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Bunun i¢in vektorler ve kesim i¢in kullanilan RE ‘lerine iligkin bilgiler Cizelge3.4’te

verilmistir.

Linerizasyon islemi i¢in yaklagik 3000 — 3500 ng pDNA kullanilmistir. Her
plasmid i¢in ayr1 ayr1 kesim reaksiyonu hazirlanmistir. Hazirlanan reaksiyonlarda her
plasmid i¢in spesifik RE’lerinden 10 U, 1X konsantrasyonu olacak sekilde reaksiyon
buffer1 kullanilmistir. Ve total hacim 40 pL olacak sekilde ayarlanmistir. Kesim
reaksiyonu 37°C de ve 16 saat inkiibasyona birakilmistir. Reaksiyon sonunda,
orneklerden 4 pL almarak agaroz jele yiliklenmistir. Kesimin gergeklestigi ve
linerizasyonu dogrulanan plazmidler, transkripsiyonda kullamilmak icin PCR
Prufication kit (PureLink, K310001) kullanilarak saflagtirilmistir. Saflagtirma i¢in kiti

iireten firmanin talimatlar1 takip edilmistir.

Cizelge 3.4. Vektorler ve linerizasyon i¢in kullanilan restriksiyon enzimleri

Vektorler Kesim icin kullanilacak RE enzimleri
pavepY Mlul
pPAap Bceul (Spel )

pY.00016s, pY.00016as, pY.PDSs ve | BssHII
pYPDSas

3.2.3.3. In Vitro Transkripsiyon

Lineer hale getirilen plazmid DNA’lar, in vitro transkripsiyonda kalip olarak
kullanilmistir. Transkripsiyon igin mMESSAGE mMESSAGE ® High Yield Capped
RNA Transcription Kit (ThermoFisher, AM1344) kullanilmistir. Reaksiyon {iretici
firmanin 6nerdigi protokole gére hazirlanmistir. Reaksiyonda 1X reaksiyon buffer, 1X
NTP/CAP, 1X enzim mix ve 600 ng lineer plazmid DNA kullanilmistir. Reaksiyon
karigimi i¢in kullanilacak olan pY.00016s ve pY.00016as plasmidleri esit miktarda
karistirilarak  kullanilmistir.  Ayni sekilde kontrol olan pY.PDSs ve pY.PDSas
plasmidleri de karistirilarak kullanilmistir. Reaksiyon karisimi 37°C de 2 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda her 6rnek igin ortamda bulunan kalipp pDNA’dan
kurtulmak i¢in 2U ‘Turbo DNAsel’ eklenerek 37°C 15 dk tekrar inkiibe edilmistir.

Elde edilen transkriptler LiCl, ¢oktiirme yontemi ile saflastirilmistir.
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3.2.3.4. In Vitro Transkripsiyon Uriinlerinin Saflastiriimasi

Elde edilen transkriptler LiCl, ¢oktiirme yontemi (Walker ve Lorsch, 2013) ile

asagida verilen adimlar takip edilerek saflastirilmistir.

1- Transkriptlerin iizerine 30 pL LiCl soliisyonu ve 30 pL NF su eklenerek
homojen hale getirilmistir. 30 dk -20°C de inkiibasyona birakilmistir.

2- Inkiibasyon sonunda +4 °C de maksimum hizda 10 dk santrifiij yapilmustir.

3- Ust sv1 uzaklastirilarak alt kisimda kalan peletlere 1000 pL %70’lik EtOH
eklenerek 5 dk 10.000 rpm’de +4 °C de yikama islemi yapilmistir.

4- Santrifiij sonras1 iist siv1 atilip, yikanan transkriptler ¢eker ocak altinda alkol
kokusu gidene kadar kurumaya birakilmistir.

5- Kurutma sonunda her 6rnege 25 pLL NF su eklenerek ¢ozdiiriilmiistiir.

6- Cozdiriilen Ornekler DEPC’li TBE ile hazirlanan %]1°lik agaroz jele
yiiklenerek elektroforez yapilmis ve RNA kalitelerine degerlendirilmistir.

3.2.3.5. Bitkilerin Yetistirilmesi ve BSMYV Inokiilasyonu

Calismada kullanilan patojene hassas olan Morocco ¢esidi tohumlari, steril
toprak ile doldurulan kaplarin i¢ine 15 er tohum olacak sekilde ekilmistir. Ardindan
kaplar 22 °C de 16 saat aydinlik ve 18 °C’de 8 saat karanlik, %60 nem kosullarini
saglayan iklimlendirme kabinine gelismeye koyulmustur. BSMV inokiilasyonu igin
bitkilerin 2 yaprakli doneme gelmeleri beklenmistir. Bu arada BSMV inokiilasyonu
sirasinda kullanilacak olan FES soliisyonu (77 mM glycine, 60mM K>HPO4, 22 mM
Na4P>07, 10H20, %1 (w/v) bentonite ve %1 (w/v) Celite) hazirlanmistir (Holzberg,
2002). Her biyolojik tekrarda kullanilan bitkiler kontrol ve test olacak sekilde
gruplandirilmis ve BSMV uygulama igerigi asagida sunulmustur. Tek bir tekrarda her
grup i¢in 10 bitki kullanilmigtir.

Test: BSMV:00016 (Y: EA) uygulanmus bitkiler
Pozitif kontrol: BSMV: PDS (Y: PDS) uygulanmuis bitkiler

Mock kontrol: BSMV:0 (Y:0) uygulanmis bitkiler
Negatif kontrol: Herhangi bir islem yapilmamis ayni kosul ve gelisim evresindeki
bitkiler
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BSMYV inokiilasyonu i¢in viriisii temsil eden a, B, Y transkriptleri, bir bitki i¢in
her genomda 1pg olacak sekilde esit oranlarda (1:1:1) bir araya getirilerek

hazirlanmastir.

BSMV inokiilasyonu baslamadan oOnce bitkiler 1 saat %100 neme tabi
tutulmustur. Her bir bitki i¢in bir PCR tiiptine 22.5uL FES soliisyonu ve {i¢ genomu
transkript karisimi eklenmistir. Hazirlanan FES+RNA karisimi, 2 yaprakli donemdeki
bitkinin 2. yapragmna uygulanmistir. Uygulama i¢in hazirlanan karisim basgparmak ve
isaret parmak arasina damlatilarak yapraklara dipten uca ovularak siirtilmiistiir. Ayni
islem teker teker tiim bitkilere uygulanarak BSMV inokiilasyonu yapilmistir. Gruplar
arasinda eldivenler degistirilerek yeni steril eldiven kullanilmis ve gruplar arasi
bulasiklik 6nlenmistir. Bulagtirma islemi sonrasinda bitkiler yogun nem altinda olacak
sekilde kutulara yerlestirilip kapatilarak 24 saat ayni biiyiime kosullarinda
inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonrasinda bitkiler nem kutularindan ¢ikartilarak

iklimlendirme odasinda gelismeye birakilmislardir.
3.2.3.6. Pas Urediniosporlarinin Cogaltim

Morrocco tohumlar1 18 saat 22°C ve %60 nem altinda giindiiz olacak sekilde
ve 8 saat gece dongiisiinde 18 °C %60 nemde biiylimeye birakilmistir. Gelisim
asamasinda 2 yaprakli doneme gelen bugdaylar Pt wk-1 urediniosporlar1 ile
inokiilasyonu yapilmistir. Urediniosporlarin bitkiye iyice tutunabilmeleri i¢in sprey
yardimiyla yapraklar 1slatilmistir. Bu sayede patojenin bitkide daha kolay ¢imlenmesi
icin gereken nem saglandi. Inokiilasyona baglamadan énce -80°C’de muhafaza edilen
Pt k-1 urediniosporlari, 10 dakika boyunca 40°C de 1s1 sokuna maruz birakilmustir.
Daha sonra steril ve nemli bistiiri ucuyla nemli yapraklarin i¢ yiiziine siiriilerek
dagitilmiglardir. Pas ile bulusan bitkilere %100 nem uygulamak i¢in steril biiyiik bir
kabm i¢ine 2-3 cm su eklenerek, karanlik ortami1 olusturmak i¢in etrafi siyah poset ile
cevrelenerek 16°C de 36 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda bitkiler iklim
odasmda normal biiylime kosullarinda pas piistiilleri gelisinceye kadar tutulmustur. 10.
Glinde pas piistiilleri gériilmeye baslamis ve bu taze uredinisporlar yeni gelistirilen

bitkilere tekrar inokiile edilerek patojen ¢ogaltimi saglanmistir. Boylece 15 giin arayla
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inokiilasyon tekrarlanarak HIGS icin gerekli taze patojen urediniosporlari elde

edilmistir.
3.2.3.7. Patojen Inokiilasyonu ve PTTG 00016 Geninin Susturulmas:

BSMYV inokiilasyonu isleminin iistiinde 10 giin gectikten sonra, bitkilerde
gozlemlenen beyaz c¢izgi seklindeki lezyonlar BSMV inokiilasyonunun basariyla
gerceklestigini géstermistir. Bu asamada bitkilere Pt k-1 taze tirediniosporlari ile
patojen inokiilasyonu yapilmistir. Bunun i¢cin, BSMV semptomlu bitkilerin 3 ve 4.
yapraklarma, bitki {istiinde yeni gelisen iirediniosporlar siiriilerek yapilmistir.
Inokiilasyon Boliim 3.2.5.6 da anlatildign bigimde gerceklestirilmistir. Ardmdan
bitkiler 36 saat, %100 nem, 16°C sicaklik ve karanlik kosullarda inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi pas bulastirilan bitkiler normal gelisim kosullarina

alinmustir.

Pas inokiilasyonunun 3. giiniinde bitkilerin 3 ve 4. yapraklarimdan qRT-PCR ve
5. giinde de mikroskop incelemeleri i¢cin 6rnekler alinmistir. QRT-PCR i¢in alinan
ornekle, RNA izolasyonu yapilincaya kadar -80 °C’de muhafaza edilmislerdir.
Mikroskop i¢in alinan 6rnekler ise dogrudan boyama islemine tabii tutulmuslardir. Pas

inokiilasyonunun 10-12. giinlerinde ise enfeksiyon siddeti incelenmistir.
3.2.4. Gen Susturma ve Enfeksiyon Gelisimine Etkisinin Degerlendirmesi
3.2.4.1. Gen Ekspresyon Diizeyinin qRT-PCR ile Analizi

Molekiiler diizeyde gen ekspresyonunun dogrulanmasi i¢in test ve kontrol
gruplarinin ekspresyon diizeyleri qRT-PCR ile gézlemlenmistir. PT7TG 00016 genine
spesifik qRT-PCR primerleri 143 bp cogalacak sekilde tarafimizca tasarlanmistir.
Referans gen icin literatiir taramas1 yapilmis ve Pt Succinate dehydrogenase genin
onerildigi belirlenmistir (Panwar vd. 2013). qRT-PCR analizinde kullanilan primerlere

iliskin bilgiler Cizelge 3.5 da verilmistir.
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Cizelge 3.5. qRT-PCR analizlerinde kullanilan primerler

Primerler Primer Dizisi PCR iirini

Pt sdh- qRT-PCR-F | GGTTCCAGCGATAGATCGAG 285 bp

Pt sdh- qRT-PCR -R | CAACTACGACCAGCCACTCA

PTTG_00016_qRT-| TCATCGCCGTCAAGGTTTTG 143 bp
PCR -F

PTTG 00016 qRT-| AACACTGCCTTTGTGCTTGG
PCR- R

3.2.4.1.1. Total RNA Izolasyonu

gRT-PCR analizleri i¢in pas inokiilasyonu sonras1 tiim ornek gruplarindan 3.giinde

alman yaprak oOreklerinden RNA izolasyonu yapilmistir. RNA izolasyonu ig¢in

HigherPurity Plant RNA Purification Kit (Canvax, Cat no: AN0102) kullanilmistur.

RNA izolasyon adimlar1 asagidaki gibidir:

1-

Alinan yaprak ornekleri (yaklasik 50 mg) sivi azot ile dondurularak Retch
MM400 titresimli parcgalayici ile toz haline getirilmistir.

Toz halindeki dokularm iizerine 500pnL, %1 oraninda -mercaptoethanol iceren
L2 buffer eklenmistir.

5 dk oda sicakliginda inkiibasyonun ardindan karisim 2mL’lik filtreli kolonlara
aktarilmustir.

1 dk maksimum hizda santrifiij yapilmistir.

Kolonun altinda kalan s1v1 yeni 1.5 mL’lik steril tiipe aktarilmistir. Uzerine 1ml
%70’lik ethanol eklenerek vorteks yapilmistur.

Ardmdan biitiin s1vi, RNAprep spin colum’a aktarilarak 10.000 xg ‘de 90
saniye santriflij yapilmistir.

Kolonun tizerine 500uL WBI1 buffer eklenerek yikama islemi maksimum hizda

1 dk santrifiij yapilarak ger¢eklestirilmistir.
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8- 750 pL WB2 soliisyonu eklenerek maksimum hizda 1 dk santriftij yapilarak 2.
yikama adimi gergeklestirilmistir.

9- 8. admm tekrarlanmigtir. Tekrar asamasindan sonra alkol kalintisindan
kurtulmak i¢in 3 dk maksimum hizda santriftij yapilmistir.

10- Santrifiij sonras1 kolon yeni steril 1.5’luk tiipe koyularak iizerine 50 pL
RNase-Free su eklenmistir. 1 dk santrifiij sonrasi kolondan c¢ozdiiriilen
orneklerde DNA kalintis1 kalma durumuna karsin DNaz eklenerek 37°C ‘de
inkiibasyon yapilmustir.

11- Inkiibasyon sonrast DNaz aktivitesini sonlandirmak i¢in 1 puL ETDA
ekleyerek 10 dk 65°C’ de inkiibasyon yapilmistir.

12- Ornekler daha sonraki calismalarda kullanilmak ve ayni zamanda RNA’nin
biitlinliigiinii ve stabilitesini korumak i¢in -80°C’ye kaldirilmistir.

13- Orneklerin konsantrasyonu mikrohacim spektrofotometrede 6lciilmiis ve

kalitesi agaroz jel elektroforezi ile gozlenmistir.
3.2.4.1.2. cDNA Sentezi

Elektroforez sonrasi kalitesinin iyi oldugu belirlenen RNA’larm yaklasik 1500
ng’1, cDNA sentezi i¢in kullanilmistir. Sentez i¢in RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (ThermoFisher, K1622) kullanilmistir. Reaksiyon hazirlanirken ilk
olarak RNA’lara 1uM Oligo dT eklenmistir. Daha sonrasinda karigimin {izerine sirasi
ile 1X Reaksiyon Buffer1, 20U RNase Inhibitér, ImM dNTP mix ve 200U RevertAid
M-MuLV RT eklenerek total hacim 20 pL olacak sekilde hazirlanmistir. Reaksiyon
karistmi ¢cDNA sentezi i¢in 42°C’de 60 dk, 25°C’de 5 dk olacak sekilde inkiibe

edilmistir.
3.2.4.1.3. qRT-PCR Analizi

qRT-PCR her ornek igin 3 tekrar olacak sekilde hem PT7G 00016 hem de
internal kontrol SDH geni i¢in hazirlanmisti. qRT PCR icin  2X Master Mix
(Ampligon, Cat: A313402) kullanilmistir. Reaksiyon karisimina 1X Master Mix, 0,5ul

F ve R primeri, 2 pL sentezlenen cDNA eklenmis ve son hacim 10ul olacak sekilde su
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ilave edilmistir. Hazirlanan karigim, PikoReal cihazinda asagidaki kosullar1 (Cizelge

3.6) saglayarak amplifikasyona birakilmstir.

Cizelge 3.6. qRT-PCR’1n gerceklesmesi i¢in kullanilan kosullar

Derece Dakika Dongii
95°C 7dk 1

95°C 10sn 50
65°C 30sn

72°C 30sn

gRT-PCR analizi sonrasi elde edilen Ct sonuglari, ekspresyon diizeyini
belirlemek iizere 22T formiilii ile hesaplanmistir. Formiiliin agiklamasi1 asagida

sunulmustur;

ACt (normal kosul) = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen)
ACt (test kosulu) = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen)

AACt ~ ACt (test kosulu)- ACt (Normal kosul)

Gen ekspresyon diizeyi= 224¢T

3.2.4.2. Enfeksiyon Gelisiminin Mikroskobik incelemesi

Pas inokiilasyonu sonras1 5. giinde alinan drnekler Tripan Blue Metodu (Chia vd,
2006) kullanilarak boyanmistir. Alinan yaprak orneklerinin boyanma asamalari

asagida verildigi sekilde gerceklestirilmistir.

1- Pas inokiilasyonu gergeklesmis olan 3.ve 4. Yapraklardan yaklasik 2 cm olacak
sekilde 6rnek alinmistir.
2- Her 6rnek i¢cin 2 mL temizleme soliisyonu A (asetik asit:etanol=1:3) eklenerek

oda kosullarinda 100 rmp’de gece boyu ¢alkalanmali inkiibatérde birakilmistir.
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3- Ertesi giin temizleme soliisyonu A atilmig ve yerine 2 mL temizleme soliisyonu
B (asetikasit:etanol:gliserol 1:5:1v) eklenmistir. Ornekler ay1 kosullarda 3 saat
beklenmistir.

4- Siire sonunda, soliisyon B dokiilmiis ve 1 mL boya soliisyonu (dH>O’da 0,3
mL %] tripan mavisi, 10 mL laktik asit, 10 mL fenol ve 10 mL dH.O)
eklenmistir ve gece boyu calkalayicida ayn1 kosullarda birakilmistir

5- Islem sonunda boya soliisyonundan dékiilmiis ve Orneklerin {izerine %60
gliserol eklenerek calkalayicida 2 saat 100 rpm’de birakilarak boyama islemi

tamamlanmastir.

Son asamada yapraklar lam ve lamel arasina alinarak mikroskop altinda incelenmistir.
3.2.4.3. Enfeksiyon Siddetinin Degerlendirilmesi

Pt inokiilasyonunun yaklasik 7-8. giinlerinde bitkilerde ilk pas piistiilleri
gozlemlenmistir. Enfeksiyon siddetini degerlendirmek igin pas piistiillerinin tam
olarak belirgin oldugu 12. giin tercih edilmistir. Bu asamada her grupta yer alan
bitkilerde enfeksiyon siddeti Cobb skalasina gore (Roelfs, Singh, & Saari, 1989). %
cinsinden belirlenmis ve yapraklardaki pas piistiillerinin yogunlugu fotograflanarak

kaydedilmistir.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. RNAigo16 Fragmenti
4.1.1. RNAigo016 Fragmentinin Tasarim

Tez ¢alismasi siirecinde tizerinde durulan ve fonksiyonu iizerinde galismalar
yapilan PTTG 00016 efektdr adays, AEU-PYO-FEN.4003/2.13.009 numarali proje
kapsaminda Pt wkl (BBBD)’de tanimlanmistir. Efektor adayr PTTG 00016’ya ait
amino asit ve DNA dizi bilgisi Essembl Fungi Database’den temin edilmistir
(https://fungi.essembl.org/index.html). PTTG 00016 geni, 7 eksona sahiptir ve 1485
be¢’lik kodlayici dizisi ile 494 aa’lik bir protein kodlamaktadir (Sekil 4.1). Olusabilecek

alternatif splicing ihtimaline kars1 projede tespit edilen peptidlerin yer aldig1 bolgeler,
RNAIi fragment tasarimi igin hedef gen bolgesi olarak tercih edilmistir. AEU-PYO-
FEN.4003/2.13.009 projesinde bu gen i¢cin 3 peptid tanimlanmistir. PTTG 00016
kodlayic1 dizisi ile tanimlanan peptidlerin aa dizilerinin, SnapGene programi ile
hizalamasi yapilmistir. Yapilan hizalamada tanimlanan peptidlerin 3’iiniin de 250-750
be¢ araligindaki dizi tarafindan kodlandig1 belirlenmis ve RNAi fragmentinin tasarimi
icin ilk 3 ekson hedeflenmistir (Sekil 4.2). Bu degerlendirme dogrultusunda genin 254-
686 bg’lik bolgesini kapsayacak sekilde 449 bg boyutunda olan RNAigoo16 fragmenti
tasarlanmigtir. Tasarimi yapilirken fragmentin ¢ogaltimi1 gdz O6niinde bulundurularak
iki ucuna primer tasarlanmustir. ileri primeri 5’ ucuna Pacl ve geri primeri 3’ucuna da

Notl enzimlerinin tanima dizileri eklenerek klonlamalarda kullanilmistir (Cizelge 3.2).
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Sekil 4.2. RNAioo016 fragmenti i¢in hedeflenen gen bolgesi (renkli gdsterilen bolgeler
proteomik projesi kapsaminda tanimlanan peptidlerin eslestigi bolgelerdir. Segilen
mavi bolge RNAigo16 fragmenti i¢in hedeflenen bolgedir)

4.2. RNAi Fragmentinin Klonlanmasi
4.2.1. RNAigo016 Fragmentinin pJET1/2 Vektoriine Alt Klonlanmasi

Tasarim1 yapildiktan sonra 6zel bir firma tarafindan RNAiooo1s fragmenti,
BSMYV vektoriine klonlamas1 yapilmadan 6nce, uygun RE uclarina sahip olmasi i¢in
ilk olarak pJET1/2 vektoriine klonlamas1 yapilmistir. Klonlama sonucu Sekil 4.3°de
gbzlemlendigi sekilde koloniler olusmustur. Olusan kolonilerden 5 adet segilerek
dogrulamak icin koloni PCR yapilmigtir. PCR sonucu segilen 5 koloni de beklenen
boyutta (449b¢) oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.4). Bunlardan 2 tanesi (2 ve 3.

koloniler) daha sonraki islemler i¢in kullanilmistur.
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(+) Kontrol,

pJET 00016
Ladder 1

Sekil 4.4. Koloni PCR ile pJET.00016 igeren transformant E. coli kolonilerinin
dogrulanmasi (RN Aigoo16 boyutu 449 bg)

4.2.2. RNAigo016 Fragmentinin BSMV pY Vektoriine Klonlanmasi

4.2.2.1. pY.PDS Plazmidlerine ve RNAioo16 Fragmentine Uygun RE Uclarinin

Kazandirilmasi

RNAio016 fragmenti, pY vektoriine sens ve antisens olarak klonlanabilmesi
i¢in bu iki DNA zincirinin uglarinm uygun RE kullanilarak kesilmesi gerekmektedir.
pY vektorii i¢in pY.PDSs ve pY.PDSas, RNAioo16 fragmenti i¢in pJET.00016
kaynak olarak kullanilmistir. Bu plasmidleri i¢eren bakterilerden plazmid DNA
izolasyonu yapilmustir. izolasyon sonrasi plazmid DNAlar Pacl ve NotI RE ile

kesim reaksiyonu gergeklestirilmistir. Kesim reaksiyonu %1’lik agaroz jele kesilmis
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ve kesilmemis pDNAlar olacak sekilde yiiklenerek, insertlerin plazmidlerden
ayrildig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.5). Kesim sonrasi ayrilan RNAigo16 fragmenti ile
pYs ve pYas vektorleri jelden kesilip ayrilarak saflagtirilmigtir.

LAD pY.EDSs pY.PDS as pJET.00016
Cut uncut cut  uncut cut gut uncut

—_— JFR—
H— — i
PY.S pY.as

ow e
RNAioo16

Sekil 4. 5. Pacl ve Notl enzimleri kullanarak pDNA’larin kesilmesi pJET.00016’dan
RNAI fragmentinin ayrilmasi ve pY.PDSs ve pY.PDSas plasmidlerinden pY's ve pYas
vektorlerinin ayrilmasi

4.2.2.2. pY Vektoriine RNAioo016 Fragmentinin Klonlanmasi

RE ile kesim isleminden sonra elde edilen RNAi fragment DNA’s1, T4 ligaz
enzimi kullanilarak pYs ve pYas vektorlerine ayr1 olarak ligasyonla baglanmistir.
Ligasyon sonucu olusan pY.00016s ve pY.00016as plazmidlerinin E. coli DH5a
susuna transformasyonu yapilmistir. Transformasyon sonrasi olugan olas1 transformant
koloniler Sekil 4.6’de sunulmustur. Gece boyu biiyiiyen olasi1 transgenik kolonilerden
5’er tanesi secilerek dogrulamasi i¢in koloni PCR yapilmistir. Jel elektroforezi sonucu
449 be lik RNAioo16 fragmenti gbzlenen koloniler arasindan 2’er tanesi se¢ilmistir

(Sekil 4.7). Segilen koloniler dizi analizi i¢in 6zel bir firmaya gonderilmislerdir.
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Sekil 4.6. Transformasyon sonrasi iiremeye birakilan plazmidlerin goriintiisii

LAD NK pY.00016s pY.00016as
k1 k2 k3 k4 k5 k1 k2 k3 k4

Sekil 4.7. pY.00016s ve pY.00016as plazmidlerinin koloni PCR sonucu (k:koloni)

pY.00016s ve pY.00016as plazmidlerinin RNAi fragmenti ve dizi eslesmesi,
dizi analizine gonderilerek c¢ift yonlii hizalamas1 yapilmistir. Dizi analizi sonucu elde
edilen iki yonlii veriler BioEdit uygulamasi kullanilarak eslestirilmistir. Farkli okunan
niikleotidler kromatogram yardimiyla dogrulanmistir. Elde edilen diziler,

PTTG 00016 gen dizi ile de hizalamas1 yapilarak dogrulanmistir.

39



PTTCG 00016 cds
pG . EAGs-Sanger
pG . EAGs-Sanger

PTTC_ 00016 cds
pG . EAGs-Sanger
pC . EAhGEz-Sanger

PTTC_ 00016 cds
pG . EAGs-Sanger
PG . EAGs-Sanger

PTTG_0O0016 cds
PG . EAhGs-Sanger
pG EAGs-Sanger

PTTG_00016 cds
pC . EAhGEz-Sanger
pG . EAGs-Sanger

PTTCG 00016 cds
pG EAGs-Sanger
vl EA6s-Sanager

:protein coding

seq-F
zeq-R

:protein coding

seq-F
seq-R

:protein_coding

seq-F
saq-R

‘protein coding

seq-F
seq-R

:protein coding

seq-F
zeqg-R

:protein coding

seq-F
sea-R

150

TCCREACACRACACCRAAGCTCCACCAACTCTCE

250 ann awm azn i aqn ann

Aed

a0 ann 411 az0 a3
TCCTTC22ACCATATTCCATCCATCGTCCCTCACCCACTTATCTCCATCATCCCCTCATTCCCCCACCTCCACTACATCCACCCCCATACT
TCCTTCRRACCATATTCCATCCATCGTCCCTCACGCCACTTATCTCCATCATCCCCTCATTCCCCCACCTCCACTACATCCACCCCCATACT

TCCTTCARACCATATTCCATCCATCTCCCTCACCCACTTATCTCCATCATCCCCTCATTCCCCCACCTCCACTACATCCACCCCCATACT

aE0 a7 aR0 am 504 510 520 530 5a0
CCCGTCTCCATCAACCATCAGTATCACRATCCTTCCACCATCCCCGTGGCCCACRACCCCTCTCACCCCACCTCGCAGCCCATCCATETE
CCCCTCTCCATCAACCATCACGTATCACEATCCTTCCACCATCCCCCTCGCCCACAACCCCTCTCACCCCACCTCGCACCCCATCCATCGTC

CCCCGTCTCCATCAACCATCACTATCACEATCCTTCCACCATCCCCCTCGCCCACRACCCCTCTCACCCCACCTCCCACCCCATCCATCTC

£30 &30
CARTACGGCGCCCCATGGGGTCTCGCCCGTATCTCCCACCCTCACRAGCTCRARATTCAGCACCTTCARCGTCTATCCCTTTCARCATCCT
CAATACCCCCCCCCATCGCGCTCTCGCCCCTATCTCCCACCCTCACRACCTCARATTCACCACCTTCAACCTCTATCCCTTTCARCATCCT
CARTACGGCGCCCCATGGGGTCTCGCCCGTATCTCCCACCCTCACRAGCTCARRATTCAGCACCTTCARCGTCTATCCCTTTCARCATCCT

il (3:11] 3:31] on EFil

Sekil 4.8. Secilen kolonilerden elde edilen pY.00016s ’ya ait dizilerin BioEdit uygulamasi ile hizalanmasi
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PTTG 00016 cds:protein coding
pG Eltas-Sanger seq-F
ps . ElGas-Sanger seq-R

PTTG_00016 cds:protein coding
pCc.Eltas—-Sanger seg-F
P . EiGas-Sanger seq-R

PTTG_00016 cds:protein coding
P . El6as-Sanger seq-F
pG . Elbas-Sanger seq-R

PTTG_00016 cds:protein coding
ps . ElGas-Sanger seq-F
pCc.Eltas-Sanger seg-R

PTTG_00016 cds:protein coding
pC.Elbtas-Sanger seq-F
pC.Eltas-Sanger seq-R

PTTG 00016 ecds:protein coding
pC . Elhtas-Sanger seg-F
ps . ElGas-Sanger seq-R

190 ann ai azn 2 240 ann 2e0 a7

280 290 Rik] an iz aan 340 an Aed

2ACCAACACCRAACAACACCCTCTCC2ATCCC2ATCCTATCCACCCCCCCACCTCTTCTCCCCCATCRACCACCACTATCATCCEAATCACT
AACCEACACCRAACAACAGCCTCTCCAATCCCRATCCTATGCACCCGCGCACCTCTTCTCGGCLATCRAGCACCACTATCATCGCEAATCACT
AACCEACACCAACAACAGCCTCTCC2ATCCCAATCCTATCCACCCCCCCACCTCTTCTCCGGCCATCRACCACCACTATCATCCEATCACT

380 k] ana 410 azn 430 a4q ani

TCCTTCRRACCATATTCCATCCATCTCCCTCACCCACTTATCTCCATCATCCCGCTCATTCCCCCACCTCCACTACATCCACCCCCATACT
TCCTTCRRACCATATTCCATCCATCTCCCTCACCCACTTATCTCCATCATCCCCTCATTCCCCCACCTCCACTACATCCACCCCCATACT
TCCTTCRRACCATATTCCATCCATCTCCCTCACCCACTTATCTCCATCATCCCCTCATTCCCCCACCTCCACTACATCCACCCCCATACT

L1201 470 a8 L] 504 514 5an 53 540

CGGCTCTCCATCEACCATCACTATCACEATCCTTCCACCATCCCCGTGGCCCACRAACGCCCTCTCACCCCACCTCGCACCCCATCCATCTC
CCCCTCTCCATC A ACCATCACTATCACEATCCTTCCACCATCCCCGTCCGCCCACRACCCCTCTCACCCCACCTCCCACCCCATCCATCTC
CGCCTCTCCATCAACCATCACTATCACEATCCTTCCACCATCCCCGTCGCCCACRACCCCTCTCACCCCACCTCGCACCCCATCCATCTC

L 31) 5 5A0 550 00 £10 (3] B30

CARTACGGCGCCCCATGGGCETCTCCGCCCGTATC TCCCACCCTCACRAGCTCRARATTCAGCACCTTCAACGTCTATCCCTTTCAACATCCT

RN ACCCCCCCCCATCCCCTCTCCCCCCTATCTCCCACCCTCACE ACCTCARRATTCACCACCTTCRAACCTCTATCCCTTTCRAACATCCT
CARTACGCCGCCCCATCGGGCTCTCCGCCCGTATCTCCCACCCTCACRAGCTCARATTCAGCACCTTCRAACCGTCTATCCCTTTCAACATCCT

&40 E5 E& &7 (2] B nn 7 720

CCCCGCTTGCCCCTCCATCCCTACCTCATTCACACTCCTCTCAATATCCACCACCAACACCTCCARCCCCCACCCARATCCCCCARBACT
GCCGGCTTGGGCGTCCATGCCTACGTCATTCACACTCGTGCTCAATATCCAGCACCARCAGCTGCERGGCCCA
CCCCCCTTCCCCGTCCATCCCTACCTCATTCACACT

Sekil 4.9. Secilen kolonilerden elde edilen pY.00016as ’ya ait dizilerin BioEdit uygulamasi ile hizalanmas1
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4.3. HIGS Uygulamasi: BSMV ve Pas Inokiilasyonu
4.3.1. Kahip DNA’larin Hazirlanmasi

In vitro transkripsiyon asamasinin yapilabilmesi i¢in 6nce plazmidlerin lineer
hale getirilmeleri gerekmektedir. Bunun i¢cin ilk olarak plazmidleri iceren
bakterilerden plazmid izolasyonu yapilmustir. izolasyon sonrasi mevcut plazmidler
RE ile kesim yapilarak transkripsiyonun sonlanacagi bolgeden kesilmislerdir (Sekil

4.10).

pgbpds4
5861 bp

Bag!

Sekil 4.10. pY plasmidinde transkripsiyon ve lineerizasyon bolgesi

In vitro transkripsiyon dncesi linerizasyon i¢in pY ve pa plazmidlerinin Mlul
enzimi, ppAaf plazmidinin Beul (Spel) enzimi ve pY.00016s, pY.00016as, pYPDS.s
ve pYPDS.as plazmidlerinin de BssHII enzimi ile kesim reaksiyonlar:
gerceklestirilmistir. Kesim islemi sonrast plazmidler agaroz jele yiiklenilerek jel
elektroforezi yontemi ile goriintiilenmistir. (Sekil 4.11). Lineer yapist dogrulanan

plazmidler in vitro transkripsiyonda kullanilmak tizere saflagtirilmigtir.
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®1 1LAD pa(l) pa(2) pY pPAap(1l) ppAap(2) pYV.00016s pY.00016as
€ UEC UE € UC € Ug € “UC € e c uc

Sekil 4.11. Linner hale getirilen pDNA’lar ( C: kesilmis (cut), UC: kesilmemis
(Uncut))

4.3.2. pDNA’larm In Vitro Transkripsiyonu

In vitro transkripsiyon i¢in mMESSAGE mMACHINE® High Yield Capped
RNA Transcription Kit kullanilarak BSMV RNA genomu sentezi yapilmistir.
Transkripsiyonda pY.00016s ve pY.00016as ait pPDNA’lar kendi iginde pYPDS.s ve
pYPDS.as ‘lerde kendi i¢inde esit miktarda karistirilarak kullanilmistir. Reaksiyon
sonunda elde edilen transkripsiyon tirtinleri LiClo yontemi ile saflastirilmistir. Elde
edilen transkript tiriinleri agaroz jele yliklenerek analiz edilmistir (Sekil 4.12). Agaroz
jelde kalitesine bakilarak incelenmis ve sentezlenen RNA’lar BSMV inokiilasyonunda

kullanilmastir.

o B Y y.PDS y.00016s+as

Sekil 4.12. in vitro transkripsiyon ile sentezlenen RNA’lar
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4.3.3. Bitkilerde BSMYV Inokulasyonu

RNAI fragmentini bitki hiicrelerine tagimak ve dsRNA halinde hiicrelere
yaymak icin BSMV kullanilmigtir. Bu amagla BSMV genomunu temsilen sentezi
yapilan RNA’lar (a, B, Y), karsilastirilarak FES soliisyonu esliginde bitkilerin 2.
Yapraklarma siiriilmiistiir. FES soliisyonunun kuma benzer bir yapida olmasi
sayesinde, yapraklar hafif yara alarak BSMV bu yara acikliklarindan yaprak

hiicrelerine girmesi saglanmaistir.

Gergeklestirilen BSMV inokiilasyonunda test bitkisi Y genomunda efektor
adayma ait RNAioo16 fragmentini tasimaktadir (BSMV:00016) ve viral genom replike
olurken dsRNA’lar seklinde cogaltilarak bitki hiicrelerine yayilmaktadir. Pozitif
kontrol olan orneklerde Y genomunda PDS genine 06zgli RNAi fragmenti
bulunmaktadir (BSMV:PDS) ve aym sekilde dsRNA olarak bitki hiicrelerine
tasinmaktadir. PDS geninin susturulmasi ile bitkilerde klorofil yikilarak bitkilerde
yapraklarin beyazlamasi ile kendini belirtir. Bu da BSMV araciligiyla ile gen
susturulmasinin fenotipik olarak gdzlenmesine olanak tanir. Herhangi bir ek fragment
icermeyen Y genomunun (BSMV:0) kullanildigi mock kontrol o6rneklerde ise

yapraklarda sari-beyaz ¢izgiler seklinde normal viral semptomlar gézlenmelidir.

Tez ¢aligmasi kapsaminda bitkilerin 2. yapraklarina yapilan BSMV inokiilasyonunu

takiben 10 giinde beklentilere uygun sonuglar gozlenmistir (Sekil 4.13);

Mock kontrol grubu: BSMV:0 ile inokiile edilen bitkilerin ortalama olarak
%80°ninde 3 ve 4. yapraklarinda sari-beyaz cizgiler seklinde viral semptomlar

gbzlenmistir.

Pozitif kontrol grubu: BSMV:PDSs/as ile inokiile edilen bitkilerin ortalama olarak

%70’inde 3 ve 4. yapraklarinda yaygin beyazlagsma semptomlar1 gézlenmistir.

Test grubu: BSMV:00016s/as ile inokiile edilen bitkilerin ortalama olarak %75’ inde

3 ve 4. yapraklarinda sari-beyaz ¢izgiler seklinde semptomlar gézlenmistir.

Negatif kontrol grubu: sadece FES soliisyonu bulastirilan tiim 6rneklerde herhangi

bir semptom gdzlenmemistir.
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Elde edilen sonuglar efektdr adayina 6zgiin olarak tasarlanan RNAipo16 fragmentinin
dsRNA olarak ¢ogaldigini1 ve viral yayilima paralel olarak yeni gelisen yapraklarda

goziikmektedir.

BSMV:00016s/as

Sekil 4.13. BSMV inokiilasyonu sonrasi yapraklarda gdzlemlenen
semptomlar

4.3.4. Pas inokulasyonu

4.3.4.1. Patojene ait Urediniosporlarin Cogaltilmasi
Tez ¢alismasinda kullanilan patojen P¢ k-1 urediniosporlari, Kanada’da bulunan Dr.
Christoph RAMPITCH’in ¢aligma grubundan temin edilmistir. P¢ 1k-1

urediniosporlari, iki yaprakli donemde olan Morocco bugday fidelerine bulastirilarak
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canlilik kazandirilmstir. -80 °C’ de muhafaza edilen patojen urediniosporlar1t HIGS
uygulamasi yapilana kadar 15 giinde bir canli toplanarak, diizenli olarak yeni
yetistirilen bitkilere inokiilasyonu yapilmistir (Sekil 4.14). Boylelikle HIGS

uygulamasi yapilirken taze pas pustiilleri kullanilmagtr.

Sekil 4.14. Pt-irk1’in inokulasyonla ¢ogaltilmasi (A.-800C de 1 y1l muhafaza edilmis
iirediniosporlarla inokulasyon B. Bitki iizerinde bulunan canli iirediniosporlarla

inokulasyon sonucu ¢ogaltim)

4.4. PTTG_00016 Genin Susturulmasi ve Enfeksiyon Gelisimine Etkisinin Analiz

BSMYV inokiilasyonu sonrasi bitkilerde goriilen beyaz-sar1 semptomlar, yapilan
inokiilasyonun basarili oldugunu gostermektedir (Sekil 4.13). Bu basar1 dogrultusunda
efektor adayma 6zgii dSRNA’larin patojene tagimasi i¢in sonraki adim olarak Pf k1
ile inokiilasyon yapilmistir. BSMV ile enfekte bitkilerin 3. ve 4. yapraklarma 10.gilinde
Pt Trkl iirediniosporlart bulastirilmistir. Yapraklarda devam eden fungal gelisim
evrelerinin tamamlanabilmesi igin bitkiler, 12 giin iklimlendirme odasinda takip
edilmigtirler. Bu sirada 3. giinde qRT-PCR ile PTTG_00016 genin ekspresyon seviyesi,
5. glinde mikroskobik olarak spor gelisimi ve 12. giin de ise enfeksiyon siddeti

incelenmistir.

4.4.1. qRT-PCR Analizleri ve Sonuclar
qRT-PCR analizleri i¢in pas inokiilasyonu sonrast 3. giinde alman 3 ve 4.

yaprak ornekleri kullanilmistir. Bu yaprak dokularmna ilk olarak RNA izolasyonu
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yapilmis ve tiim orneklerde uygun kalitede RNA’lar elde edilmistir (Sekil 4.15). RNA
izolasyonu sonrast elde edilen RNA’lardan 1100 ng kullanilarak ¢cDNA sentezi
yapilmistir. Elde edilen cDNA’lar ile yapilan qRT-PCR ile PTTG 00016’ nin gen

ekspresyon seviyesi belirlenmistir.

BSMV:00016s/as BSMV:0 BSMV:PDSs/as FES
LAD131443 4463 6473 74 8384 93 94NK LAD 4454 74 64114143474 831042333
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Sekil 4.15. BSM:00016s/as icin HIGS uygulamasi1 yapilan bitkilerden elde edilen total
RNA izolasyonu (Ornek agiklamast: 1.3 ve 1,4 olarak adlandirilan yaprak 6rneklerinde
1, 1. bitki oldugunu; 3 ve 4, 3. Ve 4. yapraklar1 oldugunu belirtmektedir.)

gRT-PCR analizinde BSMV semptomlar1 gozlenen bitkilerin 3. ve 4. yapraklari
ornek olarak kullanilmigtir. Analiz sonucunu karsilastirmak icin BSMV:0 (Y:0)
kullanilmistir. Hedef genin Y:0 gore ekspresyon diizeyi 2724¢T formiilii kullanilarak
hesaplanmistir. qRT-PCR analizleri sonucu elde edilen, BSMV:00016’ya ve
kontrollere ait Melting Curve grafigi (Sekil 4.16) cogaltilan DNA fragmentlerinin
dogru oldugunu gostermistir. Ayrica gergeklestirilen qRT-PCR’mn gorsel olarak
degerlendirilmesi i¢in 6rnekler agaroz jel elektroforezi yapilarak da goriintiilenmistir

(Sekil 4.17)
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Sekil 4.16. qRT-PCR analizde Melting Curve grafigi

SDH G:00016 SDH G:00016 SDH G:00016 SDH G:00016 SDH G:00016 L
Y 00016:103 103 00016:94 94 NK NK

Sekil 4.17. qRT-PCR sonrasi1 6rneklerin agaroz jel goriintiisii

Elde edilen bulgular gen susturma isleminin basarili oldugunu gostermistir.
HIGS metodu ile susturulmasi yapilan PT7G 00016 geninin, yapilan uygulamalar
sonucu gen ekspresyonunun herhangi bir insert icermeyen bos BSMV:0’ya gore
ortalama olarak 3. Yapraklarda %22, 4. Yapraklarda ise %27 oraninda azaldigi
goriilmiistiir (Sekil 4.18). FES uygulanan orneklerde ise BSMV:0’ya gore yaklagik
%30 diizeyinde artis gozlenmistir.
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Sekil 4.18. Efektor adayma ve kontrol gruplarina ait degerlerin ortalamalarinin
karsilastirilmasi

4.4.2. Mikroskobik Analizler

BSMYV sonrasi pas inokiilasyonu uygulanan bitkilerden 5. giinde alinan 3. ve
4. yaprak dokularina, mikroskobik analiz i¢in boyama islemi uygulanmistir. Dokular
tripan mavisi ile boyanmisti. Boyama islemi sonrasit bitki yapraklarmdaki
urediniosporlarin germinasyonu ve enfeksiyon hiflerinin olusumu mikroskobik olarak
incelenmistir. Bu incelemede BSMV:0 ve FES ile muamele 6rneklerde yogun hif
gelisimi gozlenirken, hicbir islem gérmemis negatif kontrol bitkilerde herhangi bir
patojen varligi gézlenmemistir. BSMV:00016s/as test 6rneklerinde ise pas gelisiminin
bir miktar azaldig1 ancak hif gelisiminin FES inokule ve BSMV:0’a benzer sekilde
etkin bigimde gergeklestigi gozlenmektedir (Sekil 4.19). Ozellikle FES uygulanan

orneklerde enfeksiyon hif gelisiminin daha da yogun oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.19. Pt inokiilasyonu sonrasi 3.giinde yaprak orneklerinin 1s1k mikroskobu
goruntisi
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4.4.3. Enfeksiyon Siddetinin Belirlenmesi

BSMV + Pt ikl urediniosporlar ile inokule bitkilerde, Pt inokiilasyonundan
yaklasik 8 giin sonra ilk pas piistiilleri goriilmeye baslanmigs ama tam olarak belirgin
hale gelmeleri i¢in 12. giine kadar beklenmistir. 12. gilinde enfekte yapraklar
fotograflanmis ve modifiye Cobb skalasi (Roelfs, Singh, & Saari, Rust diseases of
wheat: Concepts and methods of disease management, 1992) kullanilarak enfeksiyon
siddeti tespit edilmistir (Sekil 4.23). Buna gore BSMV:0 6rneklerde enfeksiyon siddeti
ortalama olarak %60 diizeyinde iken BSMV:00016 test 6rneklerinde ise %50 olarak
tespit edilmistir (Sekil 4.20). FES uygulanan 6rneklerde ise enfeksiyon siddetinin bir

miktar artis gosterdigi, yaklasik olarak %70 civarinda meydana geldigi gézlenmistir.
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Sekil 4.20. Mofiye edilmis Cobb skalasi. A. enfeksiyon siddeti skalasi (%) (Roelfs,
Singh, & Saari, 1992) B. Tez calismasi sonucu orneklerde gézlenen enfeksiyon siddeti
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4.5. Degerlendirme

Tez kapsaminda, bugday kahverengi pas hastalig1 etmeni P¢ de, virulansliginda
etkin olabilecek efektér aday, PTTG 00016 geni, HIGS yontemi kullanilarak
susturulmaya c¢alisilmis ve gen ekspresyonundaki baskilanmanin enfeksiyon
gelisimine etkisi degerlendirilmistir. RN Ai aracili gen susturma i¢in dsRNA ’lar viriis
(BSMV) aracilig1 ile once bitki hiicrelerine aktarimustir. Bitki hiicrelerinde viral
cogalma dagilima pararalel olarak gene 6zgli dsSRNA’lar da ¢ogaltilip dagitilmustir.
Ardindan ayni bitkilere Pr wrkl ile inokulasyon yapilarak patojen bulastirilmistir.
Patojenin germinasyonu ve hif gelisimi sirasinda dsSRNA’larin almas1 ve PTTG00016
geninin RNAi mekanizmasi ile susturulmasi hedeflenmistir. Elde edilen sonuglar,
HIGS uygulamasinda BSMV inokulasyonunun ortalama olarak %75 oraninda basar1

ile gergeklestigini ancak PT7TG 00016 genindeki susturmanin diisiik diizeyde
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(ortalama %25) meydana geldigini ve bu durumun enfeksiyon siddetinde anlamli bir
gerilemeye neden olmadigmi gostermektedir (Sekil 4. 21). Ayrica mikrokobik
inceleme sonucu elde edilen gozlemler de bu sonuglar1 destekler niteliktedir. BSMV
ve pas inokiilasyonu yapilmayan negatif kontrol bitkilerinde beklendigi gibi hicbir
enfeksiyona rastlanmamistir. FES uygulanan kontrol grubu bitkilerde ise hem gen
ekspresyon diizeyi hem hif gelisim diizeyi ve hem de enfeksiyon siddetinde artiglar

gbzlenmistir.

A BSMVinokulasyonu (10.giin) B C EAG6 ekspresyonu (Pt inokulasyonu 3.giin)

| | |
L BY iiill

Y0 FES 00016-3Y 000164Y NK Y0 Y (-insert) FES  00016-3Y 00016-4Y

S0y

B
13

Ty $3 )

°
g

Palative mENA exgeeision level

NK-Pt

Sekil 4.21. HIGS uygulamasi ve Pt enfeksiyon siddeti A) BSMV semptomlar1 B) Pt
semptomlar1 C) Ekspresyon grafigi

Sonuglar tez kapsaminda HIGS uygulamasimin basari ile gerceklestirildigini,
PTTG 00016 genin ekspresyonunda RN A1 aracili susturmanin saglandigini ancak gen
susturma diizeyinin enfeksiyon gelisiminde anlamli bir degisime neden olmadigini
gostermektedir. Elde edilene sonuglar dogrultusunda P77G:00016’nin gercek bir

efektor oldugu yoniinde giiclii kanitlar elde edilememistir
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BOLUM 5

SONUC VE TARTISMA

Tez c¢alismasinda bugday patojenlerinden biri olan ve kahverengi pas
hastaligina neden olan Pt irk-1’den elde edilen PTTG 00016 efektor adaymin HIGS
yontemi ile analizi gerceklestirilmistir. Bu analiz i¢in ilk olarak EssemblFungi
Database’den PTTG_00016 nin DNA dizi bilgisi incelenmistir. Inceleme sonucu hedef
RNAIi gen pargasi secilmistir. Secilen hedef RNAipoo16 fragmenti p.JET1/2 Blunt
klonlama vektoriine klonlanarak, HIGS calismasinda kullanilacak olan BSMV vektori
ile ayn1 RE uglarma sahip olmasi saglanmistir. Ardindan sense ve antisens
oryantasyonlu pY vektoriine klonlanmasi gergeklestirilmistir. Klonlama sonrasi elde
edilen pY.00016.s ve pY.00016.as vektorleri, o ve B genomlarini i¢eren vektorler ve
kontrol gruplar1 in vitro transkripsiyon ile mRNA’ya doniistiiriilerek BSMV
inokiilasyonunda kullanilmak i¢in hazirlanmistir. Elde edilen transkriptler ile patojene
hassas olan bitkiler iki yapraklar1 doneme geldikleri zaman BSMV inokiilasyonu
yapilmustir. Pozitif kontrol olarak Y:PDS, mock kontrol i¢in insert icermeyen Y:O0,
negatif kontrol olarak FES ve test grubu Y:00016 olarak ayrilmustir. Klonlamanin
ardindan bu plasmidlerden in vitro transkripsiyon ile RNA’lar iiretilmis, test ve kontrol
grubu icin BSMV genomunu olusturmak iizere birlestirilmistir. Karistirilan RNA
fragmentleri FES soliisyonu ile homojen olarak karigtirilip bitkinin 3. ve 4.

yapraklarma inokiile edilmistir.

BSMV semptomlar1 gozlemlendikten sonra (BSMV inokiilasyonunun 10.
Giinii) Pt 1tk1’e ait urediniosporlari ile pas inokiilasyonu yapilmistir. Pas inokiilasyonu
takibinde RNAioo016 fragmentinin patojen hiicrelerine gecisi saglanarak ilgili genin

susturulmas1 hedeflenilmistir. Bunun i¢in 3. giinde yaprak dokularindan mikroskobik
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ve molekiiler analizler i¢in Ornek alimmigti. 10 giin boyunca pas gelisimi

gozlemlenmistir.

Gen ekspresyonu analizi, QRT-PCR sonucunda, RNAigoo16 fragmentini igeren
BSMV:00016 6rneklerinde, herhangi bir insert icermeyen bos BSMV:0’ya gore gen
ekspresyonunun 3. yapraklarda %78, 4. yapraklarda ise %73 oraninda oldugu
gorilmistiir. Bir bagka deyisle test 6rneklerde PTTG 0016 geninde, insert icermeyen
bos BSMV:0 ile karsilastirildiginda ortalama olarak %25 diizeyinde susma saglandigi
gbzlemlenmistir. Bu durum PTTG 00016 geni ekspresyonun tamamen baskilamadigi,
sadece kismi bir azalma saglandigmi gostermektedir. Bu ornekler enfeksiyon siddeti
acisindan degerlendirildiginde, BSMV:00016 orneklerinde, pas yogunlugunun gen
ekspresyonu diizeyinde beklendigi Olgiide azalmadigi, enfeksiyon siddetinin
BSMV:0’a kiyasla her iki yaprakta da da yaklasik %10 diizeyinde geriledigi
goriilmiistiir. Higbir uygulama yapilmayan Negatif Kontrol bitkilerinde ise beklendigi
gibi PTTG 00016 ekspresyon diizeyi 0 olarak goriilmiis ve herhangi bir enfeksiyon
belirtisi gozlenmemistir. Mikroskobik incelemede BSMV:00016’ya ait yaprak
orneklerinde, BSMV:0 ile karsilastirildiginda, hif gelisiminin az miktarda azalmakla
birlikte etkin bi¢cimde gerceklestigi gozlemlenmistir. Sadece FES uygulanan
orneklerde ise hem PTTG 00016 gen ekspresyon diizeyi hem de enfeksiyon siddeti ile
hif gelisimi BSMV:0’a kiyasla daha yiiksek diizeyde ger¢eklesmistir. Yapilan tiim
biyolojik ve teknik tekrarlarda gozlenen bu durum, dsRNA’y1 bitkiye aktarmak i¢in
kullanilan BSMV’un yarattig1 fizyolojik kosul ve semptomlarin, Pt enfeksiyonunu

negatif yonlii olarak etkiledigini diisiindiirmektedir.

Tez kapsaminda gergeklestirilen qRT-PCR analizleri sonucunda PT7TG 00016
geninin ekspresyon diizeyinde kontrollere kiyasla %22 ve %27 oraninda azalma
goriilmektedir. Ekspresyon diizeyinde gozlenen diisiis HIGS metodunun basari ile
uygulandigin1 ancak gen susturma da beklenen etkinligin gerceklesmedigini
diistindiirmektedir. HIGS uygulamasi yapilan ¢aligmalara bakildiginda %10-90’lara
varan genis bir aralikta gen susturma etkinliginin gerceklestigi gozlenmektedir. Bu
durumun sebebi olarak patojene, hedef gene, konak bitkiye, tasarlanan RNAi
fragmentine ve RNA taginim ydntemine bagl olarak ¢ok sayida faktoriin etkili oldugu

belirtilmektedir. (Nowara vd. 2010);(Ray vd. 2022). Tez caligmamizda tasarlanan
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RNAio016 fragmentinin ilgili gen iizerinde beklenen etkiyi gostermeme nedeni, hedef
genin enfeksiyon dongiistinde kritik zamana denk gelmemesine bagl olarak susturma
etkinliginin zayif kalmig olabilecegi diisiiniilmektedir ( (Panwar V. M., 2013) , (Koch
A. K., 2016) , (Nowara, 2010) ) .

Tuo Qi ve arkadaslarmin 2017 yilinda yaptiklar1 bir c¢alismada HIGS
yontemiyle bugdayda sar1 pas hastali§1 etmeni Puccinia Striiformis f. Sp. Tritici’nin
PsCPK1 geni hedeflenmistir. BSMV vektorii kullanilarak yapilan bu c¢alismada,
PsCPK1 geninin ekspresyon diizeyi ortalama %25-50 olarak belirtilmistir. Bu azalma

sonucu hastalik belirtilerinde kismi1 direng belirlenmistir.

2022 yilinda Wei ve arkadaglar1 tarafindan yapilan baska bir calismada
Puccinia triticina nm Pt13024, aday efektor geninin HIGS yontemi ile susturulmasi
hedeflenmistir. Pr13024 bitkilerde houstoryum olusumu sirasinda anlamli sekilde
regiilasyonu gerceklesen ve patojenin konak savunma mekanizmasimi baskilayacagi
diisiiniilen bir efektér aday genidir. Genin klonlanma asamasindan sonra qRT-PCR
yontemi ile enfeksiyon siirecinde ekspresyon diizeyi analizi gergeklestirilmistir.
Fonksiyonel analizi yapilan Pt13024 efektér adaymnin Nicatiana benthamiana
bitkisinde BAX ve INF1 tarafindan hiicre 6liimiinii durdurma yetenegi test edilmistir.
HIGS uygulamasi dogrultusunda BSMV vektorii araciligryla Lr30 direng geni iceren
bugday hatlarinda susturulmasi gerceklesmistir. Ancak HIGS sonucu ekspresyon
diizeyi %25-40 olarak gozlemlemistir. Lr30 direng¢ genine sahip hatlarda da hastaligin

belirtileri kismi olarak azalmaya sebep olmustur.

Nowara ve arkadaslar1 2010 yilinda Blumeria graminis f. Sp. Tritici (Bgt)
patojenine ait ii¢ farkl efektor gen lizerinde yaptig1 calismada ( SvrPm3, Bgt Beg-6,
Bgt Bceg-7) HIGS yontemi kullanarak bu genlerin ekspresyon diizeylerinin %16 ve
%58 arasinda degisen oranlarda azaldiklarmi raporlamiglardir. Bu azalma seviyesi,
hastalik belirtilerinde kismi direnci gostermistir. Fakat genlerin susmasi smirh
diizeyde kalmistir. Bu da hedef genlerin enfeksiyon siire¢lerinde sinirli rolii oldugunu

belirtmistir.

Yapilan bu ¢aligmalar dogrultusunda HIGS yonteminin, hedef genin

susturulmasi iizerinde patojenin virlilens o6zelligini azalttig1 ve konak tizerindeki
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hastalik belirtilerinin azalmasi yoniinde basarisi goriilmektedir. Bu basar1 hedef genin
dogru secimi, RNAi mekanizmasinin ve kullanilan vektorlerin verimliligi, konak
bitkide olusan ekspresyonun diizenliligi gibi faktorlere baglhidir. RNAi’ye daha az
duyarli olan patojenler de goz 6niinde bulundurulmalidir (Gaffar, F. Y., & Koch, A.,
2019). Calismada kullanilan BSMV temelli vektor ile gergeklestirilen HIGS yontemi,
bitki hiicrelerinde etkin bir sekilde ifade edilmistir. BSMVs ve BSMVas’in birlikte
kullannm1 ile elde edilen semptomlar siddetli ve net olarak goézlemlenmistir. Bu
dogrultuda BSMV’ni yiiksek oranda basar: ile konak hiicrelere tasindigi ve RNAi
yanitini tetikleyerek dsRNA iiretiminin gergeklestigini gostermektedir.

Biyotrof mantarlar, yasam dongiilerinin tamamimi canli konak hiicrelerinde
sirdiren ve konaktan bagimsiz olarak kiiltiirde c¢ogaltilamayan patojen
organizmalardir. Bu nedenle yapilacak olan fonksiyonel gen analizleri ve genetik
manipiilasyonlar canli bir konak {iizerinde gerceklestirilmektedir. Bu mantarlar
iizerinde yapilan fonksiyonel genomik calismalarinda kullanilan en etkili yontem
HIGS’dir. Ancak laboratuvar ortammda HIGS metodunun kullaniminin bazi
olumsuzluklar1 bulunmaktadir. Bunlar konak bitkiyi yetistirme zorluklari, transferler
sonrasi bitkinin olumsuz etkilenmesi gibi durumlardir. Ayn1 zamanda bitkinin gelisim
evrelerini takip edip, o dongiilere gore inokiilasyonlarin yapilmasi zaman agisindan
olumsuzluk olusturmaktadir. Ozellikle HIGS metodunda RNAi’nin hedefi olan
patojen geni dogru sec¢ilmelidir. Aksi taktirde susturma gergeklesmez ve bitkinin kendi

genlerine de zarar verilebilir.

Ileride yapilacak olan ¢alismalar icin ¢ok sayida tanimlanmus patojen {izerinde
HIGS metodunun uygulanabilirligi, tarimsal biyoteknolojide dnemli bir arag olacaktir.
HIGS yonteminin hedef gene yonelik ¢alisiimasi, dogal mikrobiyal dengeyi bozmadan
patojeni baskilamay1 hedefledigi i¢in siirdiiriilebilir tarim uygulamalarinda 6nemli bir
yere sahiptir. Bu yontemin daha genis ¢apta tarim uygulamalarina entegrasyonu
sonucu onemli ¢evre dostu bir alternatif oldugu goriilecektir. Molekiiler Diinyada da
tanimlamas1 gerceklestirilen efektorler ile bitki- patojen etkilesimlerinin daha
derinlemesine anlagilmasini saglar. Efektoriin  hedefledigi bitki proteinleri

belirlenebilir ve efektoriin direng genleri ile etkilesim mekanizmasi acgiklanabilir
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HIGS yontemi ile Pr’de baska efektor adaylari ve viriilans genlerinin
fonksiyonel analizi yapilmistir. Bunlardan biri Pt13024°tiir. Bu efektdr, Haustoryum
olusumu sirasinda regiile edilen ve patojenin konak savunmasini baskilayan 6nemli bir
efektor adayidir (Wei, ve digerleri, 2022). Pt1641°de Konak savunmasini baskiladigi
tespit edilen bir efektordiir. HIGS metodu ile gerceklestirilen ¢calisma sonucunda Lrl
genine sahip bugday hatlarinda etkisiz hale getirildigi ve bu sayede bitkinin savunma
sisteminin etkinlestirildigi gosterilmistir (Zhang, Yang, & Liu, 2022). Yapilan bu
calismalar dogrultusunda HIGS 6nemli derecede yeni efektorlerin tespiti igin etkili bir

metod haline gelmistir
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